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OZET

PNOMONILI SIGIR AKCiGERLERINDE Mycoplasma bovis
ENFEKSiYONUNUN PATOLOJIK ve MOLEKULER YONTEMLERLE
ARASTIRILMASI

Amag: Bu calismada; Erzurum ilinde yer alan mezbahalarda kesilen sigirlarin
akcigerlerinde Mycoplasma bovis’in varligi ve yayginliginin PZR, immunohistokimya
ve immunfloresan yontemlerle saptanmasi, ayrica histopatolojik incelemeler 1s181inda bu
enfeksiyonun olusturdugu yangisal yanitin karakterize edilmesi amacglanmistir.

Materyal ve Metot: Calismada mezbahada kesilen toplam 836 sigirin
akcigerleri incelenmis, bunlarin 100’inde (%11.96) makroskobik olarak pnomoni
bulgulart gozlenerek ornekler alinmistir. Kesilen hayvanlara ait tiir, yas, cinsiyet ve
akcigerde goriilen lezyon lokalizasyonu gibi bilgiler, hazirlanan formlara islenerek
veriler toplandi. Toplanan dokularin rutin histopatolojik ve immunohistokimyasal
boyamalar1 Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim dali ve PZR
uygulamalari ise Mikrobiyoloji Anabilim dali laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

Bulgular: Pnomoniler, ecksudatin karakteri ve lezyonlarin organdaki
lokalizasyonu dikkate alinarak 5 grupta siniflandirilmistir. Pndmonili akcigerde ve
etken pozitif 6rneklerde lezyonlara en sik kranial loplarda rastlandi. En yaygin tespit
edilen pnomoni tipleri sirasiyla intersitisyel pndmoni (42 hayvan), irinli-nekrotik
bronkopnémoni (28 hayvan), bronkointersitisyel pnomoni (16 hayvan), fibrinli-
nekrotik bronkopnémoni (8 hayvan), graniilomatoz pnomoni (6 hayvan) olarak tespit
edilmistir. PZR testi sonuglarina gére 36 akciger 6rneginde (%36) M. bovis etken
pozitif bantlar goriildii. Bunun yaninda pozitif vakalar; interstisyel pndmonili (16 adet),
irinli - nekrotik pnémonili (9 adet), bronkointersitisyel pnomonili (7 adet) ve fibrinli-
nekrotik pnomoni (4 adet) bulgulart gdsteren olgularda tespit edilmistir.
Immunohistokimya ve immunfloresan boyamalar sonucunda pozitif olan 30 &rnekte
PZR pozitifligide saptandi. Bu olgular igerisinde immun-pozitif reaksiyonlara
cogunlukla yangi hiicrelerinin sitoplazmalar1 basta olmak {izere, brons ve bronsiyol
epitelleri ve yine nekroz alanlarinda rastlandi.

Sonug¢: FElde edilen bu veriler degerlendirildiginde, sigir pnomonilerinde M.
bovis’ in olduk¢a yaygin oldugu goriilmiistir. M. bovis’ in PZR yontemi kullanilarak
ortaya konulmasi agisindan yapilan ekstraksiyon yontemlerinde optimizasyon isleminin,
saglikli sonuglar elde edilmesi agisindan 6nemli bir yer tuttugu kanisina varilmstir.

Anahtar  kelimeler:  Sigir, Pnomoni, PZR, Mycoplasma bovis,
Immunohistokimya, Immunfloresans.



ABSTRACT

Investigation of Mycoplasma bovis infection in pneumonic lungs of cattle with
Pathological and molecular methods.

Aim: The aim of this study was to determine presence and prevelance of
Mycoplasma bovis by immunohistochemistry, immunofluorescence stain and PCR
methods in cattle lungs with pneumonia slaughtered in Eruzum province. Furthermore
to characterize the inflammatory response against the agent by investigation of the
lessions in lungs histopathologically.

Material and Methods: To obtain 100 lung samples showing pneumonic
lesions, totaly 836 (11.96 %) cows were watched before and after they had been
slaughtered. Information about this animals like genus, age, sex and the location of the
lesions in lungs were noted on information forms. All routine histopathology process
like formalin- fixing, sectioning paraffin embedded lung tissue samples,
immunohistochemical staining and PCR, besides examination of slides were undertaken
in Pathology and Microbiology Department of Veterinary Medicine Faculty of Atatiirk
University.

Results: All pneumonic lessions were classified in five groups according to
property of the exudative character and affected areas. Pneumonia was detected most
frequently in the cranial lobe lesions in the lungs and agents of positive samples. During
the evaluation type of intersititel pneumonia was the most common and seen in (42)
animals, suppurative - necrotic (Caseo necrotic) bronchopneumonia (28) animals,
bronchointerstitial pneumonia(16), necrotic - fibrinoprulent bronchopneumonia (8) and
granulomatose pneumonia (6). According to the PCR test results in 36 (36%) lung
specimen yielded positive factors for M. bovis band. M. bovis positive cases include 16
intersititiel, 9 suppurative- necrotic, broncho-interstitial pneumonia 7 and
fibrinonecrotic 4 pneumonic cases. Immunohistochemistry and immunofluorescence
staining result also PCR positive reaction was observed in 30 (30%) specimens of lung
tissue samples showing pneumonic lessions. For positive reactions of
immunohistochemistry and immunofluorescence frequently cytoplasm of inflomattory
cells were first target also epitelium and exudate in lumen of bornch and bronchiol was
too.

Conclusion: According to the results obtained, M. bovis pneumonia was found to be
quite common in cattle. Optimizing processes in the DNA extraction phase for detectin
M. bovis factor by using the PCR method hold an important place for obtaining reliable
results.

Key Words: Cattle, Pneumonia, PCR, Mycoplasma bovis, Immunohistochemistry,
Immunflorescence.
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1. GIRIS

Sigirlarda solunum sistemi hastaliklar1, tiim diinyada oldugu gibil® Tiirkiye’de de

siklikla rastlanan®®

ve ciddi ekonomik kayiplara yol agan, bu nedenle de iizerinde
onemle durulmasi gereken bir saglik sorunudur. 2%*3 Ozellikle alt1 aylik buzagilarda
sorun olmakla beraber, bir yasina kadar hayvanlarda da siklikla goriilebilmektedir.2*4-
16 Sigir pnémonilerinin yaygmligmin ortaya konulmasi amaciyla yapilan ¢alismalarda,
pndmoni oraninin % 3.6 ile % 65.83 arasinda degistigi bildirilmistir.58>1718 Solunum
sistemi hastaliklarinin olusmasinda enfeksiy6z etkenlerin say1 ve tiirlerinin yani sira
bakim, beslenme ve uygun olmayan diger predispoze faktdrler de etkili olmaktadir.**
Sigirlarin solunum sistemi hastaliklarinda ates, nazal akinti, solunum giigliigii, siddetli
Okslirik gibi klinik Dbelirtiler ile birlikte verim kaybmin sirekliligi dikkati
cekmektedir.!®? Solunum sistemi hastaliklarma sebep olan en 6nemli etkenler arasinda
Bovine Respiratory Syncytial Virus, Parainfluenza Virus Type 3, Bovine Herpes Virus,
Infectious Bovine Rhinotracheitis Virus, Bovine Viral Diarhea Virus gibi virtsler ile
Mannheimia haemolytica serotip A, Pasteurella multocida ve Histophilus somni gibi
hiicre duvarina sahip bakteriler ve Mycoplasma spp. yer alir. Stres faktorlerinin
varliginda hiicre duvarina sahip etkenlerin tek basma enfeksiyona sebep olduklari
bildirilmistir. Ayrica viriislerin ve Mikoplazma tiirlerinin sinerjik olarak enfeksiyona
dahil olmalarinin, immunsupresyonun bulundugu durumlarda enfeksiyonu daha siddetli
hale getirdigi rapor edilmistir. 101%1921-26 By etkenler igerisinde Mikoplazmalarin neden
oldugu enfeksiyonlar, sigirlarin en 6nemli ve en fazla ekonomik kayba sebep olan
hastaliklar1 arasinda gosterilmektedir.>*>?" Ozelliklede M. bovis artan prevalans
degerleri ile solunum sistemi hastaliklar1 kompleksi kapsaminda iizerinde durulan en

onemli etken olarak gosterilmektedir.'1®?2® Yapilan arastirmalarda M. bovis’in



sigirlarda yaygin olarak pnomoni, farenjitis, mastitis, poliartritis, otitis media,

2,13,14,26,29,30,31

keratokonjuktivitis vulvovaginitis ve inferitiliteye 323 sebep oldugu

210.11.27.293435 Ayrica buzagilarda endokarditis, purulent meningitis ve

bildirilmistir.
serebral nekroz olgularmda da M. bovis izole edildigi rapor edilmistir.

Hastaliktan oliimler, siit iiretiminde diislis, asilama ve arastirma programlari
masraflart hastaligin neden oldugu direkt ekonomik kayiplar,® canli agirlik kaybr,
pazara gec arz ve azalmis dol verimi ise indirekt kayiplar olarak bildirilmistir. 1>%7

Avrupa’da sigir pnomonileri sebebiyle yilda 500-600 milyon € kayip oldugu,
bunun da ii¢te birinin M. bovis tarafindan olusturulan enfeksiyonlara bagl oldugu rapor
edilmistir.*121538 Amerika Birlesik Devletleri’nde ise M. bovis enfeksiyonu sonucu
hayvanlarda sadece canli agirlik artigindaki yillik ekonomik kaybin 32 milyon $ oldugu
bildirilmistir.! Bunlarin yaninda M. bovis in sebep oldugu mastitislerden dolay1 olusan
ekonomik anlamda ciddi kayiplarda bildirilmistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde
yillik 100 milyon $ iizerinde olan bu kaybin, solunum sistemi hastaliklar1 sonucu olusan
kayiptan daha biiyiik oldugu rapor edilmistir.

Mikoplazma enfeksiyonlarinin agir ekonomik kayiplara neden olmasinin
sebepleri olarak; hastaligin tim cins ve yas grubunda goriilmesi, viral, bakteriyel
hastaliklar ve stres gibi etmenlerin immun sistemi zayiflatmasi sonucu siklikla niikslerin
olusmasi, koruyucu ve tedavi edici girisimlere karsi yeterli cevap vermemeleri
gosterilmektedir. 1142022

Ispanya, Fransa, Almanya, Danimarka, Isvicre, Israil ve Ingiltere gibi iilkelerde
yapilan arastirmalarda sigirlarda solunum sistemi hastaliklarinin ortalama %25-33

oraninda M. bovis tarafindan olusturuldugu bildirilmektedir.!*® Kanada,*® isvicre *! ve

Belgika*? gibi iilkelerde ise bu oranin % 0-67 arasinda olduguna dair veriler de rapor



edilmistir.’>?® Bununla birlikte iilkemizde sigir pnomonileri iizerinde M. bovis’ in ne

kadar etkin olduguna dair yapilan arastirmalarin az oldugu dikkat ¢ekmektedir 843
Yapilan bu c¢alisma ile PZR, immunohistokimya ve immunfloresan gibi

giivenilir ve giincel tan1 metotlart kullanilarak, M. bovis’ in sigirlarda varliginin ve

yaygmhiginin ortaya konmasi, etken pozitif akciger oOrneklerinin makroskobik ve

histopatolojik olarak incelenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

