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OZET

Memelilerde perifer kanda, viicut swilarinda ve meme bezi dokusunda yabanct
mikroorganizmalara ve cisimlere karsi organizmanin Celluler Savunma gérevini iist-
lenen hiicreler Polymaorphonuclear Leukocyt'ler, Macrophage 'lar ve Lenfocyt'lerdir.
Normal inek siitlerinde sayisal deger a¢isindan Macrophage 'lar ilk sirayi alirlar. Acut
mastitisli inek siitlerinde ilk degisme PMNL 'lerin infiltrasyonundaki artigtir. lerle-
mis mastitis vakalarinda ise siitte her ii¢ hiicre sayisinda da biiyiik artiglar gozlenir.
Mastitisli siitlerde ozellikle PMNL lerin fagositoz aktivitelerini baskilayan faktorler
vardir. Bu faktérler siitteki Lipid-Casein seviyesinin yiiksekligi immunoglobulin ek-
sikligi ile ortaya ¢ikan Opsonization yetersizligi seklinde karakterize edilebilir.

SUMMARY
Immunocellular Defensive Role of Polymorphonuclear Leukocytes Present in
The Milk of Cows Suffering From Mastitis

The cells being charged with immunocellular defense against all kinds of
Foreign microorganisms and foreign bodies in the blood and body fluids of
mammalian animals are mainly macrophages, polymorphonuclear leukocytes
(PMNL) and lymphocytes. The macrophages are the most common cells seen in the
normal cow milk. The earliest sign of increase in the number of inflammatory cells
is noted in the amount of PMNL, in the milk obtained from acutely infected cows.
However the number of all the three types of cells are increasing with the time
elapsed from infection. There are several factors inhibiting the phagocytic activity
of PMNL. These factors characterized as the increase in the level of Lipid-Casein in
the milk, and decreased opsonization potential due to immunoglobulin deficiency.

GIRiS

Memelilerde Celluler savunma denilince akla ilk gelen hiicreler polymorpho
nuclear leukocytler (PMNL) ve Macrophage lardir. PMNL'ler memelilerde perifer
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kanda giiniin degisik zamanlarinda farkh sayilarda olmakla birlikte tiirlere gore de-
gisik miktarlarda karsimiza cikarlar. PMNL'ler viicut bosluklarinda toplanan sivi-
larda, bag dokuda, kan ve lenf sivisinda celluler savunmada gorev alabildigi gibi, bii-
yiik memeli hayvanlarda enfeksiyonlara ve vabanci maddelere kars: miicadelede siit-
te milyonlarca sayida bulunarak gorevlerini siirdiiriirler. Ornegin klinik mastitis va-
kalarinda memelerin her bir lobunda 1 ml. siitte yaklasik 50 milyon PMNL cogun-
lukla mevcuttur' . Tedavive kimyasal ajanlarla baslanmis akut veya kronik mastitis
vakalarinda memeye ve siite bulasmis olan mikroorganizmalar canlihiklarim1 muhafa-
za edebilmiglerdir.

Siitte veya meme dokusunda bu kadar ¢ok sayida phagositik yvetenekli hiicre
olmasina karsin, mastitis enfeksiyonunun gelismesini nasil siirdiiriip yayilma kayde-
debildigi, iizerinde diisiiniilmesi gereken bir konudur.

Bu ¢aligmada ineklerin meme bezlerindeki yapisal ve fizyolojik 6zellikleri in-
celenerek PMNL'lerin mastitisli memelerde fagositik kapasitelerinde bir azalmanm
s0z konusu olup olmayacagi konusunda agiklik getirilmeye calisilmistir.

MATERYAL VE METOD

Calismada, akut ya da kronik mastitisli olduklan loblarindan alinan siit 6rnek-
lerinin California Mastitis Testinin (CMT) pozitif sonug¢ vermesiyle anlagilan inek
siitleri kullanildi. Alinan Ornekler 1000 devir/dakikahik santrifugasyon isleminden
gecirildikten sonra, paraformaldehyd tesbit sivisi ile 6n tesbite alindilar. Ozmik asit
ile son tesbitleri yapilan siit hiicreleri Noble agar igine alinarak pelet haline getirildi-
ler ve bu peletier Epon gomme materyalinde bloga alindilar. Bloklardan elde edilen
ince kesitler REYNOLDS? yontemine gore kontraslanarak Carl Zeiss EM, elektron
mikroskobuyla incelendiler.

