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Holstein 1irki neonatal bir buzagida Mycobacterium bovis tiiberkiiloz olgusu
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Bu calismada, neonatal dénemde, 6kstiriik ve solunum proble-
mi sebebiyle antibiyotik tedavisi gormiis, ancak tedaviye cevap
vermeyerek 6lmiis 2 aylik Holstein irki disi bir buzagida, M.
bovis enfeksiyonuna bagh eksudatif tip tiiberkiiloz olgusu ta-
nimlanmistir. Sistemik nekropside, akcigerin kaudal loblarinin
dorsal kisimlari hari¢ olmak iizere tiim akcigere dagilmis, ka-
zeifiye nodiiller ile dorsokaudal bolgelerde belirgin interlobii-
ler 6dem gortildii. Histopatolojik olarak, akciger parankiminde
fibroz kapsiille cevrelenmemis genis kazeifikasyon nekrozu ve
kalsifikasyon ile yogun yangisal hiicreler ve Langhans tipi dev
hiicrelerinin olusturdugu eksudatif tipte lezyonlar goriildii.
Daha kiiclik ve az sayida olmak tlizere benzer graniilomlara
karaciger ve beyinde de rastlandi. Yapilan Ziehl-Neelsen bo-
yamada goriilen aside direngli bakterilerin immunohistokim-
yasal boyamada Mycobacterium bovis oldugu belirlendi. Bu
olgu ile sigir tiiberkiilozunun, neonatal dénemde buzagilari da
etkileyen 6nemli hastaliklardan biri olarak degerlendirilmesi
gerektigi ve 6nlem alinmadig1 takdirde ciddi ekonomik kayip-
lara neden olabilecegine dikkat ¢cekilmek amaclanmistir.

Anahtar kelimeler: Eksudatif tiiberkiiloz, neonatal buzagy,
immunohistokimya, M. bovis, pndmoni

Abstract

In this study, a case of exudative type tuberculosis due to
M. bovis infection was identified in a 2 month-old Holstein
female calf that was treated with antibiotic treatment due
to cough and respiratory problems in the neonatal period.
Systemic necropsy revealed caseific nodules scattered across
the entire lung, except the dorsal parts of the caudal lobes
of the lung, and prominent interlobular edema was observed
in the dorsal caudal regions. Histopathologically, exudative
lesions that extensive caseification necrosis and calcification
with diffuse inflammatory cells and Langhans type giant cells
without fibrous capsule were seen in the lung parenchyma.
Smaller and lesser number of similar granulomas was found
in the liver and brain. Acid resistant bacteria in Ziehl-Neelsen
staining were determined to be Mycobacterium bovis in im-
munohistochemical staining. It is aimed to draw attention to
the fact that bovine tuberculosis should be considered as one
of the important diseases affecting the calves in the neonatal
period and may cause serious economic losses if no measu-
res are taken.

Keywords: Exudative tuberculosis, neonatal calf, immuno-
histochemistry, M. bovis, pneumonia
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insan ve hayvan saglig1 acisindan son derece énemli bir has-
talik olan tiiberkiiloz, genellikle solunum problemleri ile
baslayan, kronik, bulasici ve zoonoz karakterde bir hastalik-
tir (Arda ve ark 1997). Sigirlarda yaygin olarak goriilmeye
devam eden hastaligin etkeni Mycobacterium bovis’tir (M.
bovis) (Caminiti ve ark 2016). Hastalik alimenter, aerojen,
deri, genital ve konjenital yol ile bulasir. Her ne kadar geni-
tal ve konjenital transmisyon yaygin olmasa da, tiiberkiiloz
prevalansinin yiiksek oldugu bélgelerde konjenital bulasma
hala 6nemini korumaktadir (Phillips ve ark 2003). Konjenital
bulasma, etkenin umbilikal vena yoluyla hematojen olarak
fotiise gecmesi ile olusur (Caswell ve Williams 2016). Ayrica
dogum sirasinda enfekte amniyotik sivinin aspire edilmesi
sonucu da hastalik olusabilmektedir (Ozyigit ve ark 2007).
Hastaligin tanisi i¢in klinik, postmortem, histopatolojik, im-
miinolojik, bakteriyolojik ve molekiiler yontemler kullanil-
maktadir. Hastalik, tiiberkul olarak bilinen nodiiler tarzda
graniilomlarin olusumuyla karakterizedir (Caswell ve Willi-
ams 2016, Ciftci ve ark 2018).

