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OZET

Pnomonili Koyun Akcigerlerinde Adenovirus Etkenin Histopatolojik ve Molekiiler

Yontemlerle Arastirilmasi

Amag¢: Bu cgalismada Erzurum ve Bingdl illerindeki mezbahalarda kesilen
koyun akciger 6rneklerinde histopatolojik ve molekiiler yontemlerle Adenovirus varligi

ve yayginliginin arastirilmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot: Incelenecek doku drneklerini temin etmek icin 2018 yil1
Kasim ve 2019 yili Nisan aylar1 arasinda mezbahaya gidilerek, kesimi yapilan 1459
koyuna ait akcigerlerin makroskobik muayenesi yapildi. Bu muayeneler sonucunda 88
(9%6.03) adet akcigerde pnomoni bulgusu tespit edildi ve laboratuvar incelemeleri igin
doku Ornekleri alindi. Pnomonili akciger Orneklerinin rutin histopatolojik,
immiinohistokimyasal, inderkt immiinofloresan, ELISA ve PCR yontemleri ile

laboratuvar incelemeleri gergeklestirildi.

Bulgular: Incelenen akciger &rneklerinin histopatolojik muayeneleri sonucunda;
(n=88) %15.9 kataral-irinli bronkopnémoni, %6.8 fibrinli bronkopnémoni, %79.5
intersitisyel pndmoni, %5.6 graniilomatéz pnémoni, %6.8 vermindz pnémoni ve %1.1
oraninda da pulmoner adenamatoze rastlandi. Baz1 olgularda ise birden ¢ok pnémoni
tipinin bir arada bulunabildigi goriildii. Incelenen koyun akciger orneklerinde
adenovirus varligi IHC %19.3; IF %22.7; ELISA %?20.4 ve PCR ile %13.6 oranlarinda

saptandi.

Sonug¢: Bu ¢alismada koyun pnémonilerinde adenoviruslarin saptanmasinda en
etkili yontemlerin sirayla IF, ELISA, THC ve PCR oldugu belirlendi. IHC ve IF
teknikleri ile alveol epiteli, brong/bronsiyol epiteli, makrofaj, peribrons/peribronsiyoler
lenfoid doku ve mediastinal lenf yumrularinda adenovirus varligi gozlendi. Bazi
orneklerde ise sadece mediastinal lenf yumrularinda virus varhi@inin gozlenmis
olmasiyla etkenin latentlik gosterebilecegi seklinde yorumlandi. Ayrica bu ¢alismayla
ilk defa indirekt immiinfloresan, PCR ve doku homojenatinda antijen ELISA testiyle

koyunlarda adenovirus etkenlerin varlig1 saptandi.

Anahtar Kelimeler: Histopatoloji, Immiinohistokimyasa, Immiinofloresan,
ELISA, PCR, Koyun, Adenovirus, Pnémoni.



ABSTRACT

Adenovirus Agent in Sheep Lungs with Pneumonia Research with
Histopathological and Molecular Methods

Objective: The aim of this study was to investigate the presence and prevalence
of Adenovirus by histopathological and molecular methods in sheep lung samples

slaughtered in slaughterhouses in Erzurum and Bing6l provinces.

Materials and Methods: The lungs of 1459 sheep slaughtered were examined
macroscopically between November 2018 and April 2019 by going to the
slaughterhouse to provide thesis samples. In the study, pneumonia was detected in a
total of 88 (%6.03) lungs and they were examined. Pneumonia lung samples were
examined by  routine  histopathological,  immunohistochemical, indirect

Immunofluorescence, ELISA and PCR methods.

Results: As a result of histopathological examinations of the investigated lung
samples; (n = 88) %15.9 catarrhal-purulent bronchopneumonia, %6.8
bronchopneumonia with fibrin, %79.5 interstitial pneumonia, %5.6 granulomatous
pneumonia, %6.8 vermineous pneumonia and %21.1 pulmonary adenematosis were
encountered. In some cases, it was observed that more than one type of pneumonia
could be found together. The presence of adenovirus in the analyzed sheep lung samples
was detected by IHC %19.3; IF %22.7; ELISA %20.4 and PCR %13.6 methods.

Conclusion: In this study, it was determined that the most effective methods for
detecting adenoviruses in sheep pneumonia were IF, ELISA, IHC and PCR,
respectively. Adenovirus presence was observed in alveolar epithelium, bronchial /
bronchiolar epithelium, macrophage, peribronch / peribronchiolar lymphoid tissue and
mediastinal lymph nodes with IHC and IF techniques. In some samples, it was
interpreted that the agent could show latency, since the presence of virus was observed
only in the mediastinal lymph nodes. In addition, with this study, adenovirus agents
were detected in sheep for the first time by indirect immunofluorescence, PCR and the

antigen ELISA test in tissue homogenate.

Keywords: Histopathology, Immunohistochemistry, Immunofluorescence,
ELISA, PCR, Sheep, Adenovirus, Pneumonia
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

: Adenovirus

: Agar jel immiinodiffiizyon assay
: Bovine adenovirus

: Bovine herpes virus

: Bovine 10ykozis virus
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: Bovine respiratuar sinsityal virus
: Blue tongue virus

: Bovine viral diare virus

: Coxsackie-adenovirus reseptor

: Komplementfiksasyon

: 3,3'diaminobenzidine

: Direkt floresan antikor testi

- Deoksiriboniikleik asit

: Enzyme Immunoassay

: Immiin elektron mikroskop

: Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay
. Elektron mikroskop

: Floresan antikor testi

: Florescein isothiocyanate

: Hemagliitinasyon

: Hemagliitinasyon inhibisyon

: Immiinofloresan

: Immiinohistokimya
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Kb
MNHI
Nm
OAV
oD
PBS
PCR

PNHi

: Immiinoperoksidaz

: Kilo baz

: Mononiikleer hiicre infiltrasyonu

: Nanometre

: Ovine adenovirus

: Optik dansimetre

: Phosphate Buffer Saline

: Polymerase Chain Reaction

: Polimorfniikleer hiicre infiltrasyonu

: Mikron
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1. GIRIS

Koyun, meralar1 aktif olarak kullanabilen 6zellikle tilkemiz cografik yapist ve
iklim sartlarina uyumlu, tarimin yetersiz oldugu alanlarda ugrassiz biten tabii otlar
tilketerek hayvansal iiretim ile ekonomiye katki saglayan, sigirlara nazaran daha pratik
bir yetistiricilik imkani tanryan bir evcil hayvan tiiriidiir.* Bu tiir et, siit, yapag ve deri
gibi 6nemli hayvansal {irlinler ile ekonomide Onemli bir paya sahiptir. Koyun
yetistiriciliginde beklenen optimum kazancin saglanabilmesi ig¢in bakim, besleme ve
biyogiivenlik dnlemlerinin alinarak verim kaybinin 6ncii sebebi olan hastalik durmunun
oniine gecilmelidir.3*

Koyunlarda solunum sistemi hastaliklari, etiyoloji fark etmeksizin tiim koyun
hastaliklarmin = %5.6’sim1  olusturmaktadir.® Akciger enfeksiyonlarinin olusumunda
yetersiz ve dengesiz besleme, olumsuz barmak kosullari, yetersiz havalandirma,
kalabalik ortam ve nakil gibi ¢esitli stres faktorlerinin predispoze etkileri ile bakteri,
mikoplazma, virus, parazit ve mantarlar etkili olmaktadir.’® Akciger yangis1 olarak
adlandirilan pndomonilere yol agan enfeksiydz etkenlerin %30-60’1n1 viral ajanlar
olusturmaktadir.” Viruslar, akciger epitel hiicrelerinde ve mukosilier sistemde hasara
sebep olmalarinin yani sira savunma hiicrelerini de baskilayarak hem primer enfeksiyon
olusturmakta hem de sekonder enfeksiyonlara yol agmaktadir.%°

Koyunlarda pnémoni yapan viral etkenlerin basinda; Parainfluenza 3 (PI3) virus,
Adenovirus (AdV), Respiratory Syncytial Virus (RSV), Lentivirus, Reovirus, Poxvirus
ve Herpes viruslar gelmektedir.2%! Bu viral etkenlerden adenoviruslarin prevalansmin
%20-70 arahginda oldugu kaydedilmistir.%’ Koyunlarda adenovirus enfeksiyonlari
lizerine yapilan calismalarin biiylik bir cogunlugu seroprevalans caligsmalart olup,
antijen prevalansinin saptandigi ve cesitli yontemlerin bir arada kullanilarak antijen

varliginin gosterildigi calismalar diinya genelinde oldukga yetersizdir.®



Hayvan vyetistiriciliginde lilkemiz i¢in onem arz eden Erzurum ve Bingol
illerindeki koyunlarda adenovirus enfeksiyonlarinin yayginligi ve varligini gosteren
herhangi bir c¢alismaya rastlanmamistir. Ayrica immiinohistokimyasal, indirekt
immiinofloresan, ELISA ve PCR yontemlerinin bir arada kullanilarak adenovirus
varliginin  gosterildigi ve bu etkenle pozitif olan dogal enfekte Orneklerdeki
histopatolojik degisikliklerin incelendigi bir ¢aligmaya da rastlanmamustir.

Sunulan bu ¢alismada Erzurum ve Bingdl illerindeki koyunlardan saglanan
akciger  Orneklerinde  adenovirus  varligi  immiinohistokimyasal,  indirekt
immiinofloresan, ELISA ve PCR yontemleri ile saptanmis ve bu yontemler arasinda
karsilastirma yapilmistir. Ayrica adenovirus pozitif olan dogal enfekte pnomonili koyun
akciger orneklerinin histopatolojik incelemeleri ile bu hastaligin patomorfolojisinin

aydinlatilmasina katki saglanmaya caligilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pnomoniler

Genel olarak akcigerlerin yangisina pnémoni denir.}?® Daha genis bir
tanimlamayla pnomoni; bakteri, mikoplazma, virus ve parazitler gibi enfeksiyoz
etkenler ile irrite edici gazlar gibi enfeksiydz olmayan etmenler sonucu organ savunma
sisteminin  bozulmas: esasli akciger parankiminde ortaya c¢ikan yangisal bir
durumdur.}*1>1® Solunum sistemi, islevi geregi genis yiizey alaniyla dis ortamla
dogrudan irtibatli oldugundan, bir¢ok hastalik yapici etkene fazlaca maruz
kalmaktadir.'” Pnomonilerin meydana gelmesinde &zellikle hayvan nakilleri, siitten
kesme, toksik gazlar, aglik, ani iklim degisiklikleri, sicaklik, nem, kalabalik ortam ve
olumsuz barinak kosullari ile uygun olmayan havalandirma gibi stres faktorleri rol
oynamaktadir.>1>® Ancak tiim bu olumsuz etmenlere karsin, solunum sistemininde
savunma mekanizmalari bulunmaktadir. Bunlar; sistemin anatomik yapisi, miikoz
sekresyonu, silialarin hareketi, oksiirme, aksirma refleksi, lenfoid doku, alveoler ve
intersitisyel makrofajlar ile epitel hiicrelerinin rejenere olma yetenegidir.%!2

Pnomonilerin  smiflandirilmasinda akcigerin kivami, lezyonlarin dagilimi,
goriinimii ve eksudatin karakteri gibi farkli kriterler esas almmaktadir.®*?° Yine
pndmoniler yang: siiresine gore akut, subakut ve kronik pnomoniler;** yangi etkenine
gore bakteriyal, mikoplazmal, viral, mikotik ve paraziter pndmoniler;}? yangi
karakterine gore eksudatif (kataral, fibrinli, suppuratif, hemorajik) ve proliferatif
(intersitisyel) pnémoniler;** yanginin lokalizasyonuna gore lober pnémoni, lobiiler
pnomoni ve intersitisyel pnémoni olarak siniflandirilirlar.?? Tiim bu bilgiler 1s131nda

pnomoniler; lezyonlarin akcigerdeki dagilimi, yanginin karakteri, patogenezi ve

patomorfolojileri esas alinarak ¢ogunlukla asagidaki gibi siniflandirilmaktadir.
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2.1.1. Bronkopnémoni