SONUCLAR

Fagositozis, hiicrelerin kendilerine yabanci gelen maddelere, enfeksiyon kay-
nag olabilecek mikroorganizmalara kars: gosterdikleri bir kisim reaksiyonlarin ard
arda siralandig olaylar zinciridir. Bu islevi yapabilen hiicreler retikuloendothelial
sistem hiicreleri olarak isimlendirilen bir grup icinde simflandinhirlar. Bu simiftaki
hiicrelerden Polymorphonuclear I:eukocytler ve macrophage'lar viicut sivilari ve do-
kularda en ¢ok karsilasilan belli bagh fagositik hiicrelerdendir. Meme bezinde Lak-
tasyon doneminde en c¢ok goriilen fagositik hiicreler PMN Leukocytlar ve macrop-
hage'lardir. Meme bezi istirahat halinde iken PMN Leukocyt lerin yerini macrophage’
lar alirlar® +* . Fagositozis olay1 birkag bolimde incelenebilir. Birinei bélim fagosite
edilecek materyalin fagositik hiicreler tarafindan taninmasidir. Buna kisaca opsoni-
nation adini verebiliriz.

Mononuclear Leukocyt'lerden B tipi Lenfocyt'ler bu asamada fagositik hiicre-
lere yardimeidirlar. Urettikleri antikorlarla (Immunoglobulinler) fagosite edilecek
materyalin isaretlenmesini saglarlar. {kinci bolim fagosite edilecek materyal ile fa-
gositik hiicre yiizeyleri arasinda bir yapismanin meydana gelmesidir. Uciincii blim
fagositik hiicrelerin pseudopod'lar cikartarak fagositik materyali aramasi, dordiinci
bolim materyalin phagosom olarak hiicre icine alinmas (yutulma) ve cytoplasma-
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sinda bulunan Lysosomlann phagosom ile birleserek phagolysosom'un olugmasim
saplamasidir. Fagosite edilecek materyal phagolysosom icinde eritilerek organizma-
nin yikimdan zarar gormemesi saglanmis olur.

PMN Leukocyt'ler belirgin ¢cok loplu ¢ekirdekleri ve iki ayn tipteki graniilleri
ile goze carparlar. Bu graniiller azurophilic ya da primer graniiller ile spesifik ya da
seconder graniillerdir. Bu graniillerin iki tipi de bactericidal etkisi olan Oldiiriicii ve
sindirici materyal icerirler. Buniarin diginda PMN Leukocy'lerin cytoplasmalarinda
glycogen adaciklari meveuttur (Resim 1). Fagositozis boyunca glycogen, hexosemo-
nophosphate'a doniisen ve NADPH olusmasimi saglayan glikozun kaynagdir.
Hydrogenperoxid NADPH'In son iiriiniidiir ve NADPH'nin oksidasyonu hiicrelerde
antimikrobial sistemin 6nemli bir komponentidir.

Resim: 1

Mastitisli Inek Siitiinden Izole Edilen Bir PMN Leucocyt 'te Bulunan Lysosom (L) ve
Glikojen (g) Partikiilleri X 24000
(Figure 1. PMN Leucocyte containing Lysosoms (L) and glycogen particles (g)
which was isolated milk taken from cow with mastitis X 24000)
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Meme dokusuna bir enfeksiyon bulasmasi halinde goze carpan ilk degisiklik
PMN Leukocyt'lerin infiltrasyonunun artisidir. PAAPE et al.” yaptig1 bir ¢calisma-
da 0,5 mg. E. Coli endotoxininin meme dokusuna infuzyonu ile lokal bir Leuko-
cytosis olusturuldugunu PMN Leukocyt'lerin sayilarinin 53 x 10° PMNL/ml. ulasti-
gim belirtmigtir. Bir baska arastinc: ise® Stafilacoccal mastitislerde PMN Leukocyt'
lerin sayilarinda % 90-95'lik bir artis goriildiigiint belirtmistir.

Fagositik hiicreler (PMNL ve Macrophage'lar) IgM ve IgG i¢in bir takim resep-
torlere sahiptir. Bakteriler immunoglobulin molekiilleri ile ya da Complementlerin
bazi unsurlan ile opsoninize edilirler, bu molekiiller ve Componentlerle de fagositik
hiicrelerin yiizeyindeki reseptdrler haglanti yaparlar. Fagositozisin gerceklesmesi
biiyiik 6l¢iide bu baglantinmin olusmasina baghdir.