Pnomonili sigir akcigerlerinde goézlenen lezyonlarin patolojik incelemelerini
konu edinen ayrintili ¢alismalarda, organin morfolojisi ve fonksiyonlar1 hakkinda kisa
bir bilgi verildikten sonra, etiyoloji ve goriilen patolojik degisikliklerin incelenmesi

yaygin uygulanan bir yaklasim oldugu goriilmektedir. 1422

2.1. Solunum Sistemi

Solunum sistemi, genel anlamda canlinin yasadigi ortamdaki havay1 kapillar
damarlarda bulunan kan ile ¢ok yakin temasa getiren, bu sekilde oksijen ve
karbondioksit alisverisini saglayan bir kanallar sistemi olarak tanimlanmaktadir 42244
Solunum sistemi anatomik olarak {ist ve alt solunum yollar1 olmak tizere iki kisimda
incelenir. Ust solunum yollar1 burundan baslayarak akcigerlerde bulunan terminal
bronsiyollerin dahil oldugu kisimlar1 igerir. Alt solunum yollar1 ise respiratorik
bronsiyollerden olusan ve alveollerinde dahil oldugu alanlart kapsar.?2* Gogiis
boslugunda yer alan akcigerler sag ve sol olmak tiizere iki ana loptan meydana gelir. Bu
iki lobu mediastinum ve kalp birbirinden ayirmaktadir. Akcigerler elastik ve hafif
slingerimsi bir yapida, rengi ise icerdigi kan miktarina ve hayvanin yasina goére agik
kirmizidan giilguni pembeye kadar degisiklik gostermektedir.****4® Dis yiizii plora
olarak adlandirilan parlak serdz bir zarla ortiiliidiir. 22?2 Akcigerlerin anatomik olarak
bir tabani (basis pulmonalis), iki kenari (margo dorsalis obtutus, margo acutus), bir
tepesi (apex pulmonalis) ve dort yiizii (fascies costalis, fascies medialis, fascies
diaphragmatica ve fascies interlobares) vardir. Sigirda akcigerin sag lobu {i¢ parca
halindedir. Bu loplar lobus cranialis, lobus medius ve lobus caudalis’tir. Lobus cranialis

bir yarik ile pars cranialis ve pars caudalis diye iki loba ayrilir. Normal olarak sag

akcigerde var olan lobus accessorius’ un katilimiyla sigirin sag akcigeri bes loptan



meydana gelmektedir. Sol akciger ise fissura interlobaris ile lobus cranialis ve lobus
caudalis diye iki loba ayrilir. Lobus cranialis de yine bir yarik vasitasiyla pars cranialis
ve pars caudalis olarak adlandirilmis iki loba daha ayrilir.*®

Akcigerin damar ag1 toplam dort adet ana damarin kollarindan meydana
gelmektedir. Bunlar; Truncus pulmonalis, Vena pulmonales, Ramus bronchialis ve
Vena bronchialis’tir. Truncus pulmonalis’de kendi arasinda iki boliime ayrilmaktadir.
Bunlar; Arteria pulmonalis dextra ve Arteria pulmonalis sinistra’dir. 4 V. pulmonalis
ise akcigerlerdeki oksijenle yiiklii kan1 kalbin sol atriumuna tasiyan damarlardir.

Solunum sisteminin st yapilarindan olan trake dallanarak brongslara,
bronsiyollere, terminal ve respiratorik bronsiyollere ayrilir. Terminal respiratorik
bronsiyoller ise alveoler kanallar ve alveolar keselere agilarak alveollerde sonlanirlar.
144448 Trake ve bronslar hiyalin kikirdak halkaya sahiptirler ve bu kikirdak halkalar
trake ve bronglar1 deformasyonlara ve tikanmalara karst korurlar. Bronsiyol
duvarlarinda ise hava yollarinin kollabe olmasini 6nleyen kikirdak halkalar bulunmaz
ve bez yapisi da ortadan kalkar. Kikirdak halkalar yerlerini bronsiyol duvarinda ince
bag dokusu seklinde interalveoler septumlara birakirlar ve bronsiyollerde bu yapi hava
yollarimi korur, 14.21.22.48

Trake ve bronsglar mukozasi yalanci ¢ok katli silyumlu silindirik epitel ile
dosenmistir. 22248 Trake, brons ve bronsiyollerin lamina propriya ve submukozalarinda
bronslarla iliskili lenfoid doku (BALT) bulunur. Bu dokuyu ise B ve T lenfositler
olusturur. 444

Akcigerin gaz degisim iinitesi olan bir asinus yapisi respiratorik bronsiyollerin
biitin kollar1 ile alveol duktuslarini, alveol keselerini ve ilgili kan damarlarini

kapsamaktadir. Sigir, at ve koyunlarda bag doku septumlari ile ¢evrilmis olan asinuslar,



primer lobiiliis denilen gruplar olustururlar ve bunlar makroskobik olarak
goriilebilirler.*448

Alveol parankiminin 6nemli hiicrelerini tip | ve tip II pnomositler olusturur.
Alveol ylizeyinin % 95’ini ve say1 olarak da hiicrelerin % 60’1 tip I hiicreler
olusturur.®® Tip I pnomositlerin sitoplazmalar1 0.2-0.5 nanometre biiyiikliigiinde gaz
degisimine imkan verir.** Bu hiicreler solunan hava ve kan yoluyla gelen zararli
etkenlere kars1 oldukca duyarlidirlar.?? Bu epitel hiicreleri arasindaki interalveoler Kohn
delikleri alveoller arasi ventilasyonu saglar.** Tip II pndmosit kiibik sekillidir ve
interalveoler septumlar1 doserler. Sitoplazmalarinda karakteristik ozmiyofilik lamellar
inkliizyon bulunduran bu hiicrelerin  birincil gorevleri pulmoner surfaktan
sentezlemektir.1#244% By lipit tabiatindaki madde alveoller igerisine salgilamir ve
alveollerin yiizey gerilimlerini degistirerek ekspirasyon sirasinda alveollerin tamamen
kollabe olmalarini engeller.?? Sayi olarak alveoler hiicrelerin %40’m1 bu hiicreler
olustursa da ylizey olarak az bir yer kaplarlar. Tip | pnomositlerin dogurucusu olan bu
hiicreler, tip I’ler yikimlandiklarinda hemen sonra tam rejenerasyonla tip I’ e dontiserek
alveol tip I hiicrelerinin yerini alirlar. Boylece tip II pnomositler kok hiicre gorevi de
yapmaktadirlar.}#?24* By olay alveoler membranda hiicrelerin artmastyla kendini belli
eder ve alveoler epitelizasyon, alveoler fotalizasyon veya alveoler epitel hiperplazisi
olarak isimlendirilir, 142122

Akcigerin makrofajlarini; alveoler makrofajlar, intersitisyel makrofajlar,
pulmoner intravaskiiler makrofajlar ile dentritik hiicreler olusturmaktadir. Fizyolojik
kosullarda alveol makrofajlar1 kan monositlerinden gelisir ve daha sonra intersitisyel
boslukta olgunlasarak akcigere gog¢ ederler. Yangisal olaylarda ise direkt olarak kan
monositleri alveollere gecerek alveol makrofajlarim1  olustururlar.}*?!  Solunum

sisteminin solunan havanin 1s1 ve neminin ayarlanmasi, koku alma, ses ¢ikarma, asit-baz



dengesinin diizenlenmesi, kan depolama, embolilerin siiziilmesi ve biyoaktif maddeleri

metabolize etmek gibi gorevleri de vardir.212244

2.2.Pnomoniler

Akciger alveoler parankiminin yangisina genel olarak pnémoni denir.!421:22

Bununla birlikte akcigerde gelisen kronik proliferatif ya da alerjik yangilar igin
pnomonitis, alveollerin akut eksudatif yangilar1 igin ise alveolitis ifadeleri
kullanilmaktadir.*?! Solunum sistemi hastaliklarina enfeksiy6z (bakteriler, mantarlar,
mikoplazmalar, viriisler, parazitler) etkenler veya enfeksiy6z olmayan (ahir gazlari,
irrite edici gazlar vb.) maddeler sebep olmaktadir.21%142122 Solunum sistemindeki
enfeksiyonlar zedelenmenin yeri, etkenin giris kapisi, etkenin konsantrasyonu, dozu,
tabiat1 ve etkilenen dokunun duyarlilig: gibi faktorlere bagli olarak gelisir. Bu faktorler
arasinda giris kapisi en onemli rolii oynar.}*??2 Akcigerlere kanla gelen etkenler
akciger intersitisyumu ve interalveoler septumlari etkiler. Aerojen enfeksiyon ise
genellikle solunum yollarinin zedelenmesinden kaynaklanir.*#?2 Solunum sisteminin alt
bolimleri daha ¢ok kiigiik partikiillerden, daha az eriyebilir gazlardan ve alveol ile
brong epitellerine affinite gosteren enfeksiydz ajanlardan etkilenir. Bunun nedeni {ist
solunum yollarinda bulunan 6zel savunma sistemleridir.’*  Solunum sistemi
zedelenmelerinin daha az rastlanan diger tipleri travmatik veya komsu organ ya da
dokulardaki lezyonlarin akcigerlere yayilmasi yoluyla olur. Travmatik sebeplerin
arasinda yabanci cisimlerin perforasyonlar Snemlidir. 1422

Pnomoniler siirelerine gore akut, subakut ya da kronik olarak

14 Giintimiizde

smiflandirilabildigi gibi etiyolojilerine gore de gruplandirilabilirler.
akciger yangilar1 eksudatin karakterine gore ve doku reaksiyonlarina gore iki ana bashk

altinda incelenir. Eksudatif pndmoniler alveolleri dolduran eksudatin 6zelliklerine gore;



kataral, fibrinli, irinli ve hemorajik olarak tanimlanirlar.?* Proliferatif pndmoniler ise tip
II hiicrelerinde, fibroblastlarda ve makrofajlarda hiicre artisi ile karakterizedir. 12142229
Diger bir yaklasim ise pnomonileri akcigerdeki yayilimina ve lokalizasyonuna gore
siiflandirmadir. Bu simiflandirmada ise bronkopndomoni (lobuler), lober pnémoni ve

intersitisyel pndmoni olmak iizere {i¢ ana kategori vardir. 142!

2.2.1. Bronkopnomoni

Evcil hayvanlarda en ¢ok rastlanan pnomoni tipi olup bakteriler tarafindan
olusturulur.**?*?2 By tip pndémonilerde lezyonlar genellikle kranial loplarda goriiliir.
Yang1 bronsiyoller ve alveollerin sinirinda baslar ve yukar1 dogru bronglara ayrica asagi
dogru alveoler parankime yayilim gosterir. Bu tarz pnomonilerde eksudat brons,
bronsiyol ve alveol liimeninde birikim gosterir.®1%121421 Akciger yangilarinda biriken
eksudat veya hiicre infiltrasyonlar1 bu organin hava tutma kapasitesini azaltir. Yangisal
olaylar odaklar halinde yayilmis ise lobuler pnomoniden soz edilir. Bu lobuler odaklar
birleserek genisler ve lobun tamamini veya akcigerlerin énemli bir kismmni kapsayan
genis podmoni alanlar1 (bronkopnémoni-lober pnémoni) olustururlar. Ciinkii lobuler bir
yayilma gosteren degisiklikler brong ve bronsiyollerin yangilarindan kaynaklanir. Bu
sekilde endobronsiyal yayilma sonucu bronkopndmoni tablosu sekillenir,}4%122
Brokopnomoniler eksudatin karakterine gore kataral, irinli ve fibrinli pnémoniler olarak
ayirt edilir. Histopatolojik degerlendirmelerde kataral-irinli, irinli-nekrotik ya da

fibrinli-nekrotik tarzda pnémoni tablolar ile karsilasilabilir. 1012

2.2.1.1. Irinli - Nekrotik Bronkopnémoniler

Brons, bronsiyol ve alveollerde purulent ya da mukopurulent eksudatin varhig
ile karakterize olan pnoémoni tipidir. Sebepleri genellikle bakteriyel enfeksiyonlar

olup,10142L22  streptococcus  spp.,  Staphylococcus  spp.,  Salmonella  spp.,



Corynebacterium pyogenes, Escherichia coli ve Bordetella bronchiseptica en ¢ok izole
edilen bakteri tiirleri olarak bildirilmektedir. Hastalik etkenleri akcigere genellikle kan
yoluyla gelir. Endarteritis, metritis ve omphaloflebitis gibi primer yangi odaklarindan
sag kalp yoluyla akcigerlere ulasirlar. Bu tip pndmoniler bazen primer, bazen viral
enfeksiyondan sonra sekonder komplikasyon seklinde de gelisir. 22%%4% Makroskobik
olarak akcigerin Kranioventral loblarinda diizensiz yayilmis, yaygin hiperemik odaklar
halinde goze carpan lezyonlarin bulundugu dikkati ¢eker. Ayrica akcigerin kesit
yiiziinde 6zellikle bronslardan bol miktarda eksudat sizdig1 goriiliir.}2142129 Hastaligin
baslangici, liimenlerinde siddetli notrofil 16kosit eksudasyonlari ile karakterize bronsitis
ve bronsiolitis tablosudur.®!* Yang1 endobronsioler ve peribronsioler olarak alveoler
parankime yayilir.3??2 Alveollerde serdz bir eksudasyon ile yayilan bu yangi kisa
zamanda nekrozlasir ve irinlesir. #%?22° Akcigerde zamanla yaygm irinli odaklar
halinde alanlar sekillenir. Bu odaklar arasinda normal atelektatik veya amfizematoz
akciger dokusu alanlar1 da bulunabilir. 4681422 Siddetli olgularda brons ve bronsiyolleri
doseyen epitel hiicreleri ile alveoler epitel hiicrelerinin nekroze olup liimene dokiilmiis
oldugu goriiliir.5®212?2 Hastalikta plora genellikle etkilenmez.** irinli-nekrotik
bronkopndémoniler tamamen iyilesebilirler. Ancak apselesme, atalektazi, fibrozlesme ve