Akcigerde doku hasar1 sonucu gelisen yangisal reaksiyonlarin brons, bronsiyol
ve alveol liimenlerinde gerceklestigi pndmoni tipidir.***® Bu tip pnomonilerin sebepleri
arasinda en ¢ok firsat¢1 bakteriyel patojenler ve mikoplazmalar bulunmaktadir. Ancak
hastaligin olusumunda stres ve viral etkenler 6nemli predispoze faktorler olarak kabul
edilmektedir.t22024 Bronkopnémonide yangi ilk olarak bronsiyo-alveolar bolgede
basglar. Daha sonra endobronsiyal ve peribronsiyal yolla brons, bronsiyol, alveoler
duktus ve respiratorik asinuslardaki alveollere yayilir.'*?! Yangi énce lobun farkli
lobiillerinde sekillenerek 16biiler pndmoni olustururken; zamanla lobun tamamini
etkileyerek lober pnémoniye doniisebilir.®2°

Bronkopndmoni olgular1 genellikle kraniyal loplarda goriiliir ve bu durumun;
yercekimine bagli eksudatin ¢okmesi ve azalan perflizyonun yan sira hava kanallarinin
kisa olmasiyla sonuglanan zayif ventilasyondan kaynaklandig: kabul edilir.}>% Bu tip
pnomonide lezyonlar diizensiz sinirli, koyu kirmizi renkte, siki ve sert yapili konsolide
alanlar seklindedir.®>?>? Bronkopnémonin mikroskobik incelemesinde akut dénemde

hiperemi, ddem, brons, bronsiyol ve alveollerde eksudasyon gériiliir. ilerlemis olgularda



bu eksudatta ve 6demli bolgelerde fibrin artisi, notrofil 16kosit ve alveoler makrofaj
hiicre infiltrasyonlar1 gdzlenir.?>?” Bronkopnomoniler, yangisal reaksiyonlarindaki
hiicre ve eksuadatin karakterine gore Kataral-irinli bronkopndmoniler ve fibrinli
bronkopndmoniler olarak iki grupta incelenir.’*2

2.1.1.1. Kataral-irinli Bronkopnémoni

Kataral-irinli bronkopnémoniler, piyojenik mikroorganizmalarin enfeksiyonu
sonucu akcigerin kranial bolgesinde konsolide lezyonlarin sekillendigi, akciger
parankiminde siddetli hiperemi ve irinlesmeler ile mikroskobisinde yangisal eksudatta
bol miktarda nétrofillerin gdzlendigi bronkopndmonilerdir.!>?12324 Bu pnomonilerin
ortaya ¢ikmasinda ¢ogunlukla Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Mycoplasma
spp., Actinomyces pyogenes, Pasteurella multocida, Salmonella spp, Escherichia coli,
ve Bordotella bronchiseptica gibi piyojen bakteriler etkili olmaktadir.?22®30 Yang
siklikla birkag lobiille sinirli olup, lobiiler dagilim gosterir. Dolayisiyla bu pndmoni
16biiler pndmoni olarak ta adlandirilmaktadir.'>2°

Makroskobik olarak bu pnémoni tipinde, ilk evrede akcigerlerde sadece hiperemi
ve 6dem gozlenirken; daha sonra eksudasyon ve nétrofil infiltrasyonuyla karakterize
konsolide alanlarin meydana geldigi dikkat ceker.’®! Bu konsolide alanlar zamanla
irinleserek, apse ve nekrozlar meydana gelebilir. Bu pnomoni odaklarinin ¢evresinde
veya aralarinda agik renkli kabarik amfizem ve yer yer koyu kirmizi renkte ¢okiik
atalektazik alanlar bulunmaktadir. Bu amfizemli ve atalektazik alanlar akcigere tipik
mozaik goriiniimiinii kazandirir.32*® Pnémoni odaklarmin kesit yiizlerinde palpasyonla
bronslardan gri-sarimtirak renkte ve kivamlica irinli eksudat akintis1 goriiliir, 32125
Bu tip pnomonide mikroskobik bulgular olarak hiperemi, 6dem, brons/bronsiyol

ve alveol liimenlerinde ise nétrofil 18kosit infiltrasyonlar1 gozlenir.?+?3%* Ancak

hastaligin uzun siirdiigii kronik olgularda brong/bronsiyol ve alveollerde ayrica



deskuame epitel hiicreleri, fibrin artist ve ¢ok sayida makrofajlarin varligr dikkat

ceker.!>™® Yine yangisal alanlarin merkezinde koagulasyon nekrozlarmin varhigi ve bu

yangisal alanlarin cevresinde yer yer amfizem ve atalektazik alanlar dikkat ¢eker.®
2.1.1.2. Fibrinli Bronkopnémoni

Fibrinli bronkopnomoniler, yangisal eksudat igerisinde cogunlukla fibrin
bulunmasryla karakterize olan pnémonilerdir.™>?*34 Genellikle kranial loblarda yerlesim
gosteren bu pndmonilerde bir veya birkag lob etkilenmis olabilir. Yangi sadece akciger
parankimiyle sinirli kalmayip, plorayr da etkiledigi icin tipik ploritis tablosu gozlenir.
Bundan dolay1 bu pndmonilere ploropnomoni de denilmektedir.!>**1* Ayrica fibrinli
bronkopnomonilerde yangi bir birbirine komsu lobiiller arasinda hizlica yayilarak lobun
tamamin1 etkileyebildigi i¢in lober pnémoni olarak ta adlandirilmaktadir.’>3 Bu tip
pnémonilerin olusumunda ¢ogunlukla Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica,
Histophilus somni ve Mycoplasma mycoides subsp. mycoides gibi bakteriyel etkenler
rol oynarlar.®>?313%  Gozlenen bulgulara gére bu tip bronkopnomoniler bazi
kaynaklarda fibrinli nekrotik bronkopnémoniler ve fibrinli irinli bronkopndmoniler
olarak incelenmistir,14243%

Bu pnomonilerde yanginin gelisim siiresine gore birbirini takip eden; yangisal
hiperemi, kirmizi1 hepatizasyon, gri hepatizasyon ve lizis evreleri bulunmaktadir,}21315
Yangisal hiperemi evresinde akcigerde makroskobik olarak lezyonlu bolge voliimindz,
koyu kirmizi ve hafif sert yapidadir. Lezyonlu bolgelerin diiz ve konsolide olduklar1 bu
evrede, akciger kesit yiizli palpe edildiginde ¢ok miktarda gri-kirmizi renkte eksudat
sizintis1  goriiliir. Mikroskobik olarak bu evrede damarlarda hiperemi, alveol
limenlerinde O6dem sivisiyla beraber eritrosit ve deskuame epitel hiicrelerine

rastlanir.2422437 Kirmiz1 hepatizasyon doneminde akcigerin lezyonlu lobu voliimindz,

koyu kirmizi ve yangili alan karaciger kivaminda olup, kesit yiizii ise gri-kahverengi



renkte, kuru ve graniilliidiir. Bu evrenin mikroskobik bulgularinda kilcal damarlarda
dilatasyon, hiperemi ve alveollerde eritrosit, nétrofil 16kosit, deskuame epitel, fibrin
aglar1 ile 6dem sivis1 goriiliir. Peribronsiyal konnektif doku ve interlobiiler septumlar
yangisal O0dem ve fibrin tesekkiilinden dolayr olduk¢a genislemistir. Ayrica
intersitisyumda lenf damarlarinin da dilate ve bazen tromboz igerdigi goriilebilir,!>20-33
Gri hepatizasyon doneminde etkilenmis olan akciger loblar1 voliimindz, sert yapida ve
gri renkte olup, kesit yiizleri diiz, gri renkli ve kurudur. Bu evrenin mikroskobik
bakisinda hiperemi ve dekuamasyonun azaldigi, brons/bronsiyol ve alveollerde nétrofil
16kosit ve fibrin ipliklerinin arttig1 goriiliir. Intersitisyel alandaki kan ve lenf
damarlarinda trombozlar gozlenir. interlobiiler septumlar, yangi hiicreleri ve fibrinli bir
o0demle kalinlagmistir. Ayrica fibrinli bronkopndmonilere yol acan Pasteurella tiirii
mikroorganizmalar tarafindan salinan toksinlerle 16kositlerin dejenerasyona ugrayarak
yassilasip, yulaf hiicre seklini aldigi gorilir ki; Oat Cell olarak adlanadirilan bu
hiicrelerin ~ varligi  Pasteurella etkenlerinin sebep oldugu pndmoniler igin
patognomoniktir.12142338 Evcil hayvanlarda fibrinli eksudatin tamamen eritilememesi
ve lenf damarlarryla drene edilememesi nedenleriyle lizis evresine rastlanmaz.*>2

2.1.1.3. Aspirasyon pnomonisi

Ust solunum vyollarinin irinli veya nekrotik yangilarindaki eksudatin ve
solunumla alman yabanci maddelerin akcigere aspirasyonuyla olusan pnomoni
tipidir.1?'* Bu tip pnomoninin olusumunda yutma giicliigiine yol acan hastaliklar
(kuduz, aujesky, botilismus, farinks felci, bas travmalari, 6zafagus obstriiksiyonu vs.)
onemli bir yer tutmaktadir. Ayrica hatali sondalama veya ila¢ i¢cirme durumlarinda da
aspire edilen materyal aspirasyon pndmonisine yol agmaktadir.’®?® Akcigere aspire

edilen maddeler ilk olarak irinli, iilserli ve nekrotik bronsitis ve bronsiyolitise sebep



olurlar. Ilerleyen siiregte bu yangi yerini daha siddetli olan irinli apseli gangrendz
pndmoniye birakir,13213°

2.1.2. intersitisyel pnomoni

Akcigerin intersitisyumunda, yani interalveoler-interlobiiler septumlar ile brons,
bronsiyol ve damarlar ¢evresinde proliferatif karakterde yangisal olaylarin meydana
geldigi pndémoni tipidir.1#1>2%4% [ntersitisyel pnomoninin etiyolojisinde c¢ogunlukla
aerojen viruslar (Parainfluenza, Respiratory Syncitial, Herpes, Adenovirus, vb.) rol
almaktadir. Ancak klamidya, mikoplazma ve paraziter etkenler ile irritan kimyasal
toksik gazlar ve hipersensitivite olaylar: da intersitisyel pnémoniye yol agabilirler,!21341

Intersitisyel pnomonide makroskobik lezyonlar tipik degildir ve genellikle
gozden kacar.'>?* Diffiiz bir yayilim gosteren bu lezyonlara daha ¢ok dorso-kaudal
bolgede rastlanmak miimkiindiir. Bu tip pnomonide, 6dem ve amfizem sonucu
akcigerlerin agik renkli, siingerimsi, elastiki yapida, siskin ve kollabe olmadiklar1 ve
yiizeylerinde kosta izlerini tasidiklar1 goriiliir. Bu lezyonlarin kesit yiizlerinde eksudat
sizintisina rastlanmaz. Kronik olgularda kesit yiiziinde, lenfoproliferasyona bagli soluk
gri renkli graniiler yapida nodiiller goriilebilir.1%232442

Intersitisyel pndmoninin mikroskobik bulgularinda; akut ddSnemde 6dem ve hafif
mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve kronik evrede ise yogun mononiikleer hiicre
infiltrasyolar1 ve hafif bag doku artisiyla interalveoler septumlarin kalinlastigi gortliir.
Akut evrede bazen alveol duktuslarinda ve brong/bronsiyol epitel hiicrelerinin {izerinde
hiyalin membranlar vardir.2%?! Bu tip pnémonide, alveol tip | hiicrelerin dejenerasyonu
sonucu kiibiklesmis tip II pnomositlerin proliferasyonu (epitelizasyon; fotalizasyon)
onemli bir bulgudur. Intersitisyel pnémoni igin diger bir énemli bulgu brons, bronsiyol

ve damar ¢evrelerinde lenfoid doku hiperplazisidir. Bazen bronsiyolitis obliteransa da

rastlanabilir. Yine bu tip pndmoni i¢in spesifik bir bulgu olarak alveol duktuslarinda,



brong ve bronsiyol ¢evrelerinde fibromiiskiiler hiperplazi gozlenir. Bu tip pndmonide
etiyolojiye bagl olarak bazen sinsityal dev hiicreleri (Paramyxoviridea ailesinden
respirovirus ve pneumovirus) ve inklizyon cisimcikleri (Poxvirus, Adenovirus,
Respirovirus, Herpesvirus) bulunabilir 10121315

Bazi intersitisyel pndmonilerde proliferatif yanginin yani sira eksudatif
degisikliklerin de meydana geldigi bronko-intersitisyel ozellikte pnomonilere
rastlanabilir.?X? Bu pnomonilerde, farkli olarak yangi brons, bronsiyollerde daha
belirgin olup, brong/bronsiyol liimenlerinde nétrofil agirlikli yangi hiicrelerini iceren
serd-miikoz bir eksudat bulunur.®31