Mastitisli siitlerden elde edilen preparatlarin incelenmesi sirasinda PMN
Leukocyt'lerin biiyiik ¢ogunlugu siitte bulunan Lipid molekiilleri ve Caseini fagosite
eder halde bulunmusgtur (Resim 2). Hiicrelerin i¢inde bulunduklari ortam Lipid ve

*ad ',;.";_2;- 3 S R
Resim: 2
Mastitisli Inek Siitiinden Izole Edilen PMN Leucocyt
Globiilleri (L) ve Casein (C) Partikiilleri X 6000
(Figure 2. PMN Leucocytes containing ingested Lipid globules (L) and Casein
particles (C) which were isolated milk taken from cow with mastitis X 6000)

'lerde Fagosite Edilmig Lipid
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Casein cisimciklerinden zengin bir ortamdir. PMNL icin, B tipi Leukocyt'lerle
opsonize edilmis olan bakterilere ulagip reseptorleriyle baglanti kurmak ancak gev-
relerini tamamen kusatmis olan Lipid ve Casein cisimciklerinin fagositozundan son-
ra miimkiin olabilecektir. Bu asamada sitoplazmasi Lipid ve Casein cisimcikleriyle
dolu olan hiicrede fagositozis'in son devresinin tamamlanabilmesi i¢in graniillerin
(Lizozomlar) tamama yakim phagosom'larla birlegmekte, bdylece hiicre fagositoz
giiciinii biiyiik olgiide yitirmis inaktif bir hiicre haline doniigmektedir (Resim 3).
Hiicrelerin tekrar glycogen depolayabilmesi, yeniden graniil iiretebilmesi ya uzun bir
zaman alacaktir ya da, fagosite ettigi Lipid ve Casein cisimciklerinin sindirilmesi
tiim yasam siiresini kaplayacaktir. igte mastitisli siitlerde PMN Leukocyt 'lerin sayi-
lanndaki artis ne olursa olsun, onlarin fonksiyonlarin1 baskilayici bu tiir engeller
mevcuttur.

Resim: 3
Mastitisli Inek Siitiinden Izole Edilen Sitoplazmas: Fagosomlarla Dolu Graniillerini
Kaybetmis Bir PMN Leucocyte X 16600
(Figure 3. Degranulated PMN Leucocyte containing several phagosoms which was
isolated milk taken from cow with mastitis X 15600)
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Mastitisli siitlerde, bakteri fagosite edebilme sansina sahip hiicre say1si olduk-
¢a azdir (Resim 4). Boyle hiicrelerde cytoplasma i¢inde Lipid ve Casein cisimcikle-
rine rastlanmamasi fagositozis olaymmn baskilanmasinda bu iki cisimcigin roliiniin
biiyiik oldugunu ortaya koymaktadir.

Resim: 4 i
Bakteri (S. aureus) Fagosite Etmig Bir PMN Leucocyte. X 24000
(Figure 4. PMN Leucocyte which phagocytosed bacteri (S. aureus). X 24000)

TARTISMA

Inek siitlerinde PMNL'ler ve Macrophage 'lar Celluler Savunmada en onde ge-
len hiicrelerdir. Bu hiicrelerin yaninda Lenfocyt'ler fagositozis isleminin tamamlan-
masinda gorev alan hiicrelerdir. Laktasyon periodunda; normal inek siitiiniin 1 ml'sin-
de bu hiicrelerden % 60 oraninda Macrophage'larin, % 12 oraminda PMNL 'lerin ve %
28 oraninda Lenfocyt'lerin mevcut olmasi” +* fagositozis olayinin en az seviyede tu-
tulmus olmasina en ¢arpici ornektir.

Normal siitteki bu oranlarda degisme, siitte yagin ve Casein konsantrasyo-
nunun yiikseldigi donemlere rastlar ki, bu donemde Colostrumun meme bezinde ya-
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pidigi donemdir. Bu donemde 1 ml. siitte % 50 oraminda Macrophage'lara, % 25
oraninda Lymphocyt'lere ve % 25 oraninda PMNL'lere rastlanmaktadir®.

Bu sonuclardan, herhangi bir infection almamsg inek siitlerinde bulunan fago-
sitik hiicrelerin sayilarindaki artiglarin siitte bulunan Lipid ve Casein miktanyla pa-
ralellik gostermektedir kamsim ¢ikartmak miimkiindiir.

Acut mastitis vakalarinda dokuya ©zellikle PMNL'lerin infiltre olmalan goze
carperdir’ «* 0 Bu infiltrasyonun saptanmas: ilk ii¢ saat icinde miimkiindiir' ! .

Coc'al mastitislerde 1 ml. siitte, % 53 oraninda PMNL 'ler, % 34 Macrophage 'lar
ve % 13 Lymphocyt'ler tesbit edilmistir. Bu sayilar da hastahifin seyrine gire artis
gosterir.