saprofit bakterilerin bulunmasiyla gangren tablosu gelisebilir. 21?2

2.2.1.2. Fibrinli Bronkopnémoniler

Bu tip pnomoniler, eksudatta fibrin bulunmasi ile karakterize olarak
taninmaktadir.581422 Etiyolojik olarak Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica,
Mycoplasma mycoides subsp. mycoides gibi bakteriyel etkenler bazen primer bazende
viral enfeksiyonlari takiben sekonder olarak rol oynarlar.812141522 Hastalikli akciger
loblarinin {izerini orten plora genellikle yangisal degisikliklere katilir ve Dbir

pléropnémoni tablosu vardir.**?? Olgularm ¢ogunda nekroz gelisir. 488



Fibrinli pnémonilerde birbirini izleyen yangisal hiperemi, kirmizi hepatizasyon,
gri hepatizasyon ve lizis evreleri olmak iizere dort donem gériiliir.?? Yangisal hiperemi
doneminde hastalikli akciger loblar1 voliimiindz ve kivami artmis bir halde olup koyu
kirmizi renktedir. Kesit yiiziinde ise bol miktarda kirmizi-gri renkte eksudat
mevcuttur 842122 feerigi fibrince zengin olan bu eksudat pihtilastigi icin akcigerin kesit
yiiziinden sizmas1 sz konusu degildir.8'* Histopatolojik incelemede akciger kapillar
damarlarinin dolgun oldugu dikkati ¢eker, alveollerde hafif kirmizi renkte homojen
veya ince graniillii ser6z bir sivi toplanir. Bu s1v1 igerisinde eritrosit, notrofil 16kosit ve
dokiilmiis epitel hiicreleri de bulunabilir. 4681214 Kirmizi hepatizasyon doneminde
kapiller damarlar yine eritrositler ile doludur. Bu sebeple makroskobik olarak etkilenen
akciger loplar1 kirmizi renkte goriiniir. 22 Hastaliktan etkilenen akciger loplarinda yogun
hiicresel infiltrasyon ve fibrin birikimi nedeni ile bu loplarin hacminin ve kivaminin
artmas1 sonucu karaciger kivamini almas1 durumuna hepatizasyon denir. 2! Kesit yiizii
kirmiz1 renkte kuru ve kolayca pargalanir. Sigirlarda interlobuler septal doku belirgin
bir hal almistir.®®121421 Histolojik olarak kapillar damarlarda hipereminin yani sira
alveollerde yogun bir fibrin ag1 arasinda az sayida eritrosit, notrofil, lokosit ve
dokiilmiis epitel hiicreleri bulunur. Intersitisyumda lenf damarlar1 genislemis ve
trombozlar meydana gelmistir.1422

Gri hepatizasyon evresinde, hastalikli akciger dokusu gri-sarimsi renkte,
voliimiinéz, kuru ve kivamlidir. Gri renkli olmasinin sebebi, bu evrede lokositlerin
artmast ve eksudatla dolan alveollerin kapillarlara yaptig1 basing sonucu olusan
iskemidir. 142! Bu bolgelerden alinan doku pargalar1 bundan 6nceki devrede oldugu gibi
suda batar. Histolojik olarak kapiller damarlar notrofil 16kositlerden oldukg¢a zengindir.

Bu nétrofil 16kositler zamanla alveol eksudati igerisine dogru sizarlar ve mevcut fibrin
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kitlesini enzimatik olarak eritirler. Kirmizi hepatizasyon evresinde trombozlasan
damarlarin tekrar agilmasi da bu devrede gergeklesir.??

Evcil hayvanlarda nadir olarak goriilen lizis evresinde l6kositlerden salinan
proteolitik enzimler pnémoni lezyonu goriilen alanlardaki eksudati eritir. ** Bu evrede
akcigerin etkilenen lobu yangisal hiperemi evresinde oldugu gibi koyu kirmizi bir renk
alir. Eriyen eksudat kitleleri lenf damarlar1 ve kapiller damarlar vasitasiyla rezorbe
edilir. 2 Saglam kalan alveol epitelleri rejenere olarak etkilenen loplarda yeniden
ventilasyonu saglar. 1?2 Bu sekilde iyilesme sigirlarda az goriiliir. 22 Evcil hayvanlarda
etkilenen akciger kisimlari ¢ogunlukla organizasyona ugrar. Hiyalin Kitleleri haline
dontigsmiis olan alveollerdeki eksudat icine, rezorbsiyon amaciyla damarlardan zengin
bir graniilasyon dokusu iireyerek organizasyon meydana gelir. * Hastaliktan etkilenen
akciger loplart kiigiiliir, et rengini ve kivamini alir. Bu duruma karnifikasyon denir.
Graniilasyon dokusu daha sonra kollojen ipliklerden zengin bir nedbe dokusu halini alir.

Bu duruma da akciger indurasyonu ya da sklerozu denir. 14%

2.2.1.3. Aspirasyon Pnomonisi

Yabanci maddelerin akcigere aspirasyonu ile olusan pnomonilerdir. ** Ozellikle
farinks felci ve yutkunma giicliikleri ile seyreden Kuduz, Botilusmus gibi hastaliklarda,
bas travmalar1 ve 6zefagus tikanmalar1 gibi durumlarda yabanci cisimlerin ve sivilarin
bakterilerle birlikte aspire edilmesi en sik rastlanan durumlardir.'*?? Suur kaybi
sirasinda meydana gelen kusmalarda mide igerigi aspire edilebilir. Ayrica iist solunum
yolunun irinli veya nekrotik yangilarinda eksudatin aspire edilmesi durumlarinda da
ozellikle akcigerlerin kranioventiral loblarinda irinli-apseli bronkopndmoniler meydana
gelir.** Bunlarm yaninda hatali sondalama uygulamalarinda verilen ilaglarin dogrudan
akcigere gonderilmesi sonucuda da bu tip pnomoniler sekillenir. Aspire edilen maddeler

oncelikle irinli-iilseratif bronsitis, daha sonra da irinli-apseli gangrenéz pndmoniler
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olustururlar. Bu sirada icleri kirli ve fena kokulu kitleler ile dolu kavernler olusur.
Bunlar bazen g6giis bosluguna agilirlar ve sonugta empiyem meydana gelir. Akcigerde

gazli gangren genelde 6liimle sonuglanir, 142122

2.2.2. Intersitisyel Pnémoni

Intersitisyel ~ pnomoni; interalveoler  septumlarda  gériilen  proliferatif
olaylardir.}41521.22 By tip pnomoninin meydana gelmesinde aerojen viriis enfeksiyonlar
onemli rol oynar.}*?’ Bunun disinda Klamidya, Mikoplazma ve parazitler de
intersitisyel pnomoniye sebep olabilir. 2 Ayrica solunan kimyasal maddeler, sindirilen
toksin ya da prokiirsorleri (L-triptofandan olusan 3-metil-indol toksikasyonu vb.) bu tip
pnomoniye sebep olurlar.}*??> Bunlarin yaninda ila¢ reaksiyonlari, asir1 duyarlilik
reaksiyonlari, endojen metabolik toksik maddelerin agiga ¢ikmasi gibi durumlarinda da
(tiremi, pankreatitis, sok, dissemine intravaskiiler pihtilasma) intersitisyel pnomoniler
goriilebilmektedir.'* Bu pnomotoksinlerden bazilar1 klara hiicrelerinde bulunan
monooksijenaz enzim sistemi tarafindan daha toksik olabilen reaktif metabolitlere
doniismektedir.?? Bu toksikasyonlarda kronik intersitisyel pnomoni gériiliir. Alveol
epitel hiicrelerinin proliferasyonu, metaplazisi ve fibroplazi ile karakterizedir. 121422
Ancak sekonder bakteriyel enfeksiyonlar temeldeki intersitisyel pnomoni tablosunu
maskeleyebilirler. 2*

Intersitisyel pnémonilerin makroskopik olarak tamisin1 koymak oldukca giictiir.
Buna karsin kivamli ve sonmemis akciger bolgeleri dikkati ¢eker. Kronik olgularda bag
dokusu artig1 sebebiyle kalinlasmis bir intersitisyum, peribronsial diiglimciikler ve
yaygin amfizem tablosu goriilebilir.*'*'* Makroskobik lezyonlar akcigerin tiim
loblarinda goriilebilse de ozellikle kaudo-dorsal bolgelerde daha sik rastlanir. Kiigiik

hava yollar1 ve gevresinde belirgin bir lezyon bulunmaz.?? Lezyonlarin bu lokalizasyonu
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intersitisyel pndmonilerin bronkopnomonilerden ayirt edilmesini saglar. Enfeksiyoz
lober ve lobuler (bronkopndmoni) pnémoniler kranioventral loblar etkilemektedir.?

Histopatolojik olarak; akut donemde alveollerin liimeni serdz-fibrinli bir eksudatla
doludur. Alveol duvarlari da 6demli ve konjesyonedir. Bu dénemde alveoler limende
biriken fibrin ve diger serum proteinleri ile hiicresel artiklar yogunlasarak hiyalin
membranlar olustururlar. Yangisal infiltrasyonlar lenfosit, histiyosit ve plazma
hiicrelerinden ibarettir. Nétrofil 16kositler tek tiik goriiliir.*>14?? Peribronsial formda
bronslarin c¢evresinde kalinlagmis hiicre mansetleri dikkat ¢eker bu goériinim
peribrosiyoler lenfoid hiicre hiperplazisi olarak adlandirilir, 481214212229

Eksojen ve endojen (metabolik) toksik maddeler ya da enfeksiydz etkenler
ozellikle alveol duvarinin kapillar endotel hiicrelerinde ve alveol duvarimi doseyen
epitel hiicrelerinde akut zedelenme-yikim olustururlar. Akut zedelenmeye oncelikli
olarak alveol tip I hiicreleri daha hassastir. Ciinkii bu hiicrelerin onarim ozelligi zayif,
rejenerasyon kapasitesi de yetersizdir. Alveol duvarindaki tip II epitel hiicreleri saglam
bazal membran iizerinde prolifere olarak dejenere olmus tip I epitel hiicrelerinin yerini
alir.2¥* Bu olay, yani alveol tip II epitel hiicrelerinin proliferasyonu, intersitisyel
pnomonilerin akut eksudatif devreden proliferatif devreye gectigini gosterir. Alveollerin
bu sekilde tip II epitel (kiibik) hiicreleriyle dosenmesi epitelizasyon ya da fotalizasyon

olarak tanimlanir ve subakut-kronik devrede gériilen bir 6zelliktir. 1422

2.2.3. Graniilomatoz Pnomoni

Graniilomatoz ifadesi akcigerde tipik graniilom varligmin anatomik olarak
gdriiniimiiniin tanimlanmasi igin kullanilmaktadir.!* Evcil hayvanlarda graniilomatoz
pnomonilere normal fagositoz yoluyla elimine edilemeyen organizmalar sebep
olmaktadir.}*?22 Genel bir kural olarak etkenin fagositoza dayamkli ve dokuda uzun

siire kalabilen 6zellikte olmasi gerekmektedir.!*?%?2 Bu &zelligi tasiyan basta gelen
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sebepler arasinda mantar enfeksiyonlar1 Cryptococcosis, Actinobacillus spp.,
Actinomyces spp., Nocardia spp., Histoplasmosis ve Mycobacterium spp. sayilabilir.??
Ayrica, aspire edilen ¢Ozlinmeyen partikiiller de graniilomatéz pndmoniye neden
olabilmektedir.?’ Meydana gelecek yanginin daha c¢ok ecksudatif ya da produktif
karakterde olmasi hastalanan hayvan tiirline, viicudun immiinolojik reaksiyon verebilme
durumuna ve etkenin patojenitesine baglidir, 14172122