2.1.3. Embolik-Metastatik Pnomoni

Embolik-metastatik pnomoni, irinli yangilardan kdken alan septik embolilerin
akcigerlerde olusturdugu pnomoni tipidir.?>?® Bu pndmoniler metritis, endokarditis,
hepatitis, enteritis, omphalophlebitis ve panarisiyum gibi primer yangi bolgelerindeki
Streptococcuc spp., Staphylococcus spp., Escherichia coli ve Corynebacterium
pyogenes gibi bakteriyel etkenlerin hematojen yolla akcigerlere gelip tutunmalar1 veya
metastaz yapmalariyla meydana gelir.*??® Makroskobik olarak tiim loplarda serpilmis
tarzda irin, apse ve nekrotik odaklar gozlenir. Bu pndmonilerin mikroskobik
bulgularinda akcigerlerde multifokal bicimde fibroz kapsiille kusatilmis graniilosit
infiltrasyonlari ile karakterize apse odaklar1 gozlenir, 14143

2.1.4. Graniilomatéz Pnomoni

Graniilomatdoz pnomoni, fagositozla elimine edilemeyen mikroorganizmalara
veya yabanci partikiillere karsi ¢ok sayida makrofaj, lenfosit, az sayida nétrofil ve dev
hiicrelerine sahip yangisal reaksiyonla karakterize kronik seyirli 6zel bir pndomoni
tipidir.12244*  Diger tiirlerde graniilomatdz pnomonilerin en yaygmm nedeni

Mycobacterium tiirleri olsa da koyunlarda bu pnoémoni tipi i¢in daha ¢ok mikotik



etkenler sorumlu tutulmaktadir®* Bu mikotik etkenlerin basinda Cryptococcus
neoformans, Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitis,
Actinobacillus spp., Actinomyces spp., Nocardia spp., tiirleri gelmektedir. Ayrica
Corynebacterium spp. koyunlarda pyograniilomatéz pnomoniye yol agan onemli bir
etken olup, hematojen veya solunum yoluyla akcigere ulasmalari ile graniilamatz
yangiya sebep olurlar.204

Akcigerlerde diizensiz dagilimli, keskin sinirli, sert yapida ve degisik biiyiikliikte
kaze6z veya kaze6z olmayan graniilomlar goriiliir. Bu graniilomlarin enine kesitinde
fibroz bag doku ile ¢evrili, gri-sarimtrak renkli yogun akiskanlikta bazen kalsifikasyona
ugramis nekrotik bir olusum gozlenir.?? Graniilomatéz pndmoninin mikroskobik
bulgusunda, fibroz kapsiille ¢evrilmis ve merkezinde distrofik kalsifikasyonlar1 igeren
kazeifikasyon nekrozu, ¢evresinde nétrofil 16kositler, lenfosit, plazmosit ve makrofajlar
ile langhans tipi veya yabanci cisim dev hiicrelerinin bulundugu tipik graniilomlara
rastlanir, 141540

2.1.5. Vermin6z Pnémoni

Akcigerlerde parazitlerin sebep oldugu pnomoni tipidir. Bu tip pndmonin
etkenleri arasinda; Dictyocaulus filaria, Dictyocaulus viviparus, Protostrongylus spp.,
Muellerius spp. ve Cystocaulus spp. gibi parazit tiirleri yer alir.12?4247 By pnémonide
akcigerin tiimii etkilenebilir olsa da, lezyonlara daha ¢ok akcigerin kaudal loplarinda
rastlanir. Vermindz pndémoni lezyonlar1 genellikle sinirlari belirgin olmayan diizensiz
dagilimh gri, sarimtrak veya yesilimsi renkte ve hafif sert nodiiler yapidadir. Trake ve
bronglarda ergin parazit formlari goriilebilir.'>?*® VVerminéz pnémoninin mikroskobik
bulgularinda; alveol, brong ve bronsiyol liimenlerinde parazit larva ve yumurtalarina
rastlanir. Bu parazit etkenleri basta eozinofil olmak iizere polimorfniikleer hiicre

infiltrasyonlari, lenfosit, plazmosit ve yabanci cisim dev hiicrelerden olusan yangisal bir
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reaksiyonla cevrelenmistir. Bazen bu yangisal kitle fibroz bag dokuyla sarilmis
olabilir 20-21.24.49

2.1.6. Tiimoral Hastaliklar (Pulmoner Adenomatozis)

Akcigerin tiimoral hastaliklarindan en ¢ok bilineni koyunlarda retrovirus tip
D’nin sebep oldugu kronik seyirli ve bulasici bir tiimoral enfeksiyon olan pulmoner
adenomatozisdir.**>0 By hastalikta virus alveol tip I epitel hiicrelerinde ve silyumsuz
(clara) bronsiyol epitel hiicrelerinde neoplastik karakterde proliferasyonlar vardir.?:%
Makroskobik bulguda; akcigerlerin &zellikle kaudal loplarinda gri-beyaz renkte
konsolide nodiiller ve ¢evresinden keskin sinirlarla ayrilan bu lezyonlar parlak ve buzlu
cam goriiniimiinde olup, plorada kabarti olusturmaksizin bulunurlar.!2°! Mikroskobik
gozlemde; alveol duvarlarindaki kiibik epitel hiicrelerinde proliferasyon, alveollerde
liimene dogru uzanan papiller ¢ikintilar ve alveol liimenlerinde timor hiicrelerinin
olusturdugu kitleler vardir. Ayrica brons ve bronsiyol ¢evrelerinde lenfoid hiperplazilere
ve alveol liimenlerinde alveoler makrofajlara rastlanir, 210

2.2. Koyunlarda Adenovirus Pnémonileri

Koyun pndmonilerinin olugsmasinda rol alan viruslar arasinda adenoviruslar
onemli yer almakta olup, diinyada yaygin goriilmektedir.®® Yapilan ¢alismalarm biiyiik
bir ¢ogunlugu seroprevalans calismalar1 olup, antijen prevalansinin saptandigi ve gesitli
yontemlerin bir arada kullanilarak antijen varhiginin gosterildigi calismalar oldukca
yetersizdir.®

2.2.1. Etiyoloji

Adenoviruslar ilk olarak 1947 yilinda bir képekte®? ve 1950°li yillarin baginda
ise iki farkli calisma grubu tarafindan insanlarda tanimlanmistir.® Daha sonra
¢ocuklarin adenoid dokularindan hazirlanmis hiicre kiiltiirlerinde izole edilmelerinden

dolay1 “Adenovirus” adini almugtir.5+5556
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Adenoviruslar; 70-90 nm capinda, ikozahedral kapsid yapida, linear ¢ift zincir
DNA igeren zarfsiz viruslar olup, genomu 13 polipetit ve 40 gen igerir. Virus DNA’s1
yaklagik 35-36 kb uzunlugundadir. Virion 252 kapsomerden olusup, bunun 240’1
eskenar {iggen olan yiizeyden ve 12 kdsegenden olusur. Eskenar tiggen yiizeylerdeki
kapsomerlere hekzon, koselerdeki 12 adet kapsomerlere ise penton denir. Penton
bazlarina baglh ii¢ adet topuz seklindeki uzantilar fiber olarak tanimlanir. Penton ve
fiber arasindaki baglanti ve fiberin yapist adenoviruslar igin Kkarakteristik bir
morfolojidir.>7:8:59.60

Adenoviruslar  DNA homolojileri, genom biiyiiklikleri, kompoziSyonlart,
organizasyonlari, onkojeniteleri, notralizasyonlar1 ve hemagliitinasyon o6zelliklerine
gore siniflandirilmistir. Uluslararast Viruslart Siiflandirma Komitesi (International
Comitee on Taxonomy of Viruses- ICTV), adenoviruslart adenoviridae ailesi ig¢inde
virusun genomik yapisi, virionlarin o6zellikleri, yapilari, hacimleri ve serolojik
farkliliklarina gore Mastadenovirus, Aviadenovirus, Siadenovirus, Atadenovirus ve

Ichtadenovirus olmak iizere 5 genusta incelemektedir,>>616263
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Sekil 2.1. Adenovirusun sematik goriintimi

Koyunlarda adenoviruslarin varligi ilk olarak koyun kan serumlarinda 1964
yilinda Darbyshire ve Pereira®® tarafindan ortaya konulmustur. Koyunlarda adenovirus
izolasyonu ise 1969 yilinda Kuzey Irlanda’da McFerran ve ark.®® tarafindan yapilmistir.
Ayni aragtirmacilar sonraki c¢alismalarinda saglikli ve hastalikli koyunlardan izole
ettikleri adenoviruslari ¢apraz nétralizasyon testlerine gore Ovine adenovirus (OAV) 1,
2 ve 3 olarak smiflandirmislardir.’” Sonraki yillarda yine koyunlardan 1974’te
Iskogya’da OAV-4;%8 1975’te Macaristan’da BAV-2;%° 1975°te Tiirkiye’de OAV-57° ve
1981°de Yeni zellanda’da OAV-6'! izole edilmistir. Saghkli ve hasta koyunlarin disk

ve mukozal sekretlerinden izole edilen ve giiniimiize kadar halen tespit edilen koyun
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adenoviruslari, genellikle pndmoni 6ncelikli olmak tizere, enteritis (OAV-1,5), hepatitis
(OAV-4), nefritis (OAV-5) ve sinir sistemi (OAV-6) enfeksiyonu da yaptiklari
bildirilmistir.®

2.2.2. Epidemiyoloji

Koyun pndmonilerinin etiyolojisinde dnemli rol alan adenoviruslar diinyada
oldukca yaygi bir cografyada goriilmektedir.>® Yapilan calismalarda virusun varhig
Amerika’da %7.3-%98.6;'>73" ngiltere’de %70;" Iskogya’da %83;® Irlanda’da %0.8-
%89.5;"" Hindistan’da %4.05-64.8;"® Nijerya’da %17.7-%18.4;"° Sudan’da %56;®
fran’da %13.63-%14;% Suriye’de %8.1;8! Bulgaristan’da %11.02-%69;828 Macaristan
%63.6;"2 Avustralya %44% ve Makedonya’da %318 oraninda bildirilmistir. Tiirkiye’de
de koyunlarda adenovirus tizerine seroprevalans ¢alismalar1 yapilmistir. Bu ¢alismalarin
sonuclarinda; Bursa’da %89.3-%100, Balikesir’de %82.7-%93.8, Bilecik’te %81.6-
%93.9, Kirklareli %50-%100, Elazig’da %5.1-%9.4, Gokgeada’da %66.6-%91.3 ve
Kars’ta %92.9 oranlarinda adenovirus prevalanslari rapor edilmistir,36:87.8889

Koyun adenovirus enfeksiyonlarinda morbidite oldukga yiiksek olup, %100’¢
kadar ulasabildigi, mortalitenin ise %5-20 araliginda seyrettigi bildirilmistir.*® Ancak
mortalite ve morbidite degerleri yas, cinsiyet, bakim, besleme ve mevsime gore
degisikenlik gostermektedir. Adenovirus enfeksiyonlarinda en ¢ok gengler etkilenirken;
eriskinler daha direnglidir.”® Ozellikle 2-12 haftalik kuzularda mortalite degerleri %30-
40’lara kadar ulasmaktadir. Toklularda ise bu oran %10-15 olarak bildirilmistir.”
Hastaligin sekonder enfeskiyonlarla komplike oldugu durumlarinda ise mortalitenin
%90’lara kadar ¢ikt1g1 rapor edilmistir.*°

Hastalikta bulagma; agiz, burun ve gozyasi akintisi, idrar ve diskiyla olmaktadir.
Ayrica aerosol yolla ve dogrudan hayvandan hayvana temas seklinde horizontal

bulagmayla da miimkiindiir. Enfeksiyonun, mevsimsel olarak en ¢ok yaz ve sonbahar
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aylarinda artig gosterdigi kaydedilmistir. Kalabalik ortam, yetersiz ve dengesiz besleme,
sicaklik, nakil gibi stres durumlar, enfeksiyonun ortaya ¢ikmasinda veya
siddetlenmesinde etkili olan faktdrlerdir.8®% Bazi sigir adenovirus serotiplerinin
koyunlarda izole edilmesi, benzer sekilde baz1 koyun adenovirus serotiplerinin ise diger
ruminantlarda goriiliiyor olmasi, adenoviruslarda tiirler arasi bulagsmanin miimkiin
oldugunu géstermektedir.®8’