Ulkemizde énemli ekonomik kayiplara neden olan sigir tii-
berkiilozu ile ilgili 2018 y1linda 1629 adet yeni salgin bildiril-
mis olup sadece Konya’daki 49 mihrakta 488 sigirin 6ldigi
veya kesildigi bildirilmistir (OIE 2018).

Tiirkiye’de farkli sebeplere bagli neonatal dénem buzagi
6liimlerinin, devlet isletmelerinde %10, ticari isletmelerde
ise %50’leri buldugu ve neonatal donemdeki buzag: kayip-
larinin, isletmelerde énemli ekonomik kayiplara yol agtig
belirtilmektedir (Akytliz ve ark 2017). Yapilan literatiir ta-
ramalarinda erken dénem buzagilarda tiiberkiiloz raporlari
bildirilmektedir (Ozyigit ve ark 2007, Ozdemir ve ark 2008,
Demelash ve ark 2009, Ortatath ve ark 2012, Rahman 2013,
Ciftci ve ark 2015, Del Moral ve ark 2018).

Bu olgu, M. bovis enfeksiyonuna bagh tiiberkiiloz olgularinin
neonatal dénem buzag: kayiplarinda dikkate alinmasi gere-

Sekil 1. A. Akciger, diffuz kazeifiye lobiiler lezyonlar (ok), ve 6demli alanlar
(y1ldiz) B Akciger, kesit yiiziinde kazeifiye alanlar(ok), C. Peribronsiyal ve medi-
yastinal lenf digiimlerinde kazeifiye alanlar (oklar)
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Sekil 2. A. Akciger, kazeifikasyon (C) ve kalsifikasyon (K) etrafinda epiteloid
histiyosit, nétrofil grantilosit ve mononiikleer hiicreler (oklar) ve Langhans tipi
dev hiicresi (ok bas1), H&E, B. Akciger, granulomatoz lezyonlarin (yildiz) etra-
finda 6dem ve fibrin eksudasyonu (ok), H&E, C. Bronsiyal Lenf yumrusu, yer
yer Kkazeifiye alanlar ile yang hiicreleri ve Langhans tipi dev hiicresi (ok bas1),
H&E, D. Karaciger, nekroz alaninin gevresinde epiteloid histiyosit, Langhans tipi
dev hiicresinin yer aldig1 graniilom (ok), H&E, E. Beyin, graniilomat6z inflamas-
yon odagi (ok), H&E.

ken bir stirii sagligi problemi olabilecegine dikkat ¢ekmek
amaciyla sunulmustur.

Olgu materyalini, Konya'nin Karapinar ilgesinden Selguk
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’'na
nekropsi icin getirilen 2 aylik Holstein 1rki, disi bir buzag:
olusturmustur. Hayvan sahibinden alinan anamnez bilgileri-
ne gore; buzaginin dogumundan 2 hafta sonra baslayan ates,
istahsizlik, 6ksiiriik ve solunum giigliigii bulgular1 nedeniyle,
makrolid grubu antibiyotik ve non-steroid antiinflamatuvar
ila¢ tedavisi uygulandigi, ancak tedaviye yanit vermeyerek
oldigi bildirildi. Yine aym isletmede son 3 ay icerisinde,
benzer belirtiler gozlenen 4 adet buzaginin daha 6ldiigi 6g-
renildi.

Yapilan sistemik nekropside; akcigerlerin sag ve sol krani-
yal loblar ile mediyal lobunun tamamen, kaudal loblarin
da ventral kismindan itibaren dorsale dogru biiytik bir bo-
ltiimiinde kesit ytizlerinde yaygin kazeifikasyon bulunan sert
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Sekil 3. A. Akciger, kazeifikasyon alanlarinda aside direngli bakteriler (oklar),
ZN, B. Akciger, Langhans tipi dev hiicresi sitoplazmasinda aside direngli bakte-
riler (ok), ZN, C. Akciger, makrofaj, epiteloid histiyosit (oklar) ve Langhans tipi
dev hiicresinde (kalin ok) M.bovis pozitif immun boyanma, IHK, D. Karaciger,
makrofajlarda M. bovis pozitif immun boyanma (ok), IHK.

kivaml nodiiler yapilar gorildii. Kaudal loblarin dorsal ki-
simlarinda daha siddetli olmak {izere, akcigerin tamaminda
belirgin interlobiiler 6dem de bulunmaktaydi (Sekil 1A-B).
Ayrica bronsiyal lenf diiglimlerinin tamamen, mediyastinal
lenf diigtimlerinin de ¢ogu kisminin kazeifiye oldugu dikkati
cekti (Sekil 1C). Karaciger ve beyinde hiperemi, bobreklerde
ise solgunluk belirlendi.