Graniilomat6z pnomonilerde, akcigerlerde farkli biiyiiklik ve yerlesim gosteren,
kazebz veya kazedz olmayan graniilomlara rastlanilmaktadir. Bu granulomlara kesit
yapildiginda cevreleri soluk beyaz renkte bag doku kusagi ile cevrili olan nekroz
alanlartyla karsilagihir.81421%0 Bazen bu nekroz alanlarmin merkezinde yer yer
kalsifikasyonlara da rastlaniimaktadir, 414 222

Histopatolojik olarak genis nekroz alani, bu alani ¢evreleyen bolgede makrofajlar,
epiteloid hiicreler, dev hiicreleri, lenfosit ve plazma hiicrelerinin infiltre oldugu yangisal
hiicre kusagr mevcuttur. Tim bu yap:1 fibroz bag dokudan olusan bir kapsiille

sinirlandirilmis haldedir 810:14.21.23

2.3. Plora yangilar

Plora yangilar1 (ploritis) genellikle komsu organlardaki (akciger, kalp ve kalp
kesesi) yangilarin ploraya gegmesiyle meydana gelir. Yangi yersel ya da yaygimndir.
Tabiatina gore serdz purulent, fibrindz veya gangrendz tabiattadir. Ploritisler tamamen
tyilesebilir ya da uzun siirdiigii hallerde kalp ve akciger hareketlerini engeleyen
yapismalara ve hatta akcigerin kollaps indurasyonuna sebep olurlar.142

Plora boslugunun seréz zarlarinda enfeksiydz ve septisemik hastaliklarin seyri
sirasinda diapedezis kanamalari goriiliir. Uzun siire gogiis boslugunda kalan eksudatlar
akcigerde kompresyon atelektazisine ve yapismalara sebep olan kronik ploritise yol
21,22

acar.
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2.4. Mycoplasma bovis

2.4.1. Tarihge ve Taksonomi

Mikoplazma ismi ilk olarak Frank tarafindan 1889°da bu etkenlerin mantarlara
olan morfolojik benzerliklerinden dolayr (mykes-fungus: plasma formunda)
kullanilmistir. Daha sonra Novak 1973 yilinda bu etkenleri sigirlarda bulasici
pléropnomoni etkeni olarak tanimlamustir.?’ Giiniimiizde hiicre duvarlari olmamalari
nedeniyle Mollicutes grubu iginde 100 kadar Mikoplazma tiirii tanmimlanmustir. 11851
Hiicre duvari yerine lipid, karbonhidrat ve proteinlerden olusan unit membrana
sahiptirler.8151 Mikoplazmalar en kiigiik serbest yasayan prokaryotlardir. Sporsuz ve
kapsiilsiiz olup hareket kabiliyetleri yoktur. Gram (-) olmalarma karsin gram boyama
yontemi ile boyanmayip, Castenada veya Giemsa yontemiyle boyanirlar. Bu

mikroorganizmalar aerobik ve anaerobik ortamlarda iirerler. 217:18:2251.52

/[ Mycoplasma ]

N

Mycoplasmataceae 1

[ Ureaplasma ]

[Mollicutes Anaeroplasmataceae ]_[ Acholeplasma ]

Anaoeroplasma }

[ Acholeplasmataceae }
\

[ Asteroplasma ]

Sekil.2.1. Mollicutes sinifinin taksonomisi.(Quinn PJ, Markey BK *?)
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2.4.2. Epidemiyoloji

Klinik olarak hastalik belirtisi gostermeyen hayvanlarin etkeni agiz, burun,
konjuktiva, = bagirsak  ve  genital  kanal = mukozasinda  tasiyabildikleri
bildirilmistir.31"1837%1  Hayvanlar M. bovis enfeksiyonuna kontamine ortamda
bulunmakla ya da enfeksiyona sahip hayvanlarla dogrudan temas sonrasi
yakalanir]ar, 1171851

M. bovis solunum sisteminde bronkoalveolar bolgeye yerlesir ve damlacik
enfeksiyonu tarzinda cevreye yayihr.8'®22 Solunum sisteminde enfeksiyonun
gelismesinden sonraki 24 saat igerisinde hasta hayvanlar burun akintilariyla etkeni hizli
sekilde gevreye yaymaya baslarlar.?>%*% Klinik herhangi bir belirti gostermeyen inekler

tagidiklar1  etkeni siitleriyle yayarlar ve siit emen buzagilar enfeksiyona

yakalanabilirler.>4->¢
2.4.3. Patogenez

Etkenin enfekte hayvanlarin siit, kolostrum, ekstret ve sekretleriyle yayildigi
bildirilmis olmasina ve hastalik hakkinda yapilan g¢aligmalara ragmen patogenezis
hakkinda tam acikliga kavusturulamamis hususlar bulunmaktadir, 1517182251

Hastaligin akut devresinde Olen hayvanlarin akcigerleri normal lobuluslar ile
birlikte kirmizi ve gri konsolidasyon sahalar1 ile nekroz alanlarinin birbirine karistig
tipik alacali mermer goriinimiindedir. Akcigerlerde mermer goriiniimii, interlobiiler
septum ve damarlar ile hava yollarinin ¢evresindeki interstisyumun genislemesi ve
fibrinli eksudatin ¢evresindeki kalin fibréz bandin etkisiyle belirgin hale gelir. M. bovis,
akcigerlerde serdz-fibrinli, fibrinli-purulent bronkopndmoniye veya intersitisyel

pnémoniye sebep olmaktadir. 14151729 Bununla birlikte yapilan arastirmalarda M. bovis’

e bagli irinli-nekrotik pnomoni olgularida bildirilmistir.*¢811122229 Nekroz olusumunun
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patogenezi tam olarak agiklanmamakla birlikte ¢estli hipotezler ileri strilmistiir.
Schott®® ve arkadaslarinin yaptiklar1 immunohistokimyasal yontemlerle oksidatif stres
ve nitrativ stres markerleri arastirilarak yapilan bir ¢alismada M. bovis’in dokularda
H20. (Hidrojen peroksit) tiretimini arttirarak bu stres faktorlerinin olusmasini sagladigi
ve bu yolla hiicrelerde nekroza yol agtig1 dolayisiyla irinli - nekrotik bronkopnomoniye
sebep oldugu bildirilmislerdir. Yine Wiggins ve ark.%’ deneysel bir ¢calismada M. bovis
enfeksiyonunun hiicresel metabolizmay1 yavaslattigini tespit etmislerdir. Ayrica,
notrofil degraniilasyonunu ve ROS (Reaktif Oksijen tiirleri) faktorlerinin azalmasina

2257 o5riilmiis ve bundan dolayr M. bovis

sebep olarak lokositlerin ¢ogalmasini azalttigi
enfeksiyonlarmin kronik seyirli oldugu ortaya konmustur.>’ Akciger dokusunda yapilan
deneysel ¢alismalarda M. bovis etkenlerinin alveoler makrofajlar gibi fagositik
hiicrelerin sitoplazmalarina yerlestigi burada haftalarca kalip, makrofajlarin yiizeyine
tutunabildigi ve burada cogalabildigi tespit edilmistir.!??> Bu durum sayesinde
etkenlerin immun sistemden kagmay1 basardigi tespit edilen s6z konusu calismada
fagositik hiicrelerin M. bovis ile enfekte olan akciger dokusunda bu etkenleri elemine
edecek kapasiteye sahip olmadig: rapor edilmistir.'! Ayrica etkenlerin patojenitesinin
membran proteinlerinin  6zelliklerine bagli oldugu diisiiniilmiisy ve bununla
iliskilendirilmistir. Membran proteinlerindeki genomik uyumluluk 6zelliginin bu
etkenlerin kronik enfeksiyonlara sebep olabilmesinin altinda yatan en dnemli nedenler
arasinda oldugu bildirilmistir, 222%58

Histopatolojik olarak alveolar alanlar baslica lenfofolikiiler birikim ve
liimendeki eksudatla olusan bronsiyoler tikanmadan dolay1 atelektaziktir. Ayrica,

peribronsiyoler lenfoid hiperplazi ve mononiikleer yangisal hiicre infiltrasyonlariyla

birlikte yaygin nekrotik lezyonlara da rastlanir. Nekrotik dokuda M. bovis’in varligi
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immunohistokimyasal olarak saptanmaktadir. Immunpozitifliklerin, bronsiyol ve
terminal bronsiyollerin epitelyal yiizlerinde rastlandig1 rapor edilmistir 81214 17.21.29.37

M. bovis’ in normal genital kanal florasinda mevcut oldugu, ayrica bu etkenlerin
deneysel ya da dogal enfeksiyon yoluyla olusan kronik endometritis, irinli salpingitis,
infertilite ve abortlara neden oldugu bildirilmistir.>’

Sigirlarda M. bovis’e bagl otitis media olgular1 bildirilmektedir.*22%%° Otitis
medianin nasil gelistiginin patogenezi hakkinda kontamine siitten siiphelenilmesine
ragmen net bir bilgi edinilmemis ve kanitlanamamistir. Ancak yapilan deneysel bir
calismada M. bovis oral vyolla inokule edilmis ve tonsillerde yogun etken
kolonizasyonlarina rastlanmigtir.  Belirtilen ¢alismada st solunum  yollar
enfeksiyonlarmin ve otitis media’nin bu sekilde gelistigi seklinde bilgiler sunulmustur.*®

M. bovis’e bagli mastitisler, genel olarak kotii bakim besleme ve hijyenik
olmayan ahir sartlariin bulundugu biiyiik siiriilerde ve c¢ogunlukla etkenin meme

basindan girmesi sonrasinda meydana geldigi ifade edilmisgtir.81539%3

2.4.4. Klinik bulgular

M. bovis enfeksiyonlarinda yiiksek ates, istahsizlik, hizli kilo kaybi, depresyon,
hiperventilasyon, dispne, burun akintisi, Okslrik gibi ¢esitli semptomlar

goriilebilmektedir. Ancak goriilen semptomlar spesifik degildir. 206061

2.45. Tam

M. bovis enfeksiyonunun tanisi igin; burun, géz, genital kanal ve kulaktan svap,
taze siit, sinoviyal sivi, bronkoalveoler lavaj sivist ornek olarak alinarak etkenin
izolasyonu yoluna gidilebilmektedir. Mikoplazmalarin besi yerlerinde koloni yapisinin

‘sahanda yumurta’ seklinde oldugu goriilmektedir.®%%
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Lezyonlu akciger dokusundan, lenf yumrularindan ve plora sivisindan etkeni
izole etmek miimkiindiir.*? Ayrica etkenin ELISA, SDS-PAGE, Western Blot, PZR ve

immunohistokimya gibi yontemlerle ortaya kondugu bildirilmistir,2®912435559
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Caliyma materyali

Calisma materyalini olusturan akciger ornekleri 2014 yili igerisinde Erzurum

ilinde faaliyet gosteren mezbahalardan saglandi.
3.2. Makroskobik iInceleme

Hayvanlarin yas, cinsiyet, ik Ozelliklerine ait bilgileri ve lezyon rastlanan
loplarin anatomik lokalizasyonunu islemek i¢in akciger semasi igeren formlar
hazirlandi. Kesim oOncesi ve sonrast hayvanlara ait bilgiler bu formlara islendi.
Calismada planlanan 100 pnomonili akciger 6rnegini elde etmek i¢in makroskobik
olarak renk, kivam ve kesit yiizeyi bakimindan 836 sigir akcigeri incelendi.

Makroskobik incelemede, pnémoni teshisi konulan 100 akcigerin her birinden
alman doku orneklerinin bir kismi PZR ile teshis i¢in -20 °C’ ye, bir kismi ise
immunohistokimyasal, immunfloresan yontemle teshis ve histopatolojik incelemeler

icin %10 luk tamponlu formalin soliisyonuna alindi.
3.3. Dokularin islenmesi

Mezbahalardan kesim sonrasi makroskobik olarak muayene edilerek alinan
akciger 6rnekleri % 10’luk tamponlu formalin soliisyonu igerisinde 1 giin siire ile tespit
olmasi igin bekletildi. Daha sonra doku o&rneklerinin kiigiiltme islemleri yapilarak,
kasetlere alindi. Tespit sonrast dokular en az bir gece akan ¢esme suyunda yikandi.
Sonra dokularin dehidrasyon ve seffaflagtirma islemleri i¢in otomatik takip cihazi
(Shandon Citadel 2000, Amerika Birlesik Devletleri) kullanilarak sirasiyla %70, %80,
%90 ve %100’lik alkolde 2’ ser saat, yine ksilol soliisyonlarinda birer saat ve parafinde

(56 °C) 2’ser saat bekletildikten sonra bloklama islemi yapildi. Bloklanan dokulardan
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mikrotomda (Leica RM 2255, Almanya) 5 mikronluk kesitler alindi. Kesitler normal ve

polilizinli lamlara alind:. %?