2.2.3. Patogenez

Adenoviruslar ya dogrudan enfekte hayvanlardan damlacik yoluyla ya da dolayl
olarak kontamine materyellerle saglikli organizmaya alinir. Genellikle agiz ve burundan
alinan etkenler affinite duyduklar1 orofarenks/nasofareks mukoza epitellerine ve lenfoid
doku hiicrelerine penetre olurlar ve bu hiicrelerde etkenin primer ¢ogalmasi
gerceklesir.®1%2 Adenoviruslar patojenik olarak litik, latent ve onkojenik olmak iizere 3
karakterde bulunurlar. Koyun akciger dokusunda litik etki olusturarak pnémoniye yol
agmaktadirlar.%2%% Ust solunum yolu mukozasindan giren adenoviruslar, bolgesel lenf
diigiimlerini enfekte eder ve mukosiliyer savunma sistemini bozarlar. Bu durum
adenoviral pndmonilerin ¢ogu kez sekonder enfeksiyonlarla sonu¢lanmasinin nedenini
olusturmaktadir.”*®” Fiber proteinleri sayesinde respiratorik epitel hiicre zarlarinda
bulunan coxsackie-adenovirus (CAR) reseptorlerine baglanarak hiicre igine pinositozla
tasinan adenoviruslar, hiicrelerde sitomegali/karyomegaliye sebep olurlar. Bu sekilde
dejenerasyona ugrayan hiicreler zamanla nekroze olurlar.5®%% Ust solunum yolundaki
enfekte hiicrelerin yangisal uyarimi sekresyona yol acar. Gerek sekresyon ve gerekse
mekanik olarak solunum yolundan derinlere dogru taginan viruslar brons ve bronsiyol
epitellerini enfekte ederler. Enfeksiyonun 2-3. giiniinden sonra alt solunum yollarina
ulasan viruslar buradaki epitel hiicrelerinde dejenerasyon ve nekroza yol agarlar.

Ortalama 7-8. giinlerde bronsiyollerden, tip 1l alveol hiicrelerine ulasan etkenler, bu
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hiicrelerde irritasyon ve hipeplaziye sebep olurlar.”>%” Hastaligin pik seviyeye ulastig1 7.
giinde mononiikleer hiicre infiltrasyonlari, dejenerasyon, nekroz, hiperplazi ve fibrozis
olusumu ile karakterize bir intersitisyel pnomoni tablosu meydana gelir. Ortalama 10
giin siiren hastalik periyodundan sonra hiicrelerin rejenerasyonu ile iyilesme siireci
baslar.”®% Siiperenfeksiyonlarn gelismedigi durumlarda 2. haftanin sonunda tam bir
iyilesme gerceklesir. Primer enfeksiyona bagli olarak bagisikligin zayiflamast ve
olumsuz g¢evre kosullari ile ozellikle Pasteurella spp. ve Mycoplasma spp o6ncelikli
olmak iizere diger bakteri tilirlerinden kaynaklanan siiperenfeksiyon durumlarinda
supuratif bronkopnémoni olusur.’®%7%

2.2.4. Klinik Bulgular

Adenovirus enfeksiyonlar1 genellikle subklinik seyretmektedir. Ancak yas, 1rk,
bakim ve beslenme sartlarina gore klinik bulgularin siddeti degisiklik gostermektedir.
Zayif ve genc¢ hayvanlarda hastalik daha siddetli olup, en ¢ok solunum sistemi
semptomlar1 gozlenir ve bunu siklikla sindirim sistemine ait bulgular izler.®™ Ozellikle
kuzular i¢in siddetli pnémo-enteritisle karakterize adenovirus enfeksiyonlarinda ayrica
karaciger, bobrek ve sinir sistemi tutulumu da bildirilmistir.”® Koyunlarda deneysel
adenovirus enfeksiyonlarinda; ates, istahsizlik, halsizlik, zayiflama, salivasyon,
lakrimasyon, konjunktivitis ve serézden mukupurulente kadar degisebilen burun
akintisi, hizli, yiizeysel ve gii¢ solunuma eslik eden kuru oksiiriik gibi klinik gézlemler
kaydedilmistir."%? Sekonder enfeksiyon durumlarinda, viicut 1s1s1 oldukca yiikselir,
burun akintis1 seromukoidden mukopurulente doniisiir, solunum giigliigti ve oksiiriik ise
daha siddetlidir. Ozellikle siit kuzularinda sekonder enfeksiyonlarm gelistigi durumlarda

mortalite %90’lara ulagir.’8%7%
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2.2.5. Makroskobik Bulgular

Koyunlarda deneysel adenovirus enfeksiyonu olusturulmus ve makroskobik
bulgular izlenmistir. Akcigerde kranial loplar basta olmak tizere diger loplarda da koyu
kirmizi renkli, sert ve siki yapili multifokal hafif konsolide alanlara diizensiz sinirls,
koyu renkli ¢okiintli halindeki atalektazik ve agik renkli kabarik amfizemli alanlarin
eslik ettigi goriiliir."2%21% Ortalama 7. giin bulgularin en siddetlendigi evre olup,
konsolide, atalektazik ve amfizemli alanlarin genisledigi ve akcigerin neredeyse
tamaminin volimindz, 6demli, elastik yapida ve kollabe olmadig1 gozlenir. Ayrica lenf
yumrular1 normalin 2-3 kat1 kadar biiyiimiistiir.2%> Deneysel olarak Pasteurella spp.
etkenleri ile olusturulan sekonder enfeksiyonlarda ise intersitisyel pnomoni
goriiniimiindeki makroskobik tablonun supuratif pnomoniye donisiip, akcigerin
neredeyse tiim loplarmin etkilendigi akut irinli-nekrotik bronkopndmoni gelisir.%"%
Deneysel enfeksiyonda solunum sistemi disinda bagirsaklarda kataral enteritis ve
mezenteriyal lenf diigiimlerinin biiyiidiigii bildirilmistir.”

2.2.6. Mikroskobik Bulgular

Deneysel olusturulan adenovirus enfeksiyonlarinda, intersitisyel tipte pnémoni
gelistigi ve mikroskobik bulgular olarak brons, bronsiyol ve alveol epitellerinde
dejenerasyon ve nekrozlarin meydana geldigi, ilerleyen siiregte interalveoler alanda
6dem, monontikleer hiicre infiltrasyonlari ile interalveoler septanin kalinlastigi, brons ve
bronsiyol cevrelerinde ise lenfoid doku hiperplazisi meydana geldigi gériilmiistiir.®"®9
Enfeksiyonun siddetlendigi 7. giinde alveollerde epitelizasyon, brons ve bronsiyol
epitellerinde hiperlazi ve brons/bronsiyol ¢evreleri ile duktus alveolarislerde
fibromiiskiiler hiperplazi meydana gelir. Hastali§in sonuna dogru interalveollerde hafif
91,101

fibrozis uyarimi sekillenir ve yer yer atalektazi ile amfizemli alanlar goriiliir.

Ayrica bazi deneysel c¢aligmalarda brons ve bronsiyol epitellerinde intraniikleer
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bazofilik  inkliizyon cisimciklerine  rastlandigi  bildirilmistir.®"%®  Sekonder
enfeksiyonlarin eslik ettigi olgularda nekroza ugrayan brong/bronsiyol ve alveol epitel
hiicrelerinin limene deskuame olup, nétrofil 16kosit ve makrofaj hiicre infiltrasyonlari
olusur.”*®  Adenoviruslarin  solunum sistemi disinda bagirsak mukozalarinin
propriyasinda hiperplazi, lenfosit, plazmosit ve nétrofil 16kosit infiltrasyonu,
mezenteriyal lenf diigimlerinde nekrotik ve proliferatif degisiklikler, hepatositlerde
atrofi, dejenerasyon, notrofil ve makrofaj infiltrasyonlar1 ile fibrin birikimiyle
karakterize multifokal nekrotik hepatitis ve bobrekte tubul ve glomeruluslarda epitel
dejenerasyonu ve lenfositer infiltrasyonla karakterize nonpurulent intersitisyel nefritis
gbzlenir.’* % 101

2.277. Tam

Adenoviruslar nasal sekret, digki ve idrardan izole edildiginden teshis igin bu
materyaller kullanilabilir. Genellikle etken sagilimi 3-14. giinler arasinda oldugu i¢in bu
zaman diliminde materyallerin almmasi gerekmektedir.>’272  Enfeksiyonun akut
fazinda 6len hayvanlarin burun mukozasi, akciger, bagirsak, bobrek, karaciger ve lenf
diigiimlerinden hazirlanan homojenatlardan da etken izolasyonu saglanabilir.®
Hastaligin kesin tanis1 ya direkt tani yontemleri ile dogrudan etkenin varliginin
gosterilmesiyle ya da etkene karsi viicutta olusan antikor varliginin saptanmasi esasina
dayanan indirekt yontemlerle yapilmaktadir.®

Diret teshis yoOntemleri olarak hiicre Kkiiltliri, hemagliitinasyon (HA),
Immunofloresan (IF), Direkt floresans antikor testi (DFAT), Iimmunperoksidaz (IP),
Elektron mikrokop yontemlerinden (EM), Polymerase Chain Reaction (PCR) ve Antijen
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) testleri kullanilmaktadir.5°987

Indirekt teshis i¢in; Hemagliitinasyon inhibisyon (HAI), Mikronétralizasyon,

Serum noétralizasyon, Agar jel immiinodifiizyon (AGID), Komplement fiksasyon (CF),
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Enzim Immunoassay (EIA) ve Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay ELISA gibi
serolojik testlerinden yararlanilir.> 2

Bu yontemlerden hiicre kiiltiirii altin standart olarak kabul edilir. Ancak hiicre
kiiltirii son derece 6zgiil bir yontem olmasina ragmen zaman alici, zahmetli ve pahali
oldugundan pek tercih edilmemektedir.”*81%2 |F/DFAT olduk¢a hizli ve yiiksek
duyarlilikta sonug vermekle birlikte yetersiz morfolojik detay sunmaktadir.®” EM ve IF
yontemleri diisiik konsantrasyonlarda bile sonug verebildikleri i¢in daha avantajlidirlar.
CF, AGID, Mikronétralizasyon ve HAI testleri pratik, hizli ve duyarli olmalarina
ragmen, her serotip igin spesifik olduklar1 igin rutinde pek kullanilmamaktadirlar.5®
Gliniimiizde hizli molekiiler tan1 yontemi olarak PCR teknigi kullanilmaktadir. Bu
metod diisiik konsantrasyonlarda bile yiiksek spesifite ile diger metodlara gore daha
giivenilirdir. Ozellikle MRT (multiplex reverse transcription)}-PCR yontemi ile
adenoviruslarm 1°den 7’ye kadar olan tiplerin ayn1 anda tespiti yapilmaktadir.8193.104

2.2.8. Tedavi ve Koruma

Koyunlarin adenovirus enfeksiyonlarinda etkene yonelik etkili bir antiviral ilag
bulunmadigi i¢in, bu enfeksiyoz hastalikla miicadelede immunproflaksi ve semptomatik
tedavi 6n plana ¢ikmaktadir.2%® Koyun adenovirus enfeksiyonlariyla miicadelede,
spesifik ve non spesifik yontemler uygulanmaktadir.®'2

Spesifik miicadele dogrudan etkeni ortadan kaldirmaya veya canli organizmada
etkene kars1 antikor tiretimini icermektedir. Non spesifik miicadelede ise enfeksiyonun
predispozan faktorlerinin elimine edilmesiyle yapilmaktadir. Ozellikle disaridan siiriiye
katilan hayvanlarda karantina uygulamasi yapilmalidir. Viruslarla miicadelede %3

sodyum hipoklorit, %3’liik formaldehit, %0.63 quarterner amonyun ve %70 etanol etkili

olmaktadir.”®1% Bu 6nlemlerin yan1 sira hayvan bagisikliginin yiiksek tutulmasi veya
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bagisiklig1 baskilayan stres (1s1, 151k, nem, havalandirma, kalabalik, nakil, besleme vs.)
faktdrlerinin 6niine gegilmesi olduk¢a dnemlidir.® "

Etkenle spesifik miicadelede en etkili yontemlerinden biri asilamadir. Ancak
tilkemizde adenoviruslar igin as1 bulunmamasma ragmen bazi iilkelerde koyun
adenoviruslari i¢in asilama yapilmakta olup, diizenli agilamanin kuzu kayiplarini %10-

15°lerden %?2’lere kadar diisiirdiigii bildirilmigtir.>10°10
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Calisma Materyali

Calisma materyalini, Bingdl ve Erzurum illerinde faaliyet gdsteren o0zel
mezbahalarda kesimi yapilan ve makroskobik olarak pnomoni lezyonu gozlenen koyun
akcigerleri olusturdu. 2018 yili Kasim ve 2019 yili Nisan aylar1 arasinda mezbahaya
gidilerek, kesimi yapilan 1459 (Erzurum 748; Bingél 711) koyun akcigerleri
makroskobik olarak muayene edildi ve pndmoni bulgular1 gésteren 88 (Protokol No: 1-
45 Erzurum; 46-88 Bingol) adet akcigerlerde makroskobik ve mikroskobik incelemeleri
i¢cin doku ornekleri alindi. Bu doku 6rnekleri histopatolojik muayeneler i¢in %10’luk
tamponlu formalin soliisyonuna, ELISA ve PCR yontemlerin uygulanmasi igin de -20°C
derin dondurucuya konuldu.