Histopatolojik ve immunohistokimyasal incelemeler i¢in ak-
ciger, karaciger, beyin, kalp, dalak, bobrek ve bagirsaklar ile
lenf diigiimlerinden alinan o6rneklerin, %10’luk tamponlu
formaldehitle fikzasyonu saglandi. Rutin doku takibi (Leica
TP 1020) sonrasi parafinle bloklanan dokulardan 5um kalin-
liginda alinan kesitler (Leica RM-2125 RT) Hematoksilen-Eo-
sin (HE) ve Ziehl-Neelsen (ZN) boyama yontemi ile boyandi
(Luna 1968).

Secilen doku kesitlerinden polilizinli lamlara alinan doku
orneklerine M. bovis’e 6zgili primer antikor (Bioss, poliklo-
nal, 1:400) kullanilarak immunohistokimyasal (IHK) boyama
yapildi. Bu boyama icin kesitler, tam otomatik immunohisto-
kimya boyama cihazina (Bond max) yerlestirildi ve ticari kit
(Leica Refine Detection Kit (DS-9800) prosediirt uygulandu.
Hazirlanan tim preparatlar 151tk mikroskobunda (Olympus
BX51, Tokyo, Japan) incelendi. Ayrica nekropsi sirasinda
mikrobiyolojik incelemeler icin alinan doku drneklerinden,
Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji ana-
bilim dalinda yumurta bazli Lowenstein Jensen besi yerine
bakteriyel ekimler yapildi.

Histopatolojik incelemelerde; akciger parankiminde diizen-
siz ve genis kazeifikasyon nekrozlari ve ortalarinda kalsifi-
kasyon alanlari ile 6dem ve fibrin eksudasyonunun yaygin ol-
dugu gozlendi. Kazeifiye alanlarin ¢evresinde dejenere veya
nekrotik notrofil 16kositler, epiteloid histiyositler ve mono-
niikleer hiicre infiltrasyonunun yani sira Langhans tipi dev
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hiicrelerine rastlandi. Ancak lezyonlarin etrafinda belirgin
bir fibréz kapsiil olusumu goézlenmedi (Sekil 2A-B). Benzer
lezyonlar mediyastinal ve bronsiyal lenf diiglimlerinde de
gozlendi (Sekil 2C). Karacigerde daha kiigiik fokal odaklar
halinde kazeifiye alanlara ve ¢evresinde epiteloid histiyosit
ile Langhans tipi dev hiicre olusumlarina rastland: (Sekil
2D). Ayrica, hepatositlerde yag vakuolleri ve portal alanlarda
yogun mononiikleer hiicre infiltrasyonu gozlendi. Beyinde
de benzer graniilomatdz odaklar ile néronlarda nekroz, glio-
zis, perivaskiiler monontikleer hiicre infiltrasyonu belirlendi
(Sekil 2E). Bobreklerde tubulus epitellerinde hidropik deje-
nerasyon dikkati cekerken, diger organlarda mikroskobik bir
bulguya rastlanmadu.

Akciger, karaciger ve beyin kesitlerinin ZN boyamalarinda,
kazeifiye alanlarda daha yaygin olmak tizere, dev hiicreleri
ile epiteloid hiicrelerin sitoplazmalarinda aside direngli bak-
teriler tespit edildi (Sekil 3A-B).

Immiinohistokimyasal boyamalarda 6zellikle kazeifiye
alanlarda, makrofaj ve ¢ok ¢ekirdekli dev hiicrelerinin
sitoplazmalarinda M. bovis antijen pozitif immun boyan-
ma gorildi (Sekil 3C-D). Mikrobiyoloji laboratuvarinda
gerceklestirilen bakteriyel ekimlerde ise herhangi bir etken
tretilemedi.