3.4. Mikroskobik incelemeler

3.4.1. Hematoksilen-Eozin Boyama Yontemi

Lamlar 1 saat siire ile 56 °C etiivde parafinin erimesi i¢in bekletildi. Bu islem
sonunda etiivden ¢ikarilarak salelerde sirasiyla 5 dakika. ksilol I’ de, 5 dk. ksilol II” de,
3’er dk. %100, %96, %80, %70, %60 alkolde, sonra 5 dk. distile suda bekletilerek
Mayer’s Hematoksilen (Merck) soliisyonuna batirildi ve 3 dk. bekletildi. Cesme suyu ve
asit alkol soliisyonu kullanilarak fazla boya deklore edildi. Daha sonra Eozin (Riedel
Haen) soliisyonuna alindi 3 dk. bekletildikten sonra sirasiyla %60, %70, %80, %96,
%100 liik alkollerden 3’er dk. gegirilerek 10 dk. ksilole alindi ve entellan damlatilarak,
lamelle kapatildi.®? H-E ile boyanan preparatlar Olympus BX51 (DP72 kamera
atacmanli) marka 151tk mikroskobunda incelendi. Pnomoniler histopatolojik olarak
intersitisyel pndmoni, bronkointersitisyel pndmoni, irinli — nekrotik pnémoni, fibrinli —

nekrotik pnémoni ve graniilomatdz pndmoni seklinde siiflandirildi. %2
3.4.2. PAS (Periodic Acid Shiff) Boyama Yontemi

Kesitler 1 saat siire ile 56 °C etiivde bekletildi. Daha sonra 5 dk. ksilol I’ de, 5
dk. ksilol 1T’ de, 3’er dk. %100, %96, %80, %70, %60 alkolde sonra 5 dk. distile suda
bekletilerek boyamaya hazir hale getirildi. PAS boyama ADR marka tani Kkiti
kullanilarak yapildi (Cat No: 5001010). Boyama yontemi; Periyodik asit ¢ozeltisi
lamlarin iizerinin kaplayacak sekilde damlatildi ve 5 dk. siire ile bekletildi ve siire
sonunda distile su ile lamlar yikandi. Schiff reaktif soliisyonu lamlara damlatilarak 15
dk. siire ile bekletildi ve akan ¢esme suyunda 5 dk. siire ile yikandi. Hematoksilen (Gill)

soliisyonu ile 90 saniye zit boyama yapilarak lamlar tekrar akan musluk suyunda
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yikandi. Bu islemler sonrasinda sirasiyla %60, %70, %80, %96, %100’lik alkol
serilerinden gegirilen lamlar, 10 dk. ksilole alindi ve entallen yardimiyla lamelle

kaplandi.
3.4.3. immunohistokimyasal Boyama Yontemi

Dehidrasyon, seffaflandirma ve parafinizasyon islemlerinin ardindan parafin
bloklardan 4-5 mikron kalinliginda kesitler alinarak polilizinli lamlar {izerine
yerlestirildi. Parafinin eritilerek uzaklastirilmasi amaciyla lamlar preparat tasima
aparatma alindi ve 56°C’de 1 saat etiivde bekletildi. Immunohistokimyasal boyama
Expose Kit (Abcam: ab80436, Ingiltere) iiretici firmanin dnerdigi sekilde yapildi. Bu
amagla;

1- Ksilolde (3 defa) 15 er dk.

2- %100 etanol (2 defa) 5 er dk.

3- %96 etanol (1-2 defa) 5 er dk.

4- %90 etanol (1 defa) 5 dk.

5- %80 etanol (1 defa) 5 dk.

6- %70 etanol (1 defa) 5 dk.

7-Phosphate buffer solution (PBS) ile yikama 5 dk.

8- Endojen peroksidaz aktivitesini bloke atmek amaciyla %3 liikk hidrojen peroksit (300
ml distile su + 9ml H20.) soliisyonunda 10 dk. bekletildi.

9- Antijen retrival asamasi i¢in sodyum sitrat soliisyonu (pH = 6.0) ile mikrodalga
firinda 15 dakika (600 watt) kaynamaya birakilidi.

10- Soliisyondan ¢ikarmadan oda 1sisinda sogumast i¢in 15 dk. bekletildi ve siire

sonunda PBS ile yikandi.
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11- Protein bloktan (Abcam: ab80436) her lam fiizerine dokuyu kapatacak oranda
damlatildi ve 30-60 dakika nemlendirilmis kap igerisinde bekletildi. (Non spesifik

antikor baglanmasini bloke etmek icin)

12- 1\100 oraninda sulandirilan primer antikordan (Anti-tavsan M. bovis poliklonal
antikor-Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii) her bir lam {izerine mikropipet kullanarak
100 pl eklendi, 1 saat 37°C etiivde nemlendirilmis kap igerisinde inkiibe edildi.

13- Etiivden ¢ikarilan preparatlara PBS ile 3 defa 5 er dk. siireyle yikama islemi
uyguland.

14- Sekonder antikordan (komplement) her doku tizerine 1-2 damla eklendi ve 20 dk.
oda 1s1sinda nemlendirilmis kapta inkiibe edildi.

15- Bu siire sonunda PBS ile 3 defa 5 er dk. siireyle yikandi.

16- HRP konjugat her bir dokuya 1-2 damla eklendi ve 30 dk. oda isisinda
nemlendirilmis kapta inkiibe edildi.

17- PBS ile 3 defa 5’ er dk. siireyle yikandi

18- Kromojen olarak 3-3” Diaminobenzidine (DAB) kullanildi.

19- Distile su ile yikandi.

20- Hematoksilen (Mayer’s ) ile 15-20 saniye zit boyama uygulandi.

21- Cesme suyu hematoksilenin fazlasi uzaklasincaya kadar yikanda.

22- Bu islemden sonra sirasiyla; 3’ er dk. %80 etanol, %96 etanol, %100 etanol ve

ksilolde bekletilerek lamlar entallen yardimiyla lamelle kapatildi.
3.4.4. Immufloresans Boyama Yontemi

Dehidrasyon, seffaflandirma ve parafinizasyon islemlerinin ardindan parafin
bloklardan 5 mikronluk kesitler alinarak polilizinli lamlar {izerine yerlestirildi. Lamlar

56°C’de 30-60 dk. etiivde bekletildi. Etiivden ¢ikarilan preparatlar sirasiyla;
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1- Ksilolde 3 defa 15 er dk.

2- %100 etanol (2 defa) 5 er dk.

3- %96 etanol (1-2 defa) 5 er dk.

4- %80 etanol (1 defa) 5 dk.

5- %70 etanol (1 defa) 5 dk.

6-PBS ile yikama 5 dk. siireyle uygulandi.

7- Endojen peroksidaz aktivitesini bloke atmek amactyla %3 liikk hidrojen peroksit ( 300
ml distile su + 9ml H20) soliisyonunda 10 dk. bekletildi.

8- Antijen retrival asamasi i¢in sodyum sitrat soliisyonu (pH = 6,0) ile mikrodalga
firinda 15 dk. (600 watt) kaynamaya birakilidi.

9- Soliisyondan ¢ikarmadan disarida sogumasi i¢in 15 dk. bekletildi ve siire sonunda
PBS ile yikandu.

10- Protein blok (abcam: ab80436) her lam iizerine dokuyu kapatacak oranda damlatildi
ve 30-60 dk. nemlendirilmis kap igerisinde bekletildi.

11- 1\100 oraninda sulanidirilan primer antikordan (Anti-tavsan M. bovis poliklonal
antikor-Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii) her bir lam tizerine mikropipet kullanarak
12- ul eklendi, 1 saat 37°C etiivde nemlendirilmis kabin igerisinde inkiibe edildi ve PBS
ile yikanda.

13- Immunfloresans antikor (Cat No: Goat Anti-Rabbit IgG H&L (FITC)) preparatlarin
tizerine 1\50 oraninda sulandirilarak eklendi ve karanlik ortamda 45 dk. bekletildikten
sonra distile su ile yikanda.

14- 9 kisim distile su ve 1 kisim oraninda gliserol karisimi dokular iizerine damlatilarak,
lamel ile kapatildi.

15- Hazirlanan preparatlar (ZEISS Almanya) floresans atagmanli mikroskopta

incelendi.
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3.5. Dondurulmus dokularda PZR uygulamasi

3.5.1. DNA ekstraksiyon basamagi

M. bovis’ in belirlenmesi i¢in Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yo6ntemi
kullanilarak bu etkenin primer tanimli DNA molekiillerinin ¢ogaltilmasi ve belirlenmesi
esasina dayal1 yontemle ortaya konmasi saglanmistir. Onceden -20 °C’ de dondurulmus
olan doku numuneleri ¢oziindiikten sonra ticar1 olarak satin alinan QIAGEN marka
Blood & Tissue (Cat. No. 69504) ekstraksiyon kitinin protokoliine gére 25 mg civarinda
doku alinarak homojenize edildi ve eppendorf tiipe alindi. Bu islemden sonra ticari kit
protokolii uygulandi. Satin alinan kitte bulunan eritici soliisyonlar dokularin bulundugu
tiiplere eklendi ve 48 saat boyunca 57°C etlivde bekletildi. Bu asamadan sonra tiim
basamaklar bazi modifikasyonlar disinda yine kit protokoliine uyularak yapildi. Elde
edilen ekstraktlardan M. bovis‘e ait 16S DNA nin PZR ile amplifikasyonu Righter
DJ'nin ° tarifine gore yapildi ve bu amagla; forward primer olarak Mb-F
GCTTCAGTATTTTGACGG  ve reverse primer  olarak ise Mb-R
GGTTTAGCTCCATAACCAGA (Lee ve ark. ) 1 pl ekstrakte edilmis DNA 49 ul
reaksiyon karisimina (Taq buffer- 5 pl, (10 mM) dANTP- 1 ul, (25mM) MgClz- 3 ul,
Tag- 0,5 pl, Forward primer- 0,35 pl, Reverse primer- 0,35 ul, DNA — 5 ul, dH20-
34,8 ul) ilave edildi. Bu agamadan sonra PZR reaksiyon tiipleri asagidaki programin
yiklendigi PZR makinesine (Applied-Veriti 384 Thermal Cycler) yerlestirilip
calistirild1 ve amplifikasyon saglandi.

95°C - 5 dk. (Denatiirasyon)

95°C - 30 saniye

60°C - 30 saniye. (Primer baglanmasi) x 35 siklus
72°C - 30 saniye

72°C - 5dk. (DNA sentezi)
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Bu program sonunda PZR firlinleri amplifikasyonunun basarisin1 kontrol i¢in
etidyum bromiirlii %2’ lik agaroz jele yiiklenerek elektroforeze tabi tutuldu. M. bovis
icin 303 bp’ lik bantlarin goriilmesi pozitif olarak kabul edildi.

Bu ¢alismada kullanilan pozitif kontrol Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan temin edilmistir.

Sekil.3.1. PZR jele amplifikasyon iiriinii yiikleme.
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4. BULGULAR

Calisma kapsaminda mezbahada kesimi yapilan 836 adet sigira ait akcigerler
makroskobik olarak incelendi ve lezyon goriilen 100 adet (%11.96) akciger lizerinde

patolojik incelemeler yapildi.

Tablo.4.1. Lezyonlu akcigerlerin PZR sonuglarina gore etken tespit edilen sigirlarin
irklara gore dagilima.

Irk Alman ornek sayis1 M. bovis PZR (+)  Toplam incelenen organ
sayisina orani ( %0)

n: 100 - %
Montafon 32 11 % 11
Melez 26 9 %9
Holstayn 20 10 % 10
Simental 16 6 % 6
Yerli kara 6 - -
Toplam 100 36 % 36

4.1. Makroskobik Bulgular

Incelenen organlarda makroskobik olarak en belirgin lezyonlar akcigerlerin sag

ve sol kranial loplarinda gozlendi.
4.1.1. irinli-nekrotik Bronkopnomoni

Irinli-nekrotik bronkopndmoni olarak degerlendirilen organlarin normalden daha
sert kivamda oldugu ve lezyonlu bolgelerin kesit yiizeylerinde ise irinli bir eksaudatin

varhig1 gozlendi.
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Sekil. 4. 1. Sag kranial lopta irinli-nekrotik bronkopnémoni (0k).