3.2. Yontem

3.2.1. Makroskobik Inceleme

Incelenen akciger &rneklerinde makroskobik bulgular, daha &nce yapilan

80,107

caligmalar 1s181inda Tablo 3.1°de belirtilen kriterlere gore skorlandi.

Tablo 3.1. Akciger doku 6rneklerinde makroskobik bulgularin skorlanma kriterleri

(-)yok (+)hafif (++)/orta (+++)/siddetli
Hepatizasyon Yok %10’dan az %10-20 %20’den fazla
Atalektazi Yok %10’dan az %10-20 %20’den fazla
Amfizem Yok %10’dan az %10-20 %20’den fazla
Odem Yok %20’den az %20-50 %50’den fazla
Hiperemi Yok %20’den az %20-50 %50’den fazla
Hemoraji Yok 3-5 odak 6-8 9’dan fazla
Nekroz Yok 3-5 odak 6-8 9°dan fazla
Irin-Apse Yok 3-5 odak 6-8 9°dan fazla
Ploritis Yok %10’dan az %10-20 %20’den fazla
Lenfangitis Yok %10’dan az %10-20 %20’den fazla
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Akcigerlerdeki lezyonlarin lokalizasyonu ve karakterine gore makroskobik
olarak pnomoniler simiflandirilmasi; lobiiler, lober, lobiiler+lober ve intersitisyel
pnomoni seklinde yapilip, lezyonlu akcigerlerin makroskobik resimleri ¢ekildi.

3.2.2. Mikroskobik Incelemeler

Makroskobik olarak pnomoni lezyonlar1 gosteren akcigerlerin lezyonlu
bolgelerinden histopatolojik incelemeler i¢in doku drnekleri alindi.

3.2.2.1. Dokularn Islenmesi

Pnomonili akcigerlerden alinan doku ornekleri %10’luk tamponlu formalin
sollisyonuna alinarak tespiti yapildi. Dokularin kiigiiltme islemi yapilarak kasetlere
alindiktan sonra tespit sollisyonunlarindan arindirmak i¢in 24 saat akan ¢gesme suyunda
yikama islemi yapildi. Daha sonra doku takip cihazinda (Leica TP 1020) dokularin
strastyla %60, %70, %80, %90, %96 ve %100’lik alkol serilerinde birer saat siireyle
dehidrasyon; ksilol I-11 serilerinde ise birer saat siireyle seffaflandirma ve 2’ser saat
stireyle 57°C parafin 1 ve II’de parafinizasyon islemleri gergeklestirildi. Doku takip
islemi gerceklestirilen 6rnekler parafin bloklara gomiildii ve bu parafin bloklardan
histopatolojik muayene i¢in normal lamlara, immiinohistokimyasal muayeneler i¢in ise
adezivli lamlara 5 pm kalinliginda rotary mikrotom (Leica RM2125 RT) kesitler alindu.

3.2.2.2. Hematoksilen-Eozin (HE) Boyama

Histopatolojik incelemeler i¢in alinan doku kesitlerindeki parafinin eritilmesi
amaciyla 1 saat kadar 57°C etiivde bekletildi. Etiivden alinan doku kesitleri ksilol | ve
ksilol 11 serilerinde 5’er dk bekletilerek parafinlerinden arindirildi. Sonra doku kesitleri
%100, %96, %90, %80 ve %70’lik alkol serilerinde 3’er dk tutuldu ve boyama oncesi 5
dk kadar distile suda bekletildi. Daha sonra hematoksilen ile 5 dk siireyle boyanan
dokular ayni siire kadar ¢esme suyunda yikandi ve ardindan fazla hematoksilen

boyasinin giderilmesi i¢in asit alkol ile dekolore edildi. Dekolore edilen dokular eozin
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ile 1 dk boyandi ve sonrasinda dokular sirayla %70, %80, %90, %96 ve %100’lik alkol
serilerinden gegirildi. Son olarak ksilol 1 ve II’de 3’er dk tutularak boyama islemi
tamamlanan dokular, entellan yardimiyla lamallerle kapatildi. HE boyamasi yapilan
preparatlar 151k mikrobunda (Olympus BXS51) incelendi ve gozlenen patolojik
bulgularin resimleri alindi. Gozlenen mikroskobik bulgularin tipi ve siddeti, onceki

41,108

calismalardan yararlanilarak hazirlanan Tablo 3.2°de belirtilen kriterlere gore

skorlandi.

Tablo 3.2. Akciger doku 6rneklerindeki mikroskobik bulgularin skorlanma kriterleri

(-)/yok (H)hafif (++)/orta (+++)/siddetli
Atalektazi Yok %33’den az %33-50’da %50’den fazla
Amfizem Yok %?33’den az %33-50’da %350’den fazla
Hiperemi Yok 1-5 damarda 6-10 10’dan fazla
Hemoraji Yok 1-4 odak 5-8 8’den fazla
Tromboz Yok 1-5 damarda 6-10 10’dan fazla
Odem Yok %10’den az %10-20 %20°den fazla
MNHIi Yok 15°den az hiicre 15-30 30’dan fazla
PNHI Yok 15°den az hiicre 15-30 30’dan fazla
Lenfoid Hiperplazi Yok 1-5 odak 6-15 15°ten fazla
Epiteliyal Hiperplazi Yok 1-6 odak 7-16 16’ten fazla
Fibromiiskiiler Hiperplazi Yok 1-4 odak 5-8 9’dan fazla
Fibrozis Yok %15°den az %15-30 %30’den fazla
Deskuamasyon Yok 10’den az hiicre 10-20 20’dan fazla
Dejenerasyon Yok 15°den az hiicre 15-30 30’dan fazla
Nekroz Yok 1-3 odak 4-7 7’den fazla
Bronsitis/Bronsiyolitis Yok 1-3 brong/bronsiyol 4-7 7’den fazla
Ploritis Yok %10’den az %10-20 %20’den fazla
Lenfadenitis Yok %10’den az %10-20 %20’den fazla
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3.2.2.3. Iimmiinohistokimyasal Boyama

Pnomonili akciger drneklerinde adenovirus varligini saptamak amaciyla yapilan
immiinohistokimyasal boyama i¢in adezivli lamlara alinan kesitler 57 °C etiivde 1 saat
bekletildi. Etiivden ¢ikarilan dokular sirastyla ksilol ve alkol serilerinden gegirilerek,
deparafinizasyon ve dehidrasyon islemleri gergeklestirildi. Distile su ile yapilan 5 dk
yikama isleminden sonra dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek i¢in
kesitler %3’lik H2O2’de 10 dk bekletildi. Bu asama ile beraber bundan sonraki yapilan
her islemden sonra dokular 3 kez 5’er dk fosfat buffer soliisyonu (PBS) ile yikandi.
Dokulardaki antijen varligini1 ortaya ¢ikarmak amaciyla antijen retrival soliisyonu olan
sitrat buffer (pH'6.1) ile 5 dk. siireyle 2 defa mikrodalga firminda kaynatildi. Her
kaynatmadan sonra dokular oda sicakliginda sogumaya birakildi. Dokularin etrafi
hidrofobik (PAP pen) kalemle sinirlandirildi. Dokular spesifik olmayan antijen
baglanmalarin1  6nlemek igin protein blok soliisyonuyla 10 dk. inkiibe edildi.
Inkiibasyon uygulamalar1 sirasinda dokular karanlik ve nemli ortamda bekletildi. 1/20
oraninda sulandirilan primer antikor (Monoclonal mouse anti-adenovirus type 3 (BAV-
3) Cat No: BIO 292, BIOX Jemelle, Belgium) dokular tizerine damlatilarak 1 saat siire
ile 37°C’de inkiibasyona birakildi. Dokular 6nce biotinize sekonder antikor ile 20 dk.
daha sonra streptavidin-peroksidaz konjugatiyla 15 dk. inkiibe edildi. Bu uygulamanin
ardindan son kez PBS ile yikama yapildi. Son olarak dokulardaki reaksiyonlari
gostermek i¢in kesitlerin tizerine 3-3’ Diaminobenzidine (DAB) kromojeni damlatilarak
istenen renk gradyanima ulasildiktan sonra distile suyla yikama yapildi. Distile suda
yikanan lamlara hematoksilen ile zit boyama yapildi. 15-20 sn kadar hematoksilen ile
arka zemin boyamas: yapilan dokular ¢esme suyunda yikanarak boyanin fazlasi
giderildi. Dokular sirasiyla alkol serilerinden gegirilip, 5 dk. ksilolde bekletildikten

sonra entellan yardimiyla lamelle kapama islemi yapildi. Bu sekilde
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immiinohistokimyasal boyamasi yapilan preparatlar 151k mikroskobunda (Olympus
BX51) incelendi ve pozitif boyama gdosteren alanlarin resimleri alindi.
Immiinohistokimyasal incelemede pozitiflik gosteren 6rneklerin bulgu siddetleri, dnceki
calismalardan*1% istifade edilerek skorlamalar1 Tablo 3.3 'de belirtilen kriterlere gore
yapildi.

3.2.2.4. immiinofloresan Boyama

Immiinofloresan uygulamalar i¢in adhezivli lamlara alinan kesitler 57 °C etiivde
1 saat bekletildi. Etiivden cikarilan dokular ksilol ve alkol serilerinden sirasiyla
gecirildi. Deparafinizasyon ve dehidrasyon islemleri yapilan dokular 5 dk distile suyla
yikandi. Yikama isleminden sonra dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini inhibe
etmek i¢in kesitler % 3’liikk H2O2’de 10dk siireyle bekletildi. Daha sonra dokular {i¢ kez
5 dk siire zarfinda fosfat buffer soliisyonu (PBS) ile yikandi. Bu asamadan sonraki her
PBS ile yikama 5’er dk olmak tiizere ii¢ defa yapildi. Bu yikamanin ardindan
dokulardaki antijen varligini ortaya ¢ikarmak amaciyla antijen retrival islemi uygulandi.
Bunun i¢in sitrat buffer (pH'6.1) soliisyonu i¢inde dokular 5 dk. siireyle mikrodalga
firminda 1sitildi. Her 1sitmanin ardindan dokular oda sicakligina erisinceye kadar
sogumaya birakildi. Ug kez tekrarlanan bu islem sonrasinda 20 dk. kadar oda sicakligina
sogutulan dokular PBS ile yikandi. Daha sonra kitlerin dokularla etkili reaksiyonu icin
kesitlerin gevreleri hidrofobik (PAP pen) kalemle sinirlandirildi. Doku sinirlari ¢izilen
lamlar kamara (humidty chamber) igine yerlestirilerek spesifik olmayan antijen
baglanmalarin1 6nlemek maksadiyla primer ve sekonder antikorlarla uyumlu protein
blok soliisyonuyla 10 dk inkiibasyona birakildi. Bu asama da dahil olmak {izere
inkiibasyon islemleri karanlik ve nemli ortam saglayan kamaralarda ger¢eklestirildi.
Protein blok ile inkiibasyonun bitiminde dokulara yikama yapilmaksizin lam tizerindeki

soliisyonun fazlasi dokiildii. Daha sonra dokularin tamamini kaplayacak sekilde bir
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pipet yardimiyla 1/20 oraninda sulandirilan primer antikor (Monoclonal mouse anti-
adenovirus type 3 (BAV-3) Cat No: BIO 292, BIOX Jemelle, Belgium) damlatilarak
dokularin 1 saat siireyle 37°C’de inkiibasyonu saglandi. Bu siire sonunda antijen-antikor
reaksiyonu tamamlanan dokularin PBS ile yikamasi yapildi. Yikamasi tamamlanan
dokulara 1/50 oraninda sulandirilan immiinofloresan antikor (Cat No: Goat Anti-Rabbit
IgG H&L (FITC)) damlatilarak karanlik ortamda 45 dk. bekletildi. Bu islem sonunda
distile su ile yikama yapildiktan sonra dokularin iizerine gliserol/distile su (1/9) ¢ozeltisi
damlatilarak lamelle kapatma yapildi. Boylece immiinofloresan boyamasi yapilan
preparatlar (ZEISS AXIO SCOPE Al) floresan atagmanli mikroskopta incelendi ve
pozitif boyama gosteren alanlarin resimleri alindi. Immiinofloresan incelemede
pozitiflik gosteren orneklerin siddeti onceki calismalar*!® 1s13inda Tablo 3.3°de

belirtilen kriterlere gore skorlandi.