Sigir tiiberkiilozu genellikle orta yas ve iizeri hayvanlarin
kronik bir enfeksiyonu olarak diisliniilmesine ragmen, kon-
jenital enfeksiyon sonucu gen¢ hayvanlarda da goriilebildigi
ve bunlarin da genellikle hayatlarinin ilk aylarinda general-
ize tiiberkiiloz sonucu éldtikleri bildirilmistir (Vural ve Tun-
ca 2001, Ozyigit ve ark 2007, Del Moral ve ark 2018). Deney-
sel olarak enfekte edilen sigirlarda, enfeksiyondan sonra 7.
giinde, intra-alveoler makrofaj kiimeleri, nekrotik nétrofiller,
notrofil kalintilari iceren dev hiicreler ve aside direngli bak-
terilerden olusan erken lezyonlarin gelistigi, 14 giin sonra,
lenfosit ile epiteloid histiyosit proliferasyonunun basladigi,
21-42. glinlerde kazeifikasyon nekrozunun ve 35-60.giin-
lerde ise ilk mineralize lezyonlarin gelistigi bildirilmistir
(Caswell ve Williams 2016). Bu bilgiler 1s181nda, sunulan
olgudaki hentiz 2 aylik bu buzaginin, enfeksiyonu dogum
esnasinda amniyotik sivinin aspirasyonuyla veya dogumdan
hemen sonra kontamine barinaktan aerojen yol ile almis
olabilecegi diisiintilmiistiir.

Buzagilardaki konjenital bulasmalarda lezyonlarin 6énce-
likle karaciger, portal lenf diigtimleri ve dalakta, alimenter
bulagsmalardaise bagirsak ve mezenteriyal lenf diigtimlerinde
gorildiigli belirtilmektedir (Caswell ve Williams 2016,
Ozdemir ve Erer 2018). Sunulan vakada primer olarak
siddetli lezyonlarin akcigerde goriildiigli, dalak ve bagirsak
ile mezenteriyal lenf diigiimlerinde herhangi bir lezyon
belirlenemedigi dikkate alindiginda, s6z konusu enfeksiyo-
nun konjenital veya alimenter yolla olmadig1 diistintilmiistir.
Karaciger ve beyinde gozlenen tiiberkiiloz lezyonlarinin ise
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sekonder hematojen yayilmayla ilgili olabilecegi dikkate
alinmistir. Son yillarda erken déonem buzagilarda tiiberkiil-
oz bildirimlerinin sayisinda bir artis dikkati ¢ekmektedir
(Ozyigit ve ark 2007, Ozdemir ve ark 2008, Demelash ve ark
2009, Ortatatli ve ark 2012, Ciftci ve ark 2015, Del Moral
ve ark 2018). Sunulan olgumuzda mikroskobik bulgular
degerlendirildiginde, o6zellikle lezyonlarin etrafinda fibroz
kapsiiliin belirgin olarak gelismemesi ve nétrofil, 6dem ile fi-
brin eksudasyonunun goriilmesi hastaligin seyrinin eksudatif
bir karakter kazandiginin ifadesidir. Eksudatif tip lezyonlarin
gelismesinde, alinan etkenlerin miktari ve virtilensinin yiik-
sek olmasi 6nemli bir faktordiir (Ortatatli ve ark 1998, Ciftci
ve ark 2018). Ayrica lezyonlarin eksudatif gelisim goster-
mesi, buzaginin neonatal ddonemde immun sisteminin hentiz
tam olarak gelismemesi nedeniyle hiicresel bagisikligin devr-
eye girmemesi ve prodiiktif bir reaksiyonun olusamamasi
seklinde yorumlanmistir. Arastirma sonuglarimiz literatiir
bilgilerle birlikte degerlendirildiginde, enfeksiyonu tasiyan
siirtilerde, yeni dogan ve ozellikle immun direnci diisiik
buzagilarda tiiberkiiloz enfeksiyonlarinin neonatal bir prob-
lem olabilecegi ve neonatal déonem pndmoniler igerisinde
degerlendirilmesi gerektigi sonucuna varilmaktadir.