4.1.2. Fibrinli-nekrotik Bronkopnémoni

Fibrinli-nekrotik bronkopndmoni olarak degerlendirilen 6rneklerde akcigerlerin
lober diizeyde etkilendigi, bu bdlgelerin kivamli ve voliimiindz oldugu gorildii
(sekil.4.2). Bununla birlikte etkilenen akciger loblarinin dis ve kesit yiizeylerinde tipik
alacali mermer goriiniimiinde konsolidasyon sahalari ile gri krem renkte, multifokal
nekroz alanlar1 goriildii. Organa yapilan kesitlerde sizan eksudata rastlanmadi. Bu tip

pnomoniyle karakterize drneklerde pléranin kalinlagtig1 goriildii.
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Sekil.4.3. Fibrinli nekrotik bronkopnémoni
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4.1.3. Intersitisyel pnémoni

Intersisitisyel pndmoni olarak degerlendirilen organlarda belirgin olarak hacim
artist dikkat cekti. Kesit yliziinde brons ve bronsiyollerin ¢evresinde lenfoid doku
artisina bagl gri-beyaz olusumlara rastlandi. Eksudasyon ile komplike olmus ornekler

bronkointersitisyel pndmoni olarak degerlendirildi.

Sekil.4. 4. Intersitisyel pnomoni. Amfizemli alanlar (oklar).

4.1.4. Graniilomatoz Pnomoni

Graniilomatoz 06zellik gosteren pnomoni olgularinda, dis bakida c¢esitli
biiyiikliikkte ve yayginlikta graniilomlara rastlandi. Bu graniillomlara yapilan Kkesitlerde

bag doku ile sinirlandirilmis ve Kalsifiye halde koagulasyon nekrozlar1 gézlendi.
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Tablo.4.2. Etken (PZR) pozitif ve negatif olgularda, pnémoni lezyonlarinin anatomik
olarak yerlesimi.

M. bovis (+) hayvanlar M. bovis (-) hayvanlar

Loplar Hayvan Sayisi Hayvan Sayisi
Pars cranialis dextra 26 42

Pars caudalis dextra 8 36
Medialis dextra 10 16
Caudalis dextra 12 18
Lobus accessorius 6 8

Pars cranialis 21 54
sinistra

Pars caudalis sinistra 8 38
Caudalis sinistra 9 22

4.2. Mikroskobik Bulgular

Incelenen organlara ait mikroskobik bulgular degerlendirilerek pndmoniler

siniflandirildi.
4.2.1. irinli-nekrotik Pnéomoniler

Histopatolojik incelemeler sonucunda 28 (%28) olguda irinli-nekrotik
bronkopnomoni tablosu saptandi. Brons, bronsiyol ve alveol epitellerinde dejenerasyon
ve nekroz gozlendi. Ayrica, bu yapilarin limenlerinde yogun olarak notrofil ve
deskuame olmus epitel hiicrelerden olusan bir eksudatin varligi dikkati ¢ekti (sekil.4.5).
Bununla birlikte eksudatta daha az oranda makrofaj, lenfosit ve plazma hiicrelerine de
rastlandi. Bazi olgularda fokal odaklar halinde kazeifikasyon nekrozu alanlari (sekil.4.6)

notrofillerden zengin bir hiicresel kusak ile ¢evriliydi (sekil.4.7).
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Sekil.4.5. Irinli-nekrotik bronkopnomoni. Bronsiyol liimeninde nétrofil ve deskuame olmus epitel
hiicrelerinden olusan eksudat (0k). HE. 100um.

_tn;.“

Sekil.4.6. Irinli-nekrotik bronkopndmoni. Kazeifikasyon nekrozu alani ve nétrofil 1okositler (oklar). HE.
50pm.

32



Sekil.4.7. irinli-nekrotik bronkopnémoni. Kazeifikasyon nekrozu alani ve nétrofillerden zengin hiicresel
kusak (oklar). HE. 50pum.

4.2.2. Fibrinli-nekrotik Bronkopnémoniler

Histopatolojik incelemeler sonucunda 8 (% 8) olguda fibrinli-nekrotik pnémoni
saptandi. Brong, bronsiyol ve alveol epitellerinde nekroz ve deskuamasyon ve bu
yapilarin liimeninde fibrinli eksudat ile birlikte notrofil, lenfosit ve makrofajlardan
olusan hiicre varligi gozlendi (sekil.4.8). Plorada kalinlagsma (sekil.4.9) ve interlobuler
septal dokunun fibrin birikimiyle belirginlesmesi mikroskobik olarak dikkati ¢eken

karakteristik bulgulardi.
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Sekil.4.8. Fibrinli-nekrotik bronkopnémoni. Alveol liimeninde fibrinli eksudat ile birlikte notrofil,
lenfosit ve makrofajlar (oklar). HE. 50pm.

Sekil.4.9. Fibrinli-nekrotik bronkopnémoni. Plérada kalinlagsma (ok). HE. 100pm.
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4.2.3. Intersitisyel Pnomoniler

Histopatolojik incelemeler sonucunda pndmonili 6rneklerin 42’sinde (%42)
intersitisyel pndmoni tamsi kondu. Intersitisyel dokuda yogun mononiikleer hiicre
infiltrasyonlar1 ve bagdoku artisina bagli interalveoler septumda kanlinlagsma goriildi
(sekil.4.10). Dikkat ¢eken histopatlojik diger bir bulgu ise peribronsiyoler lenfoid
dokuda gozlenen hiperplaziydi (sekil.4.11). Bazi olgularda bronsiyol ve alveol
epitellerinde dejeneratif ve nekrotik degisiklikler ile birlikte tip II pnomosit artigina
bagli epitelizasyona rastlandi.

Doku kesitlerinin mikroskobik incelemeleri sonucunda 16 (%16) olguda
bronkointersitisyel pndmoni tablosu goriildii. Alveol ve bronsiyol epitelinde nekroz ve
yangisal eksudatin varligi ile birlikte intersitisyel alanlarda mononiikleer hiicrelerin

artig1 dikkat ¢ekti (sekil.4.12).

Y
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Sekil.4.10. intersitisyel pndmoni. Intersitisyel dokuda yogun mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 ve
bagdoku artigina bagl interalveoler septumda kanlinlasma (oklar). HE. 100um.

35



Sekil.4.12. Bronkointersitisyel pndmoni. Alveol ve brongiyol epitelinde nekroz ve yangisal eksudatin
varligi ile birlikte intersitisyel alanlarda mononiikleer hiicre artist (0k). HE. 50pum.
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4.2.4. Graniilomatoz Pnomoniler

Histopatolojik incelemeler sonucunda 6 ornekte (%6) graniilomatéz pnémoni
tanis1 kondu. Mikroskobik incelemede genis kazeifikasyon nekroz alanlari ve bu alanin
cevresinde makrofajlar, epiteloid hiicreler, langhans tipi dev hiicreleri, lenfosit ve
plazma hiicrelerinin infiltre oldugu yangisal hiicre kusagi mevcuttu. Tiim bu yap1 fibroz

bag dokudan olusan bir kapsiille sinirlandirilmis haldeydi (sekil.4.13).

Sekil.4.13. Graniilomatéz pnomoni. Nekroz alani ve bu alanin gevresinde makrofajlar, epiteloid hiicreler,
Langhans dev hiicreleri, lenfosit ve plazma hiicrelerinin infiltre oldugu yangisal hiicre kusagi. Fibroz bag
dokudan olusan kapsiil (oklar). HE. 100pum.

4.3. PAS Boyama Bulgulan

Etken pozitif tespit edilen ve histopatolojik olarak irinli-nekrotik, fibrinli-
nekrotik pnémoni tanisi konan olgularin tamaminda ve intersitisyel pndmoni goriilen
olgularin ¢ogunda Goblet hiicrelerinde musin salgis1 artist (sekil.4.14), hiperplazi

gozlendi (sekil.4.15).
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Sekil.4.14. Etken pozitif ornekte bronsiol mukoza, Goblet hiicrelerinde musin (PAS) pozitifligi ve
hiperplazi (oklar). 20 um.

Sekil.4.15. Brons epitelinde PAS (Periodic Acid Schiff) pozitifligi. 100 pm.
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Tablo.4.3. Goriilen pnomoni tipleri ve pozitif 6rneklere ait sonuglar.

Mycoplasma bovis + Mycoplasma bovis +

Tiim (IHC ve IF) (PZR)

ornekler
Intersitisyel pnémoni 42 11 16
Irinli-nekrotik 28 9 9
bronkopnémoni
Bronkointersitisyel 16 6 7
pnomoni
Fibrinli-nekrotik 8 4 4
bronkopnémoni
Graniilomatoz 6 - -
pnomoni
Toplam 100 30 36

4.4. immunohistokimyasal Boyama Bulgular:

Yapilan immunohistokimya ve immunfloresan boyamalarda 42 intersitisyel
pnomoni tanis1 konan olgularin 11°inde (%26.19), irinli-nekrotik pndmoni tanisi konan
28 olgularin dokuzunda (%32.14), bronkointersitisyel pnémoni tanis1 konan 16 olgunun
altisinda  (%37.50), fibrinli-nekrotik pnémoni tanist konan sekiz olgunun doérdiinde
(%50) M. bovis pozitif reaksiyonlara rastlandi. Mikroskobik incelemelerde pozitif
reaksiyonlara irinli-nekrotik ve fibrinli-nekrotik pndmonilerde; nétrofil ve makrofajlarin
sitoplazmalarinda ve nekroz alaninda (sekil.4.16), brons, bronsiyol ve alveol epitel
hiicrelerinde sitoplazmada (sekil.4.17), limende bulunan eksudatta (sekil.4.19),
intersitisyel ~ pnomonilerde;  intersitisyel  dokularda  bulunan  makrofajlarin
sitoplazmalarinda (sekil.4.20) ve yer yer bazi brons, bronsiyol ve alveollerin epitel
hiicrelerinde rastlandi. Buna karsin hicbir numunede lenfoid dokuda pozitif reaksiyon
izlenmedi. Calismada graniilomatéz pnomoni tanist konan 6 Ornekte pozitif

reaksiyonlara rastlanmadi.
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Sekil.4.17. Bronsiyol epitellerinde ve lamina propriyada bulunan hiicrelerde immunpozitif reaksiyon
(oklar). IHC. 20 um.
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Sekil.4.18. Lamina propriyada bulunan yangi hiicrelerinde immunpozitif reaksiyonlar (oklar). IHC. 10
pm.

Sekil.4.19. Brongiyol liimeninde eksudatta, epitellerde ve lamina propriyada bulunan yangi hiicrelerinde
immunpozitif reaksiyonlar (oklar). IHC. 20 pm.
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Sekil.4.20. Intersitisyel bolgede makrofajlarda immunpozitiflik (oklar). IHC. 20 um.
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Sekil.4.21. Brong ¢evresi lamina propriya ve bez yapilari. Makrofajlarda immunpozitiflik (oklar). IHC. 20
pm.
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4.5. immunfloresan Boyama Bulgulari

Yapilan immunfloresan boyamalarinda immunohistokimyasal boyamada elde
edilen verilerle uyumlu olmak iizere; floresan atagmanli mikroskopta isimalar; irinli-
nekrotik ve fibrinli-nekrotik pndmonilerde; nekroz bélgesinde, nétrofil ve makrofajlarin
sitoplazmalarinda (sekil.4.22), brons, bronsiyol ve alveol epitel hiicrelerinde
sitoplazmada (sekil.4.23). Intersitisyel pndmonilerde; intersitisyel dokularda bulunan

makrofajlarin sitoplazmalarinda (sekil.4.24) goriildi.

Sekil.4.22. Nekroz bolgesi ve ¢evresindeki yangi hiicrelerinde immunfloresan pozitiflikler (oklar). IF. 20
pwm.
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Sekil.4.23. Bronsiyol epitellerinde ve lamina propriyada bulunan hiicrelerde immunfloresan pozitif
reaksiyonlar (oklar). IF. 20 um.