Tablo 3.3. Immiinohistokimyasal ve immiinofloresan boyamalardaki pozitiflik
siddetlerinin skorlanma kriterleri.

(-)/yok (+)hafif (++)/orta (+++)/siddetli
Immiinohistokimya Yok 0-10 hiicrede 11-20 20’den fazla
Immiinofloresan Yok 0-10 hiicrede 11-20 20°den fazla

3.2.3. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)

Calismada ELISA testi igin -20 ° C’de saklanan akciger 6rneklerinden yaklagik 1
gr alinarak 2 ml’lik ependorf tiipe konuldu. Dokularin yer aldig tiiplerin i¢ine ayrica
lizis soliisyonundan 2 ml eklendi. Dokularin homojenizasyonu/par¢alanmasi amactyla
tiplerin igine 5 mm c¢aplh steril g¢elik bilyeler birakildi. Homojenizasyon islemi
(QIAGEN, tissue lyser, LT) otomatik cihazla 2000 devirde 20 dk olarak geceklestirildi.
Bu homojenizasyon isleminden sonra tiipteki dokular 5000g ‘de 10dk boyunca santrifiij

edildi. Santrifiij islemi sonrasinda lstte kalan siipernatant alinarak ELISA testine
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gecildi. Oreklerde adenovirus varligini saptamak amaciyla Bovine Adenovirus Antigen
(ADV-Ag) ELISA Kit (MyBioSource Catalog# MBS2608731, Lot#32305765)
kullanilda.

Testin yapilisi; Kitteki soliisyonlar test islemine baslamadan yarim saat once
oda sicakligina getirildi. 96 adet numune kuyucugu bulunan platede ilk sutundaki 8
kuyucuga testin standart soliisyonlar1 konuldu. Kalan diger 88 kuyucuga ise, 100 pl
ornek siipernantantlar1 eklendi. Sonra test plate 37°C’de 90 dk inkiibasyona birakildi.
Bu inkiibasyondan sonra kit protokoliine gore hazirlanan yikama soliisyonuyla plate 3
kez yikandi. Yikamadan sonra biotin antikor soliisyonu 1/100 oraninda sulandirilarak
her bir kuyucuga 100 pl olacak sekilde tiim gozlere eklendi. Bu sekilde plate 37°C’de
60 dk inkiibe edildi. Bu inkiibasyonun ardindan da tekrar 3 kez yikama soliisyonuyla
yikama yapildi. Daha sonra konjugat enzimi 1/100 oraninda sulandirilarak her bir
kuyucuga 100 ul eklendi. Konjugasyon amaciyla 37°C’de 30 dk 1s1 altinda bekleme
yapildi. Daha sonra son kez yikama soliisyonuyla bes defa yikama yapildi. Bu
yikamadan sonra substrat amaciyla colour reagent soliisyonlarindan (A/B) hazirlanan
cozeltiden (1/9 sulandirma orani) her bir kuyucuga 100 pl eklendi. Bu soliisyonlarla
37°C’de karanlik ortamda renk gradyani belirene kadar yaklasik olarak 30 dk
inkiibasyon saglandi. Bu asamada yikama islemi yapilmaksizin colour reagent ¢ozeltisi
dokiiliip, colour reagent C soliisyonundan her bir kuyucuga 100 pl konuldu. Son olarak
10dk i¢inde platedeki numunelerin 450 nm filtreli bir mikroplate spektrofotometrede
(Thermo Scientific, Multiskan GO, ABD) optik dansisiteleri (OD) okundu ve kayit
edildi.

3.2.4. PCR (Polymerase Chain Reaction- Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Tez ¢aligmasi i¢in pnomonili akcigerlerden alinan ve -20 C’de muhafaza edilen

dokulardan yaklasik 1gr kadar alinarak 2 ml’lik ependorf tiiplerine konuldu. Sonra

27



dokularin bulundugu tiipe lizis buffer ile serum fizyolojik katilarak demir bilyeler
sayesinde homojenizasyon saglandi. Homojenize olan materyal 5000 g’de 10 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 alinan siipernantlarda olasi adenovirus DNA’sin1 tespit
etmek icin PureLink Genomik DNA mini kit ile (Catalog no: 2024278, invitrogen,
ABD) ekstraksiyon yapildi.

3.2.4.1. DNA Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon i¢in kullanilan kitin protokoliine gore ekstraksiyon islemi
gercgeklestirildi. Bunun i¢in; 250ml numune siipernatanti tizerine 10 pl Carrier RNA
konulup, vorteksleme yapildi. Daha sonra tizerine 20 pul proteinaz K eklenerek tekrar
vorteks yapildi. Bu sekilde hazirlanan ¢ozeltiye 200 pl Genomik Lysisi/Binding Buffer
soliisyonu Kkatilarak, 55°C’de 10dk. inkubasyona birakildi. Bu asamadan sonra
inkubasyondan alinan her bir numune iizerine 200 ul etanol eklendi ve vortekslendi.
Vorteks islemi sonunda tiipteki ¢ozelti kit iginde bulunan column tiiplere aktarildi.
5000g’de 10 dk santrifiij edilen 6rneklerdeki virus arttk membran filtresine takildi, altta
kalan s1v1 dokiildii. Column tiipiiniin tizerine 500 ul Wash Buffer I soliisyonu eklendi.
Tekrar 5000g’de 1 dk. santrifiij yapildi ve bu yikama islemi 2 defa tekrarlandi. Bu
islemden sonra 1.5 ml’lik yeni bir ependorfun i¢ine column tiip konuldu ve iizerine
100ul elution soliisyonu eklenerek 5000 g’de son kez santrifiij islemi gerceklestirildi.
Son santrifiij isleminden sonra DNA ekstraksiyonu gergeklesmis oldu. PCR islemine
kadar ekstraktlar -20 C’de muhafaza edildi.

3.2.4.2. PCR Mix Hazirlama

-20 C’de saklanan ekstraklar ve PCR i¢in kullanilacak soliisyonlar ¢oziindiiriildii
ve daha sonra Mix hazirlandi. Bu mix; 22.5 pl H20, 3 pl 10X Taq Buffer, 2.4 ul 10 mM
MgClz, 0.5 pul 10 mM dNTP, 0.5 ul 10 pmol, forward ve rewers Primerler (Sibley ve

ark. 2011 ve De Motes ve ark 2004) ile 0.25 pl Dream Taq soliisyonlarindan
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olusmaktaydi. Hazirlanan bu mikslere 5 pl numune DNA ekstraktlar1 eklenerek PCR
reaksiyonuna geg¢ildi.

PCR Kosulu (Optimizasyonu); Termal cycler (Applied Biosystem, Verity,
ABD) cihazina yerlestirilen 6rnekler belirtilen sicaklik ve siirelerde 1s1 dongiilerine tabi
tutuldu. 94°C’de 5 dk ilk denatiirasyon islemini takiben 35 siklisluk PCR reaksiyonu
gerceklestirildi. Bu sikluslar; 94°C’de 45 sn denatiirasyon, 55°C’de 50 sn primer
baglanmasi ve 72°C’de 1 dk uzama seklinde gergeklestirildi. Son olarak 72°C’de 7 dk
son uzama ile reaksiyon tamamlandi.

Agaroz Jel Elektroforez; Thermal cycler’dan alidigimiz PCR driinlerin
amplifikasyonunu teyit etmek amaciyla agaroz jelde elektroforez islemi gergeklestirildi.
Bunun i¢in; 125 ml TAE (Tris Acetate EDTA) soliisyonuna 0.7 mg agaroz eklenerek 3
dk stireyle mikrodalga firinda eritilmesi saglandi. Daha sonra oda sicakligina diismesi
beklenen ¢ozeltiye 6 ul DNA’y1 géormeyi saglayan boya (SafeView Classic stain)
eklendi. Hazirlanan bu ¢ozelti jel yiiriitme tankina dokiilerek donmasi saglandi. Yari
kat1 hale gelen agaroz jele PCR iirlinleri kuyucuklara denk gelecek sekilde yiiklendi.
400 A ve 120 V’°de en az 25 dk boyunca yiiriitme islemi gergeklestirildi. Son olarak
tanktan alinan jel, UV 15181 altinda goriintiilenerek pozitif numuneler merdiven ile

hizalanarak dogru baz-pair biiyiikliige karsilik gelen 6rnekler pozitif olarak kaydedildi.
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4. BULGULAR

Mezbahada kesimi yapilan 1459 (Erzurum 748; Bingol 711) koyunun akcigerleri
makroskobik olarak muayene edildi ve pnomoni bulgular1 gosteren 88 (Toplam %6.03;
Erzurum %6.01, Bingol %6.05) akciger Ornegi makroskobik, histopatolojik,
immiinohistokimyasal, immiinofloresan, ELISA ve PCR yontemleriyle incelendi. Bu
pnoémonili akcigerlerinin; protokol numarasina goére 1-45’ini Erzurum; 46-88’ini ise
Bingol’den toplanan 6rnekler olugturmaktaydi.

4.1. Makroskobik Bulgular

Incelenen pnomonili koyun akcigerlerinde makroskobik olarak gdzlenen
lezyonlarin, organ lizerindeki dagilimina ve karakterine gére pndmoniler; lober, lobiiler,
lober+lobiiler ve intersitisyel pndmoni olarak degerlendirildi ve lezyonlarin akcigerdeki

lokalizasyonlar1 Tablo 4.1’de sunuldu.

Tablo 4.1. Akciger dokularinda gézlenen pnomoni tipi ve lokalizasyonlari

Protokol No Makroskobik Pnomoni Lokalizasyon
Tipi

1 Intersitisyel Sol kaudal

2 Intersitisyel Sag kranial

3 Intersitisyel Sag kaudal

4 Intersitisyel Sag kranial

5 Intersitisyel Sol kaudal

6 Lobiiler Sag kaudal

7 Intersitisyel Sol kranial

8 Intersitisyel Sag kaudal

9 Lobiiler Sol kaudal

10 Intersitisyel Sol kranial

11 Intersitisyel Sag kaudal

12 Lobiiler Sol medial

13 Lober Sag kranial+aksesuar

14 Intersitisyel Sag kaudal

15 Lober+Lobiiler Sol kranial+medial

16 Intersitisyel Sag kranial




Tablo 4.1. (Devami)

17
18
19

20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51

52
53

Intersitisyel
Intersitisyel
Intersitisyel
Lobiiler

Lobiiler

Intersitisyel
Intersitisyel
Intersitisyel
Lobiiler

Intersitisyel
Intersitisyel
Lobiiler

Lobiiler

Intersitisyel
Intersitisyel
Intersitisyel
Lobiiler

Intersitisyel
Intersitisyel
Intersitisyel
Intersitisyel
Intersitisyel
Intersitisyel
Lobiiler

Intersitisyel
Intersitisyel

Intersitisyel

Lober+Lobiler

Intersitisyel
Intersitisyel
Intersitisyel
Intersitisyel
Lobiiler
Lober
Intersitisyel
Intersitisyel
Intersitisyel

Sag kaudal
Sag kaudal
Sol kaudal

Sag kranial+aksesuar
Sag kranial

Sol kaudal

Sag medial

Sag kaudal

Sag kranial+aksesuar
Sol kaudal

Sag kaudal

Sag kranial

Sag kranial

Sol kaudal

Sag kaudal

Sag kaudal

Sag kranial

Sol kaudal

Sol kranial

Sol kaudal

Sol kaudal

Sag kaudal

Sag kranial

Sol kranial+medial
Sag kaudal

Sag kranial

Sag kranial

Sol kranial+medial
Sol kaudal

Sol kaudal

Sag kaudal

Sol akseuar

Sag kranial+medial
Sag kranial+aksesuar
Sag kaudal

Sag kaudal
Sol kraniyal
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Tablo 4.1. (Devami)