Canlisigirlardahastaligin tanisiigin, referans olarak kullanilan
intradermal tiiberkdilin testinin yani sira gamma interferon
testi (IFN-¥), ¢esitli numunelerden hazirlanan frotilerin ZN
boyamasi ve mikrobiyolojik kiiltiir kullanilmaktadir (Gutier-
rez ve Garcia 1993, Mazurek ve ark 2001). Ancak, tiiberkiilin
ve IFN-¥ testi etkene kars1 aktif bir immunitenin olmasi duru-
munda kullanilabilmesine karsin, enfeksiyonun akut donem-
lerinde veya immun sistemin baskilandig1 durumlarda yanls
negatiflik, hatta capraz reaksiyonlar neticesinde bazi patojen
olmayan bakterilere karsi yanlis pozitiflik verebilmektedir
(Ayele ve ark 2004, Mustafave ark 2006, Schiller ve ark 2010).
Postmortal olarak hastaligin tanisi i¢in ise doku 6rneklerin-
den hazirlanan smearlarin ve doku kesitlerinin ZN boyamasi,
bakteriyel kiiltiir ve molekiler testler kullanilmaktadir
(Caswell ve Williams 2016). Ancak ZN boyamasinda farklh
mikobakteri tiirlerinin ayrimimin yapilamamasinin yani
sira, ornekte yeteri kadar bakteri bulunmadig1 durumlarda
boyama yanlis sonug verebilmektedir (Mukherjee ve ark
2002). Bakteriyel kiiltiirtin ise 4-8 hafta kadar zaman almas,
kiiltiire edilemeyen bakteri varligi, kontaminasyon, anti-
biyotik kullanimi sonucu veya dekontaminasyon esnasinda
etkenlerin yikimlanmasi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir
(Grandjean ve ark 2008, Nyendak ve ark 2009). Nitekim olgu
materyalinden yaptirilan mikrobiyolojik kiiltiirlerde de et-
ken izolasyonu saglanamamistir. Akdesir ve ark (2019)'nin
tiiberkiilin deri testi pozitif sigirlar tizerinde, makroskobik,
mikroskobik (HE, ZN, IHK) ve molekiiler (PCR) ydntem-
leri kullanarak yaptiklari ¢alismada; ZN boyamanin tani
icin tek basina yeterli olmadigl, mutlaka diger ydntem-
ler ile desteklenmesi gerektigi ve IHK'nin sensitivitesinin
diger metotlara kiyasla daha yiiksek oldugu, bu nedenle de
tliberkiiloz tanisinda tercih edilebilecegini vurgulamislardir.
Benzer sekilde, Cassidy ve ark (1999) tiiberkiiloz olgularinin
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teshisinde immunohistokimyasal yontemin olduke¢a giive-
nilir bir ydntem oldugunu bildirmislerdir. Sunulan bu olguda
da, bakteriyel kiiltlirde etkenin liretilememesine ragmen, ZN,
HE, ve IHK bulgular esliginde dogrudan etiyolojik taniya da
[HK boyama ile ulasilmistir. Ayrica bu calismada, IHK boya-
mada kullanilan primer antikor sulandirmalar1 1:100-1:800
arasinda test edilmis, kullanilan poliklonal antikorla en iyi
sonucun 1:400°liik sulandirma ile saglandig1 belirlenmistir.
Sonug olarak, s1gir popiilasyonu arasinda prevalansi olduk¢a
yliksek olan ve bir¢ok yol ile bulasabilen sigir tiiberkiilo-
zu, heniiz immun sistemi yeterince gelismemis neonatal
buzagilar i¢in 6nemli bir tehdit olusturmaktadir. Tiiberkiilo-
zun, hem yetiskin sigirlarda hem de buzagilarda subklinik
olarak seyretmesi, hastaligin klinik bulgularinin hastaliga
6zgii olmamasi ve ozellikle neonatal dénemde goézden
kagirilarak, gereksiz tedavi siirecine girilmesi siiri saghigi
bakimindan da bir risk olarak degerlendirilmektedir. Bu
nedenle dogumdan itibaren tiiberkiiloz takibinin hassasiy-
etle yapilmasi énem arz etmektedir. Calismada laboratuvar
sonuglar1 degerlendirildiginde, sadece kiiltiir veya ZN boya-
ma gibi testlerin tek basina etkenin belirlenmesi icin yeterli
olmadigi, hastah@in teshisinde [HK gibi spesifik yontemler-
in hem giivenilir hem de zaman kaybini 6nledigi sonucuna
varilmistir.
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