Sekil.4.24. Intersisitisyel dokuda makrofajlarda immunfloresan pozitiflik (oklar). IF. 20 um.
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Sekil.4.25. Intersisitisyel dokuda makrofajlarda immunfloresan pozitiflik (oklar). IF. 20 um

Tablo.4.4. THC ve IF pozitif vakalarda, M. bovis etkenlerinin yerlesim yerleri

Pnomoni tipi Pozitif Alveoler Intersitisyel Alveol epitel Brong ve Nekroz  BALT
numune  makrofajlar bolgede hiicrelerinde bronsiyol alaninda  dokusu
say1st icerisinde ~ Makrofajlarda epitellerinde
(sitoplazmada)
Intersitisyel 11 + + ¥ ¥ - -
pnomoni
Irinli-nekrotik 9 - + - + " -
pnéomoni
Bronkointersitisyel 6 + + + + R _
pnéomoni
Fibrinli-nekrotik 4 + + - + + -
pnomoni
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4.6. PZR sonuclar

PZR test sonuglarina gore etken pozitif bantlara, 42 intersitisyel pndmoni tanisi
konan 6rnegin 16’sinda (%38.09), irinli-nekrotik bronkopnémonili 28 6rnegin 9’unda
(%32.14), bronkointersitisyel pnomonili 16 6rnegin 7°sinde (%43.75) ve fibrinli-

nekrotik 8 ornegin 4’iinde (%50) rastlandi. Graniillomatoz pndémoni tanisi konan 6

olguda PZR pozitiflige rastlanmadi.

Sekil.4.26. M. bovis’e spesifik 303 baz ¢ifti uzunlugundaki bantlar gésteren PZR ve agaroz jel
elektroforez sonuglari. M; Molekiiler belirteg. (DNA ladder Plus 100bp Fermantes Litvanya) P; Pozitif
kontrol. (3,5,6,7,8,9); pozitif saha 6rnekleri. (1,2,4,10); negatif saha 6rnekleri.

Sekil.4.27. M. bovis’e spesifik 303 baz ¢ifti uzunlugundaki bantlar gosteren PZR ve agaroz jel
elektroforez sonuglari. M; Molekiiler belirteg. (1,2,4,5); pozitif saha 6rnekleri. (3,6,7); negatif saha
ornekleri.
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Tablo. 4.6. Karsilastirmali test sonuglari.

Ornekler. Pnomoni tiiri iHC iF PZR

2. Intersitisyel pnomoni + + +

4, Intersitisyel pnémoni + + +

6. Intersitisyel pnomoni + + +

8. Intersitisyel pnomoni + + +

10. Intersitisyel pnémoni + + +

12. Intersitisyel pnomoni - - +

14. Intersitisyel pnémoni - - +

16. Intersitisyel pnémoni - - +

18. Brokointersitisyel pndmoni + + +

20. Brokointersitisyel pndmoni + + +

22. Brokointersitisyel pndmoni + + +

24, Irinli-nekrotik bronkopnémoni + + +

26. Irinli-nekrotik bronkopnémoni + + +

28. Irinli-nekrotik bronkopnémoni + + +

30. Irinli-nekrotik bronkopnémoni + + +

32. Irinli-nekrotik bronkopnémoni + + +

34. Fibrinli-nekrotik + + +
bronkopnémoni

36. Fibrinli-nekrotik + + +
bronkopndémoni

N
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5. TARTISMA

Sigirlarda solunum sistemi hastaliklari, tiim diinyada yaygm oldugu gibi
16811254950 Tiirkiye’de de siklikla rastlanan °° ve {izerinde 6nemle durulmasi gereken
hastaliklardir. 81320 Sysir pndmonilerinin yaygmliginin ortaya konulmasi amaciyla
yapilan caligmalarda, pndmoni oraninin % 3.6 ile % 65.83 arasinda degistigi
bildirilmistir. 6812563

Sunulan ¢alismada akcigerlerde pndmoniye % 11.96 oraninda rastlandi. Ortatatli
ve Cift¢i® tarafindan Konya ilinde yapilan bir insidens calismasinda makroskobik
olarak lezyonlar lober, lobuler, lober-lobuler ve voliiminéz-6dematdz olarak
siiflandirilmis olup, pnémoni orant %11.64 olarak bildirilmis ve sunulan c¢alismada
elde edilen degere olan yakinligi dikkati ¢ekmistir. Ayrica bu oranin daha 6nce yapilan
calismalarda bildirilen araliklar icerisinde fakat daha diisiik oranda oldugu goriildi. Bu
farkliliklarin olugmasinda cografi ve iklim kosullari, beslenme ve barinmaya bagli
hayvan yetistiriciligindeki farkliliklar ve irk gesitliligi gibi etmenlerin rol oynadigi
belirtilmektedir. 268> Bu ¢aligmada pnémoni olgularina montafon k1 32, melez 26,
holstayn 20, simental 16 ve yerli 6 hayvanda rastlamlmistir. Orneklerin toplandig
bolgedeki hayvan populasyonunun agirlikli olarak montafon 1rki hayvanlardan olustugu
bilinmekle birlikte pndmonili ayni 1rk hayvanlarda yiiksek oranda yerli irklarda ise daha
diisiik oranlarda saptandig: tespit edilmistir.

Mikoplazma tiirlerinin izolasyonu ve identifikasyonundaki gii¢liikler nedeniyle
hastaligin erken ve ¢abuk tamisimin zor oldugu bildirilmektedir.1682%2755  Ayrica,
Mikoplazma tiirlerinin solunum sistemi disindaki diger organlarda seyir eden
hastaliklarda stirekli olarak izole edilmeleri bu mikroorganizmalarin hastaliklardaki

gercek dnemini gostermektedir.'®
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Yapilan bu ¢alisma sonucunda Erzurum ilinde lezyonlu sigir akcigerlerinde
PZR yontemi ile yapilan arastirmada M. bovis etkeninin varligina % 36 oraninda
rastlanmistir. Ulkemizde bu konuda yapilan ¢alismalarin az sayida oldugu dikkat
¢ekmistir. Marmara Bolgesi’nde buzagi pnémonileri iizerine yapilan bakteriyolojik bir
arastirmada M. bovis’in prevalansinin %7.5 oldugu bildirilmistir.** Ozen ve ark.’
tarafindan 2009 yilinda Kars ilinde yapilan baska bir ¢alismada 100 pnomonili sigir
akcigerinden alinan ornekler patolojik ve molekiiler yontemlerle arastirilmis ve M.
bovis’ e %4 oraninda rastlandigi rapor edilmistir. Bursa ilinde bakteriyolojik ve
immunohistokimyasal yontemler kullanilarak yapilan bir ¢alismada ise M. bovis
prevalansi %26.71 oldugu bildirilmistir.2 Diinya’da ise M. bovis varlig1 iizerine yapilmis
serolojik ¢alismalarda; sigirlarda seropozitiflik orani italya’ da'? %76, Danimarka’da 28
%24, Macaristan’da %° % 11, Amerika Birlesik Devletleri’ nde 63 0441.1, Fransa’da 6
%10-20 ve Ingiltere’de ¥ ise % 22 oldugu rapor edilmistir. Sunulan galismada 100
pnomonili 6rnek igerisinde PZR ile %36 oraninda etken DNA’ s1, immunohistokimya
ve immunfloresan gibi tan1 yontemleri ile de %30 antijen varlig1 saptanmis olup
Erzurum ilinde kesime alinan sigirlarda lezyonlu akcigerlerde M. bovis’in yiiksek
oranlarda oldugu goriilmiistiir. Bildirilen baz1 verilerin ¢ok yiiksek oranda
bulunmasinda, yapilan aragtirmalarda toplanan numunelerin ozellikle klinik olarak
solunum sistemi hastaliklar1 belirtileri gosteren ve bu hastaliklarin siirii problemi haline
geldigi gruplardan temin edildigi dikkati cekmektedir.'%*%” Yapilan bu arastirmada ise
bir yil siireyle mezbahada kesime alinan ve hastalik tablosu gosterip gostermedigi
bilinmeyen hayvanlar takip edilmis ve pnomonili akciger 6rnekleri toplanmistir. Benzer
sekilde &rnek toplanan baska bir ¢alismada da ® % 26.71 oraninda etken pozitifligi
bildirilmis olup bu sonucun yaptigimiz c¢alismada elde edilen verilere yakin oldugu

dikkati ¢ekmistir. Ozen ve ark.® yaptiklari calismada pnomoni oranmmi  %3.89,
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pnémoniler igierisindeki M. bovis oranini ise %4 olarak bildirilmislerdir. Arastiricilar
bu oranlarin diisik bulunmasinda, bélge sartlarina uyum saglamis direngli yerli
rklardan olusan hayvan populasyonuna bagli olabilecegini rapor etmislerdir.’
Calismamizda ornek toplanan yerli irklarda M. bovis pozitiflige rastlanmamis olmasi
sunulan veriyi desteklemektedir.

Geng hayvanlarda M. bovis {izerine yapilan deneysel ve dogal enfeksiyon
calismalarinda, solunum sisteminde hastaligin daha yaygin ve siddetli gorildigi
bildirilmektedir 2414223887 By durumun geng hayvanlarin immun sistemlerindeki
yetersizlik, etkenin siite gecebilme 6zelligi ile diger olumsuz predispozisyon faktorlerin
etkili oldugu ileri siiriilmiistiir.>%14223 Geng¢ hayvanlarda yapilan farkli calismalarda;
Romanya 2 <da %31, irlanda’da®® %18, I‘[alya’da12 ise %100 oraninda tespit edilmistir.
Tiirkiye’de buzagi yetistirme {initesinden temin edilen 43 pnémonili akciger 6rneginin
tamaminda etkene rastlandig: rapor edilmistir.” Caligmamizda incelenen hayvanlarin
yaglarina ulagilamamakla birlikte mezbaha kayitlar1 ve gozlemlerimiz 1518inda ortalama
2 ve lizeri yaslarda oldugu gortilmiistiir.

Akcigere solunum yoluyla alinan etkenlerin yogunlukla kranial loplara yayildigi
bilinmektedir. %22 Calismamizda da M. bovis tespit edilen akcigerlerde en ¢ok kranial
loplarin etkilendigi tespit edilmistir (Tablo.4.2). Bu durumun M. bovis etkenlerinin
damlacik enfeksiyonu seklinde yayildigina dair bildirilen verileri'’® destekler nitelikte
oldugu diistiniilm{istiir.

M. bovis etkenlerine rastlanilan akciger ornekleri {izerinde yapilan ¢aligmalarda
histopatolojik bulgularin genis kazeifikasyon nekrozlart ve c¢evresinde dejenere
nédtrofillerle cevrili yangisal hiicre kusag ile karakterize oldugu bildirilmigtir.5823:2949

Bazi kaynaklarda ise M. bovis etkenlerine bagli pndomoni olgularinda akcigerde
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histopatolojik olarak tipik peribronsiyoler lenfoid hiperplazi ile karakterize olan
intersitisyel pndmonilerin 6n planda oldugunu belirtmislerdir. 142253