54
55

56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88

Intersitisyel
Intersitisyel
Lober
Lobiiler
Lobiiler
Intersitisyel
Intersitisyel
Intersitisyel
Intersitisyel
Intersitisyel
Intersitisyel
Intersitisyel
Intersitisyel
Lobiiler
Intersitisyel
Intersitisyel
Lobiiler
Intersitisyel
Intersitisyel
Intersitisyel
Intersitisyel
Intersitisyel
Intersitisyel
Intersitisyel
Intersitisyel
Lober
Intersitisyel
Intersitisyel
Intersitisyel
Lobiiler
Lobiiler
Intersitisyel
Intersitisyel
Intersitisyel

Intersitisyel

Sag kaudal

Sag kraniyal

Sag kranial+medial
Sag medial

Sag kranial

Sag kranial

Sol kaudal

Sol medial

Sol kaudal

Sag kaudal

Sol kranial

Sol kaudal

Sag kaudal

Sag kranial+aksesuar
Sag kaudal

Sol medial

Sag kranial+aksesuar
Sag medial

Sol kaudal

Sag kranial+medial
Sag kaudal

Sol kaudal

Sag aksesuar

Sag kranial

Sol kranial

Sag kranial+aksesuar
Sag kaudal

Sag kaudal

Sol kaudal

Sag kranial

Sag kranial

Sol kaudal

Sag kaudal

Sol kranial

Sag kaudal

Protokol Numarasi; 1-45 Erzurum, 46-88 Bingol
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Sunulan bu ¢alismada, pnémonilerin siniflandirilmasi, hem makroskobik hem de
mikroskobik bulgular g6z Oniinde tutularak; Bronkopnomoni (Kataral-irinli
bronkopnomoni, fibrinli bronkopnémoni), intersitisyel pnoémoni, graniilomatdz
pnémoni, vermindz pnémoni ve tiimoral hastaliklar (pulmoner adenomatozis) seklinde
yapildi.

4.1.1. Bronkopnomoni

Incelenen akciger orneklerinde %22.7 (20/88) oraninda bronkopnomoni tespit
edildi. Bronkopnomoni olarak degerlendirilen bu 6rneklerde gozlemlenen bulgularin ve
eksudatin karakterine gore de ayrica, Kkataral-irinli bronkopnémoni ve fibrinli
bronkopnomoni olarakta iki gruba ayrildi.

4.1.1.1. Kataral-Irinli Bronkopnémoni

Calismada  incelenen  Orneklerin -~ %15.9  (14/88)’unda  kataral-irinli
bronkopnomoni saptandi. Kataral-irinli bronkopnémonili 6rneklerin  makroskobik
incelenmesinde; daha ¢ok kranial lobta olmak iizere siirlar1 belirgin ve diizensiz, sert
yapili, sarimtirak ve koyu kirmizi konsolide alanlar goriildii (Sekil 4.1). Konsolide
alanlarin gevrelerinde atalektazi ve amfizemlere rastlandi. Lezyonlu bdolgelerin kesit
yiizeylerinde nekrotik odaklar ve kivamli irin akintist goriildi (Sekil 4.1). Bu tip
pnomonili 6rneklerin 7/14’linde mediastinal lenf yumrularimin 6demli, irinli ve
hemorajik oldugu goriildii. Calismada kataral-irinli bronkopnomonili akcigerlerin

makroskobik bulgular1 Tablo 4.2°de 6zetlendi.
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Sekil 4.1. Koyun, Akciger, Kataral-irinli bronkopnémoni, konsolide alan (biiyiitme),
hemoraji (0k baslar1) ve bronslarda irin(oklar).

4.1.1.2. Fibrinli Bronkopnomoni

Calismada incelenen Orneklerin %6.8 (6/88)’inde fibrinli bronkopndmoni
saptand1. Fibrinli bronkopndmonili drneklerde lezyonlarin ¢ogunlukla kranial loplarda
ve ¢ogunlukla loplarm tamamini kapladig: goriildii. Bu lezyonlarin koyu kirmizi, gri
renkli ve oldukg¢a sert yapili hepatize alanlar seklinde oldugu belirlendi (Sekil 4.2).
Kesit yiizlerinde gri renkli nekrotik odaklar ve koyu kirmizi eksudat sizintis1 goriildii.
Yangili alanlarda interlobiiler septumlarin genisledigi ve tizerilerinin yer yer fibrin ile
ortili oldugu tespit edildi (Sekil 4.2). Bu tip pnomonilerdeki akcigerlerin 5/6’sinda
mediastinal lenf yumrularinda nekrotik, hemorajik ve irinli lenfadenitis belirlendi.
Calismada fibrinli bronkopnomonili akcigerlerin makroskobik bulgular1 Tablo 4.2’de

Ozetlendi.
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Sekil 4.2. Koyun, Akciger, Fibrinli bronkopndmoni, plorada kalinlagsma ve yapigsmalar
(oklar).

4.1.2. intersitisyel Pnémoni

Calismada incelenen Orneklerin  %79.5 (70/88)’inda intersitisyel pnomoni
saptand1. Intersitisyel pnémonili drneklerin makroskobik muayenesinde; akcigerlerin,
elastiki yapida, voliimindz ve gogilis boslugundan cikarilinca kollabe olmadiklari
goriildii. Akcigerlerin dorsal yiiziinde kosta izleri ve amfizemli alanlarin varligi tespit
edildi (Sekil 4.3). Lezyonlu bolgelerin enine kesitlerinde herhangi bir eksudat sizintisina
rastlanmadi. Ayrica bu tip pnomonili akcigerlerin 20/70’inde mediastinal lenf
yumrularinin 6demli oldugu belirlendi. Calismadaki intersitisyel pnémonili 6rneklerin

makroskobik bulgular1 Tablo 4.2°de 6zetlendi.
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Ayrica, ¢aligmadaki 6rneklerin %11.3 (10/88)’linde bronko-intersitisyel pnomoni
tespit edildi. Bu oOrneklerde akcigerlerin 6demli, voliimindz olmalarinin yani sira,
kranial loplarda koyu kirmizi renkli, siki yapida konsolide alanlara rastlandi. Bu
pnomoni tipinde bulunan akcigerlerin 5/10’nunda mediastinal lenf yumrularinin 6demli
oldugu gozlendi. Caligmadaki bronko-intersitisyel pnomonili akcigerlerin makroskobik

bulgular1 Tablo 4.2’de 6zetlendi.

Sekil 4.3. Koyun, Akciger, Intersitisyel pndmoni, kosta izleri (oklar) ve amfizem (ok
baslari).

4.1.3. Graniilomatéz Pnémoni
Calismada incelenen akcigerlerin %35.6 (5/88)’sinda graniilomatéz pndomoni
belirlendi. Graniilomatéz pndmonili 6rneklerin makroskobik incelemelerinde; kranial ve

medial loplarda keskin smirli, diizensiz dagilimli, bazen paransime gomiilii ve elle
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palpasyonda sert yapida, ortalama 1-3 cm capinda, ¢esitli sayida ayr1 veya birlesik
nodiiller bigimde lezyonlar goriildii (Sekil 4.4). Bu graniilomatéz olusumlarin enine
kesitlerinin boz-beyaz kompakt yapida olduklari gbzlendi. Baz1 6rneklerin ise enine
kesitlerinde gri-sarimtrak renkte yer yer kalsifiye olmus irinler igeren piyograniilomlar
saptand1 (Sekil 4.4). Bu pnomonili akcigerlerin 1/5’inde mediastinal lenf yumrusunda
piyograniiloma rastland1 (Sekil 4.5). Calismada graniilomatéz pndmonili akcigerlerin

makrokobik bulgulari Tablo 4.2°de 6zetlendi.

Sekil 4.4. Koyun, Akciger, Graniilomatéz pndomoni, parangime goémiilii graniilom
(biiyiitme).
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Sekil 4.5. Koyun, Akciger, Mediastianal lenf yumrusu, kazedz lenfadenitis (biiylitme).

4.1.4. Verminoz Pnomoni

Calismada incelenen akcigerlerin %6.8 (6/88)’sinda vermindz pndmoni saptandi.
Vermindz pnomonili drneklerin makroskobik incelemelerinde lezyonlara ¢ogunlukla
kaudal lobda, baz1 akciger Orneklerinde ise hem kaudal hem de kranial loblarda
rastland1. Sinirlar1 belirgin olmayan, diizensiz dagilimli bu lezyonlarin gri, agik
kahverengi ve yesilimtirak renkte, hafif sert yapida ve nodiiler sekilde olduklar1 goriildii
(Sekil 4.6). Ayrica bu paraziter nodiillerin ¢evresinde atalektazik ve amfizemli alanlar
gozlendi (Sekil 4.6). Bu tip pnomonili akcigerlerin 3/6’sinda mediastinal lenf
yumrularmin 6demli ve hemorajik olduklar1 tespit edildi. Calismada belirlenen

vermindz pnémonili akcigerlerin makroskobik bulgular: Tablo 4.2’de 6zetlendi.
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Sekil 4.6. Koyun, Akciger, Vermindz pndmoni, parazit nodiilleri (oklar) ve amfizem (ok
bast).

4.1.5. Tiiméral Hastaliklar (Pulmoner Adenomatozis)

Calismada incelenen 6rneklerden %1.1 (1/88) oraninda pulmoner adenomatozis
saptandi. Pulmoner adenomatozisli akcigerin makroskobik incelemesinde; lezyonlarin
medial ve kaudal lobda, gri-beyaz renkte konsolide odaklar seklinde oldugu goriildii
(Sekil 4.7). Cevre dokulardan belirgin sinirlarla ayrilan parlak ve buzlu cam
goriiniimiindeki bu olusumlarin enine kesitlerinin, plérayr asmaksizin boz-beyaz renkte
sert odaklar olduklari belirlendi. Bu tip pnomonideki akcigerin mediastinal lenf
yumrularinda herhangi bir makroskobik degisiklige rastlanmadi. Calismadaki pulmoner

adenomatozisli akcigerdeki makroskobik bulgular1 Tablo 4.2°de 6zetlendi.
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78 iP,KBP - ++ - ++ o+ + - - -
79 FBP 4+ - ++ + N +
80 ir - + +++ ++ - - - - - -
81 ipP - ++ - ++ + - - - - -
82 ipP - +++ + F++ - - - - - -
83  BIP,KBP ++ ++ + ++ + ++ ++ ++ ++
84  BiP,KBP, + ++ ++ - ++ - - - ; -
85 iP - - + 4+ - - - - - -
86 1ip - + ++ - F++ + - - . .
87 IP\VP - o+ + ++ + - - - - -
88 ip - + +++ + - - - - + +

IP; intersitisyel pnomoni, BIP; Bronko-intersitisyel pnémoni, KBP; Kataral-irinli bronkopnomoni, FBP;
Fibrinli bronkopnémoni, GP; Graniilomatéz pnémoni, VP; Verminéz pnomoni, PA; Pulmoner
adenomatozis / Protokol Numarasi; 1-45 Erzurum, 46-88 Bing6l

4.2. Mikroskobik Bulgular

4.2.1. Bronkopnomoni

Incelenen akciger &rneklerinde tespit edilen bronkopnomoniler eksudatin
karakterine gore; kataral-irinli bronkopnémoni ve fibrinli bronkopnomoni olarak iki
gruba ayrild1.

4.2.1.1. Kataral-irinli Bronkopnomoni

Calismada  incelenen  Orneklerin ~ %15.9  (14/88)’unda  kataral-irinli
bronkopnomoni saptandi. Kataral-irinli bronkopndmoni bulgusu goésteren akcigerlerin
alveol epitelllerinde dejenerasyon ve nekrozlarin sekillendigi, alveol liimenlerinde ise
deskuame epitel ve notrofil 10kosit hiicre infiltrasyonlart gozlendi. Brons ve
bonsiyollerde de benzer sekilde epitel hiicrelerinin dejenerasyon ve nekroza ugrayip,
limene deskuame olduklari ve ayni zamanda limende de ¢ok sayida nétrofil
16kositlerin varligi saptandi (Sekil 4.8). Bu tip pnomonili akcigerlerin 8/14’inde

mediastinal lenf yumrularinda mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 ile hemorajilere
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rastlandi. Caligmadaki kataral-irinli bronkopnomonili akcigerlere ait mikroskobik

bulgular Tablo 4.3’de 6zetlendi.