Mastitis'in meme bezinde yayilma ve seyrinde ilerleme goriildiik¢ce PMNL'lerin
sayllanndaki artis, fagositozis olayinda bu hiicrelerin 6n planda rol aldif1 kanisim
kuvvetlendirmektedir, Bazi aragtirmacilar® - ' 2 siitte bulunan PMNL 'lerin, kan PMNL'-
lerine gore daha az oraninda glikojen igerdigini one sirmektedirler. Yaptifimiz ¢ahs-
mada siitte bulunan PMNL'lerde glikojen adaciklarinin sitoplazma i¢inde ¢ok miktar-
da mevcut oldugunu gordiik, ancak glikojen azh§ fagositozis aktivitesi yiiksek hiicre-
lerde goze carpti. Boyle hiicrelerde sitoplazmada glikojen azalmasim fonksiyona
yonelik normal bir olay olarak degerlendirdik.

WINSKOWSKI et al'?, DE CUENINCK'* enfekte siitte immunoglobulinlerin
ve complementin diisiik seviyede olmasi PMNL'lerin fagositik performansimin geri
planda kalmasina neden olmaktadir demektedirler. Ayn arastiricilar 6zel opsoninle-
rin yangi boyunca olusturulmasi halinde fagositozisin daha yiiksek seviyede gercek-
lesebilecegine deginmektedirler. NEWBOULD'® kaymagi alinmis siite immun se-
rum ilavesiyle PMNL'lerin Stafilacoclann fagosite etme olanaklarinda bir yiikselme
goriilmiistiir demektedir. PAAPE et al.®'de bu yargiya katilmaktadir. GUIDRY et
al.'® siit PMNLleri ile S. aureus'u bir serum icinde in vitro olarak inkube ederek
Stafilacoclarin PMNL'ler tarafindan fagosite edilme oramnin % 62'ye ¢iktifini be-
lirtmigtir. Buna karsilk RUSSEL ve REITER'!’ kaymag alinmis siite, normal siir
serumu ve Stafilacoc ilave etmekle PMNL'lerin phagositik yeteneklerinin azaldigim,
bu azalmanin siitteki opsonin eksikliginden ileri gelmedigini ileri siirmektedir.

PAAPE et al.! meme basina steril irritan bir madde enjekte edildikten sonra
PMNL'lerin % 68'inin 1/2 oraninda fagosite yag globulleri icerdigine dikkat cek-
migtir. Aym arastirmaci kandan izole edilen PMNL'ler ve Staphylococ kiiltiiriiniin
siitte inkube edildiklerinde, yag alinmis siite gore fagositozis oranlarinin % 44'e
diistiigiinii, ayn1 sekilde ya@ ahnms siite krema eklenince de fagositozis oraninda
diigme goriildiigiinii belirtmistir.

Aym arastiric1 1977 yilinda yaph# cahigmada® siitteki casein'in fagositozu
baskilayic1 bir etkisinin goriilmedigini ancak, inkubasyon periyodunun artmas: ile
Casein'in fagositozise miidahale ettigi goriigiiniin son zamanlarda ortaya atildifim
ileri sirmiistir. Aym arastirmaci 1979 da yaptig1 calismada' siitten izole edilen
PMNL'lerde fagosite edilmis Casein misellerine rastlandigini, incelenen 5 inekten
3'iinde hiicrelerde casein misellerine rastlanirken, yag globullerinin tiim hiicrelerde
gorildigiinii belirterek fagositozisin inhibasyonunun casein misellerinin hiicre memb-
ram yiizeyini sarmasi ve hiicre i¢ine alinirken de hiicrelerin graniillerini kaybetmesiy-
le karakterize oldugunu ortaya koymustur.
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Yaptigimiz ¢alismada, mastitisli siitten izole edilen PMNL 'lerde fagosite edil-

mis ¢ok miktarda yag globulleri ve casein miselleri gordiik. Enfeksiyon nedeni olan
bakterilerin de ¢ok bol oldugu ortamda PMNL'lerin sadece Lipid ve Casein'le dolu
olmasi fagositozisin inhibasyonunun Caseinle birlikte Lipid'ler tarafindan opsonini-
zasyonunun engellenmesi, hiicreler tarafindan bol miktarda fagosite edilerek degra-
nillasyona neden olma seklinde karakterize oldugu kanimizi kuvvetlendirmistir.

incelemelerimizde mastitisli siitlerde fagositoz yapan macrophage 'lara rastlan-

mamigtir. MULLAN et al.!®'na Stafilacoclarin macrophage'lar tarafindan fagosite
edildiklerini ancak, bunun PMNL'lerdeki gibi kapsamli olmadigina deginmistir.
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