Pnémoni siniflandirmasinda farkli yaklasimlar mevcuttur. Ortatali ve Ciftgi %
mezbahaya yonelik yaptiklar1 ¢alismada pndmonileri eksudatif pnomoniler (kataral,
purulent ve purulent nekrotik bronkopnémoni), fibrinéz pnémoniler (fibrinli ve fibrinli
nekrotik pndmoni) ve proliferatif pndmoniler ise; intersitisyel, bronkointersitisyel,
atipik intersitisyel pnomoni basliklar1 altinda incelemistir. Sunulan galismada M. bovis
etkenlerine rastlanan &rneklerin makroskobik ve mikroskobik incelenmesi sonucunda
16 ornekte intersitisyel pnomoni (%16), 7 6rnekte bronkointersitisyel pnémoni (%7), 9
ornekte Irinli-nekrotik bronkoponmoni (%9) ve 4 orekte ise fibrinli-nekrotik
bronkoponmoni (%4) saptanmustir. M. bovis’ in izole edilidigi farkli ¢alismalarin
histopatolojik degerlendirmelerinde de farkli pnémoni tiplerinin gelisebildigi, bunlarin
irinli-nekrotik 28112949 fiprinli®1%24 ya da intersitisyel pnomoniler oldugu rapor
edilmistir.14?23® Histopatolojik bulgularm farkli seyir etmesinde M. bovis ile birlikte
Histophilus somni, Mannheimia haemolytica, Pseudomanas aeroginosa gibi bakteriler,
Parainfluenza tip 3 virus, Sigirlarin respiratorik sinsityal viriisii, Sigirlarin viral diyare
viriisii gibi viriislerle kombine enfeksiyon olusturmasindan kaynaklandig,?86:14.16:22
ayrica hayvanin direnci, etkenin miktari ve patojenitesinin de etkili oldugu bildirilmistir.
141622 Son yillarda yapilan multidisipliner calismalarda M. bovis pozitif olgularda aym
zamanda Pasteurella multocida, Histophilus somni, Manheimia haemolytica,
Arcanobacterium pyogenes, Escherichia coli, Pseudomanas aeroginosa gibi bakteriyel
ve yine BVD, BRSV gibi viral etkenlerinde izole edildigi rapor edilmistir.2236%70
Pryslak ve ark.%® yaptiklari deneysel bir c¢alismada; BVD + M. bovis enfeksiyonu

olusturulan hayvanlarda intersitisyel bronkopnémoni tablosu, BHV-1 + M. bovis

enfeksiyonu olusturulan hayvanlarda kazeonekrotik bronkopnémoni tablosu, sadece M.
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bovis ile enfeksiyon olusturulan hayvanlarda ise fibrinli bronkopnémoni tablosunun
mevecut oldugunu rapor etmislerdir.?® Benzer sekilde Shahriar ve ark. ?* tarafindan
yapilan, nekroz ve fibrinli ploritisle iliskilendirilmis baska bir ¢alismada bakteriyolojik
olarak yapilan ekimlerde, 18 adet M. bovis pozitif olgunun 6’sinda Pasteurella
multocida, 4’ tinde Histophilus somni, 3’ iinde Manheimia haemolytica, 2’sinde
Arconobacterium pyogenes, 2’ sinde Escherichia coli ve 1’ inde Pseudomanas
aeroginosa izole edilmistir. Ayni ¢alismada M. bovis ile birlikte 2 olguda BVDV ve 1
olguda ise BRSV tespit edilmistir.

Sigirlarda M. bovis iizerinde yapilan deneysel bir calismada, enfekte akciger
dokularinda goblet hiicrelerinde hiperplazi ve metaplazi ile birlikte miisin salgisi
artisinin gelistigi ve bu bulgularin enfeksiyonun siddetiyle dogru orantili olarak arttig
rapor edilmistir. 1° Calismamizda M. bovis pozitif érneklere yapilan PAS boyamalarda
goblet hiicrelerinde hiperplazi ve musin salgisi artisi gibi benzer bulgular dikkati
cekmistir.

Mikoplazma enfeksiyonlarinda antibiyotik kullanimi, kontaminasyon ve ¢apraz
reaksiyonlar sonucu elde edilen hatali sonuglarin kiiltiir ve serolojik testlerin

giivenilirliginin sorgulanmasina neden oldugu bildirilmektedir.t>"

Yapilan bir
aragtirmada M. bovis izolasyonu i¢in sigirlarda bronsiyo-alveoler lavaj ve nasal svap
orneklemesinde giivenilirlik agisindan nasal svap o©rnekleme yonteminin tercih
edilmemesi gerektigi ortaya konulmustur.”* Ayrica, makroskobik lezyon gostermeksizin
etkeni akcigerlerinde bulundurabilen hayvanlarin olabilecegi ve hastalig1 ge¢irmis olan
hayvanlarin uzun siire seropozitif olduklar1 géz oniinde bulunduruldugunda, yapilacak
serolojik testlerde sonuglarin ¢ok daha yiiksek olarak bulunabilecegi bildirilmistir.!®

Glincel ¢alismalarda PZR, kiiltiir, ELISA, SDS-PAGE, niikleik asit hibridizasyon tani

yontemleri kiyaslanmis ve PZR teknigi diger biitiin tekniklerden daha hassas ve spesifik
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bir yéntem olarak nitelendirilmistir. 28%°/27 Bununla birlikte M. bovis’in referans
suglar1 ile sahada karsilagilan suslari arasinda farklilik bulundugu PZR ile ortaya
konmustur.”

Bircok arastirmaci etkenin lezyonlu bolgede varliginin ortaya konmasi agisindan
immunohistokimya yontemlerini calismalarinda basarili bir sekilde
kullanmuglardir,8:12:2437:49.50.75.76

M. bovis etkenleri irinli nekrotik bronkopnomoni olgular1 basta olmak iizere
fibrinli bronkopnémoni, kronik intersitisyel pndmoni olgularinda tespit edilmis ve
ozellikle nekrotik bronkopénmoni olgulariyla iliskilendirmistir.5811:20.2449 Khodakaram
ve ark.2 immunhistokimyasal yontemlerle yaptiklari bir calismada dogal enfekte olan
ve kazeonekrotik bronkopnomoni tanisi konan sigir akcigerlerinde M. bovis etkenlerini

ortaya koymuslardir.

Immunohistokimyasal olarak yapilan farkli ¢alismalarda M. bovis antijenlerine

8,19,37,50 k8,11,49

makrofajlarin  sitoplazmalarinda, nekroz alaninda ekstraseliiler olara

8,11 8,12

eksudat iceren brons liimenlerinde ve bronsiyol epitellerinde rastlandig1
bildirilmistir. Sunulan ¢alismada 11 intersitisyel, 6 bronkointersitsiyel, 9 Irinli-nekrotik
ve 4 fibrinli pndmoni tanisi konan toplam 30 6rnekte immunohistokimyasal boyamada
etken pozitif olarak degerlendirildi. Yapilan incelemelerde pozitif reaksiyonlara basta
yangi hiicrelerinin sitoplazmalar1 olmak iizere brons, bronsiyol ve alveol epitellerinde
ve nekrotik alanlarda rastlandi. Bu c¢alismada immunohistokimyasal yontemler
kullanilarak saptanan antijenik lokalizasyonlara ait bulgularin énceki calismalarla 810-12
uyumlu oldugu gorilmiistiir.

Immunohistokimyasal olarak yapilan diger calismalarda genital organlarda,
abort fotiisun beyninde, karacigerinde ve dogum yapan hayvanlarda plasentada M. bovis

antijenlerine rastlandig1 bildirilmistir. 2°37
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Yapilan literatiir taramalarinda M. bovis i¢in immunofloresan boyama metodu
uygulamasina rastlanilmadi. Bu calismada floresans boyamada alinan sonuglarin
immunohistokimyasal sonuglarla uyumlu oldugu gériilmiistiir. Spesifik olmayan arka
plan  boyanmalarmin  ayirt  edilmesinde floresans ~ boyama  yOntemi,
immunohistokimyasal metoda kiyasla daha hassas ve daha kullanishi bir metod olarak
degerlendirilmistir. Ancak, floresan boyamalarda isima siddetinin hizla azalmasi
dolayisiyla degerlendirmede kisith siireye sahip olunmasi bu metodun dezavantaji
olarak goriilmiistiir.

Calismamizda M. bovis etken DNA’sinin ekstraksiyonu igin farkli siireler
uygulandi. Bu amagla doku eritici lizis buffer soliisyonlar1 eklendikten sonra 6, 12, 24
ve 48 saat siire ile 57°C etiivde bekletilmistir. 6-12 saat siire ile yapilan
ekstraksiyonlarda PZR pozitif bant gozlenmedi. 24 saat siire ile ekstraksiyona tabi
tutulmus, irinli-nekrotik ve fibrinli-nekrotik bronkopndmoni olgularinda PZR pozitif
bantlara rastlanmistir. Intersitisyel pndmonili érneklerde ise 24 saatlik ekstraksiyon
stiresinde pozitif bant gozlenmemistir. Bu Orneklerin ekstraksiyon siiresi 48 saate
cikartilmis ve intersitisyel pnomoni olgularinda da PZR pozitiflige rastlanmistir.
Ekstraksiyon denemeleri 60 saat siireli olarak devam etmis ancak yeni bir bant olusumu
gorilmemigtir. Elde edilen veriler dogrultusunda M. bovis DNA ekstraksiyon siiresinin
48 saate kadar siirdiriilmesinin uygun olacagi sonucuna varilmistir.  Yapilan
calismalarda bronkointersitisyel pndmonilerde M. bovis etkenlerinin sayica az oldugu
bildirilmistir.?>*® Calismamizda sunulan immunohistokimyasal veriler dikkate
alindiginda (Tablo 4.4) Irinli-nekrotik ve fibrinli-nekrotik bronkopnémoni olgularinda
brons, bronsiyol ve alveol epitelleri, yangisal eksudat ve nekroz alanlarinda antijen
lokalizasyonlarina rastlanirken intersitisyel ya da bronkointersitisyel pndmonili

orneklerinde simirli lokalizasyonlar gozlenmistir. M. bovis etkenini PZR ile ortaya
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konulan caligmalar incelendiginde 6zellikle irinli-nekrotik bronkopnémoni olgularinda
pozitifligin rapor edildigi dikkati ¢ekmistir.2682%% Yapilan deneysel bir enfeksiyon
modelinde M. bovis etkenlerinin irinli-nekrotik pnémonilere neden oldugu izlenmis ve
elektron miksrokobu ile yapilan arastirmalar sonucunda bu tip pnomonilerde M. bovis
etkenlerine ¢ogunlukla nekrotik alanlarda serbest halde daha az olarak ise makrofajlarin
sitoplazmalarinda rastlandig1 rapor edilmistir.!* Etkenin immunohistokimyasal olarak
ortaya konulmasi i¢in yapilan farkli bir¢ok ¢alismalarda da irinli - nekrotik pnémoni

gdzlenen olgular M.bovis ile daha ¢ok iliskilendirilmistir,28122749
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, pnémonili akciger 6rneklerinin incelendigi bu ¢alismada, M. bovis
etkenine PZR sonuglarina gore %36, immunohistokimya ve immunfloresan
boyamalarda ise ayn1 zamanda PZR pozitif olan 6rneklerde %30 oraninda rastlandi.
Elde edilen bu veriler degerlendirildiginde, sigir pnomonilerinde M. bovis etkeninin
olduk¢a yaygin oldugu goriilmiistiir. Tan1 yontemleri igerisinde literatiirde referans
metod olarak gdsterilen ve bu ¢alismada da kullanilan PZR metodunun giivenilirlik ve
hassasiyeti bilinmekle birlikte M. bovis etkeninin lezyonlu dokudan alinan numune ile
PZR yontemi kullanilarak ortaya konulmasi acisindan yapilan ekstraksiyon
yontemlerinde optimizasyon isleminin, saglikli sonuglar elde edilmesi agisindan 6nemli

bir yer tuttugu kanisina varilmstir.

Yeterli havalandirma sistemi ve hijyenik kosullar sahip olmayan barinaklarda
yetistirilen hayvanlar, M. bovis ve sinerjik olarak enfeksiyon olusturan diger etkenlerin
olusturdugu pnémonilere agik hale gelmektedir. Bu bilgiler 1siginda ¢alismada
Diinya’da giderek artan prevalans degerleri sebebiyle iizerinde durulmasi gereken
hastalik etkenleri arasinda gosterilen M. bovis’in, {ilkemizde de dikkate alinmasi
gereken enfeksiyonlar arasinda oldugu kanisina varilmistir. S6z konusu hastalik
etkeninin normal floralarda bulunabilmesi ve enfeksiyon olusturmak i¢in uygun ortam
ve kosullar1 beklemesi hayvanlar i¢in bu tehditin siireklilik arz ettigini gostermektedir.
M. bovis etkenine rastlanan hayvanlarda pndmoni olgularinin farkli yayginlikta ve farkl
patolojik karakterde olustugu ve bu degisikliklerin goriilmesinde sinerjik enfeksiyon
varligi, hayvanin yasi, beslenmesi, yasadigi cevresel iklim ve siirii saglig1 hizmetlerinin
sunulmasina bagl olarak degisebilecegi kanisina varilmistir. Bununla birlikte yapilan
tedavi ve asilama calismalarinda istenen etki ve basari saglanamadig bildirilmistir.””

808182 Dolayisiyla bu hastaliga kars1 koruyucu ve onleyici tedbirlerin daha gok iizerinde
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durulmas: gerekliligi on plana g¢ikmaktadir.*®®1>8 By baglamda yetistiricilerin ve
veteriner hekimlik hizmeti sunan birimlerin uyarilmasi ve birbirleri ile koordineli olarak

calisma yapmalar1 6nerilmektedir.
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