Sekil 4.8. Akciger, Kataral-irinli bronkopnémoni, bronsiyol liimeninde eksudat (y1ldiz),
HE, Bar: 100 pm.

4.2.1.2. Fibrinli Bronkopnomoni

Incelenen akciger o6rneklerinin %6.8 (6/88)’inde fibrinli bronkopnémoni
saptandi. Mikroskobik muayenesinde kirmizi ve gri hepatize alanlar tespit edildi.
Kirmiz1 hepatize alanlarda; alveol, brons ve bronsiyol epitellerin dejenere ve nekroze
oldugu, liimenlerinde ise deskuame epitel hiicreler, eritrosit, nétrofil, makrofaj ve
lenfosit hiicreler ile yogun fibrinli eksudat varlig: gézlendi. Interlobiiler septumda 6dem,
hiperemi, hemoraji, tromboz ve yangi hiicre infiltrasyonlar1 ile fibrin artis1 goriildi
(Sekil 4.9). Gri hepatize alanlarda hiperemi ve eksudasyonun az, fibréz bag doku ve
tromboz (kan ve lenf damarlari) ile yangi hiicrelerinin ise ¢ok sayida oldugu saptandi

(Sekil 4.10). Ozellikle bu nétrofil 16kositlerin yogun oldugu alveol liimenlerinde
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bakteriyel toksinlerin etkileriyle yulaf sekilini alan nétrofil 16kositlere (oat cell) ve
bakteri kiimelerine rastlandi. Alveol, brong ve bronsiyollerde trombozlara bagli olarak
siddetli nekrotik degisikliklerin sekillendigi belirlendi. Akcigerlerin serozasinda siddetli
diizeyde ploritis tespit edildi (Sekil 4.11) ve bu yangi bolgesinde nétrofil 16kosit
infiltrasyonu ve fibroz bag doku artis1 belirlendi. Bu tip pndmonili akcigerlerin 5/6’sinin
mediastinal lenf yumrularinda dejenerasyon, nekroz ve hemorajik odaklara rastlandi.
Calismadaki fibrinli bronkopnémonili akcigerin mikroskobik bulgular1 Tablo 4.3’de

Ozetlendi.

Sekil 4.9. Akciger, Fibrinli bronkopnémoni, interlobiiler septumda fibrin artis1 (oklar)
ve bronsiyol liimeninde nétrofil 16kositler (yildiz), HE, Bar: 100 pm.
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Sekil 4.10. Akciger, Fibrinli bronkopnomoni, alveoler liimenlerinde 16kosit
infiltrasyonlar1 (oklar), alveol duvarlarinda hiperemi ve hemoraji (ok baslari), HE,
Bar: 100 pm.

Sekil 4.11. Akciger, Fibrinli bronkopnémoni, plérada siddetli fibroz kalinlasma ve
mononiikleer hiicre infiltrasyonlari (yildiz), HE, Bar: 100 um.
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4.2.2. Intersitisyel Pnémoni

Calismada incelenen Orneklerin  %79.5 (70/88)’inde intersitisyel pnomoni
saptandi.  Intersitisyel pndmonili akcigerlerin  mikroskobik incelemelerinde;
interalveoler septumda mononiikler hiicre infiltrasyonlar1 ve proliferatif degisikliklere
bagli kalinlasma oldugu goriildii (Sekil 4.12). Alveol duvarinda kiibik sekilli tip II
pnomosit epitelizasyonu (fotalizasyon) ve brons/bronsiyol epitellerinde hiperplazi
gozlendi. Alveol duktuslari ile brons ve bronsiyol ¢evrelerindeki muskiiler katmanlarda
hiperplazilerin ~sekillendigi saptandi (Sekil 4.12). Peribrons, peribronsiyol ve
perivaskiiler lenfoid dokularda da hiperplazi goriildi (Sekil 4.13). Bu tip pnomonili
akcigerlerin 29/70’nin mediastinal lenf yumrularinda 6dem ve lenfositolizis belirlendi.
Calismadaki intersitisyel pnomonli 6rneklerin mikroskobik bulgulart Tablo 4.3’de
Ozetlendi. Ayrica, incelenen akciger oOrneklerilerinin %11.3 (10/88)’tinde bronko-
intersitisyel pnomoni tespit edildi. Bu olgularda intersitisyel pnomonideki proliferatif
degisikliklerin yani sira alveol, Ozellikle brons ve bronsiyol liimenlerine noétrofil
agirlikli 16kosit hiicre infiltrasyonlar: gibi eksudatif degisiklikler de gozlendi. Bu tip
pnémoni gozlenen akcigerlerin 5/10’nun mediastinal lenf yumrularinda dejenere
16kositlere ve 6deme rastlandi. Calismadaki bronko-intersitisyel pnémonili drneklerin

mikroskobik bulgular1 Tablo 4.3’de 6zetlendi.
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Sekil 4.12. Akciger, Intersitisyel pndmoni, interalveoler kalinlasma (yildiz) ve
fibromiiskiiler hipertrofi (ok baslar1), HE, Bar: 200 um.

Sekil 4.13. Akciger, Intersitisyel pndmoni, peribronsiyoler lenfoid folikiillerde
hiperplazi (yildiz), HE, Bar: 200 pm.
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4.2.3. Graniilomat6z Pnémoni

Calismada incelenen akcigerlerin %5.6 (5/88)’sinda graniillomat6z pnomoni
belirlendi. Bu Orneklerin mikroskobik olarak incelenmesinde; merkezinde distrofik
kalsifiye odaklar1 ve kazeifikasyon nekrozu, ¢evresinde ise mononiikleer, polimorf
niikleer ve dev hiicre infiltrasyonlar1 bulunan en dista fibr6z kapsiille ¢evrelenmis tipik
graniilomlara rastlandi (Sekil 4.14). Bu tip pnomonili baz1 akcigerlerin 2/5’nin
mediastinal lenf yumrularinda akciger parankiminde oldugu gibi tipik graniilomlar
gozlendi (Sekil 4.15). Calismadaki graniilomatéz pnomonili 6rneklerin mikroskobik

bulgular1 Tablo 4.3’de 6zetlendi.

100 pm

Cme

Sekil 4.14. Akciger, Graniilomatéz pnomoni, kalsifikasyon (yildiz) ve koagiilasyon
nekrozu (ok baslari), ¢evresinde mononiikleer hiicre infiltrasyonu (kalin oklar), fibroz
kapsiil (ince ok), HE, Bar: 100 pm.
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Sekil 4.15. Mediastinal lenf yumrusu, Graniilom, kalsifikasyon (yildiz), koagiilasyon
nekrozu (ok baslart), dev hiicre (oklar), fibréz kapsiil ve polimorf niikleer hiicre
infiltrasyonlari, HE, Bar: 200 um.

4.2.4. Verminoz Pnomoni

Calismada incelenen akcigerlerin %6.8 (6/88)’inde vermindz pndmoni saptandi.
Bu oOrneklerin mikroskobik incelenmesinde; alveol, brons ve bronsiyol liimenlerinde
parazitin yumurta, larva ve eriskin formlarina rastlandi (Sekil 4.16). Bu parazitlerin
cevresinde ¢ogunluk eozinofil 16kositlerden olusan nétrofil, lenfosit, makrofaj ve
yabanci cisim dev hiicrelerinden olusan yangisal bir kusak gozlendi (Sekil 4.17). Bazi
olgularda bu yangisal degisikliklerin fibréz bag dokuyla ¢evrelendigi goriildi. Bu tip
pnomonideki akcigerlerin 3/6’sinin mediastinal lenf yumrularinda 6dem ve hemorajik
odaklara rastlandi. Calismadaki verminéz pnomonili 6rneklerin mikroskobik bulgulari

Tablo 4.3’de 6zetlendi.
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Sekil 4.16. Akciger, Vermindz pnoémoni, parazit graniilomu (ok baslar1), amfizem
(oklar) ve interalveoler septumda kalinlasma (yildiz), HE, Bar: 200 pm.

Sekil 4.17. Akciger, Vermindz pnémoni, polimorfniikleer hiicre infiltrasyonlar: (oklar),
parazitin gelisim formlar1 (ok baslari), HE, Bar: 100 pm.
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4.2.5. Tiiméral Hastalhiklar (Pulmoner Adenomatozis)

Bu calismada incelenen akciger orneklerinde %1.1 (1/88) oraninda pulmoner
adenomatozis saptandi. Mikroskobik incelemede alveol tip Il epitellerin liimene dogru
kiibikleserek, papiller tarzda hiperplazi meydana getirdigi ve brong/bronsiyol
epitellerinde ise clara hiicrelerinin papiller ¢ikintilar yaptigi gozlendi (Sekil 4.18).
Ayrica brong ve bronsiyol cevresinde lenfoid hiperplazi ve alveol liimenlerinde ¢ok
sayida alveoler makrofajlara rastlandi (Sekil 4.19). Mediastinal lenf yumrusunda ise
herhangi bir patolojik degisiklige rastlanmadi. Calismadaki pulmoner adenomatozisli

olgunun mikroskobik bulgular: Tablo 4.3’de 6zetlendi.

Sekil 4.18. Akciger, Pulmoner adenomatozis, bronsiyol epitellerinde liimene dogru
uzanan papiller proliferasyonlar (oklar) ve alveoler makrofajlar (y1ldiz), HE, Bar:50 um.
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Sekil 4.19. Akciger, Pulmoner adenomatozis, alveol liimenlerine dogru olusan papillar
uzantilar (oklar) ve alveoler makrofajlar (yildiz), HE, Bar: 100 pm.
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Tablo 4.3. Akciger doku 6rneklerinin pndmoni tipleri, histopatolojik bulgulari ve skorlamalari.
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4.3. Immunohistokimyasal Bulgular

Calismada incelenen 88 adet pnomonili akcigerin immiinohistokimyasal
incelemesinde %19.3 (Toplam 17/88; Erzurum 8/45 (%17.7) + Bingdl 9/43 (%20.9))
oraninda Adenovirus immiinpozitifligi saptandi. Adenoviruslar, brons/bronsiyol epiteli,
alveol epiteli, makrofaj, peribrons/peribronsiyol lenfoid doku hiicreleri ve mediastinal
lenf yumrularindaki yangi hiicrelerinin sitoplazmalarinda tespit edildi (Sekil 4.20-23).
Bu pozitifliklerin yerlesim yerleri ve siddetleri pndmoni tipleriyle beraber Tablo 4.4’de

sunuldu.
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Y

Sekil 4.20. Akciger, Alveol epitellerinde pozitif boyanma, IHC, Bar: 100 pm.
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Sekil 4.22. Akciger, Peribronsiyoler lenfoid dokuda pozitif boyanma, IHC, Bar: 50um.
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Sekil 4.23. Mediastinal lenf yumrusunda pozitif boyanma, IHC, Bar: 50 pm.

Tablo 4.4. Akciger 6rneklerinde immiinohistokimyasal degerlendirme ve skorlamalari
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Tablo 4.4. (Devam)

62 ip - - - - +
81 ip o+ ++ 4+ +++ ++
83 BIP,KBP +++ + ++ ++ +++
85 ip o+ ++ 4+ + +

Protokol Numarasi; 1-45 Erzurum, 46-88 Bing6l

4.4. immiinofloresan Bulgular

Calismadaki 88 adet pnomonili akciger Orneklerin  immiinofloresan
incelemelerinde %22.7 (Toplam 20/88; Erzurum 11/45 (%24.4) + Bingol 9/43 (%20.9))
oraninda Adenovirus immiinpozitifligi belirlendi. Immiinofloresan pozitifliklere
brong/brongiyol epitelleri, alveol epitelleri, makrofaj peribrons/peribronsiyol lenfoid
doku ve lenf yumrularindaki yangi hiicrelerinin sitoplazmalarinda rastland1 (Sekil 4.24-
26). Bu pozitifliklerin yerlesim yerleri ve siddetleri pndmoni tipleriyle beraber Tablo

4.5de O6zetlendi.

Sekil 4.24. Akciger, Alveol epitellerinde immiinofloresan pozitiflik, IF, Bar: 50 um.
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Sekil 4.26. Mediastinal lenf yumrusunda immiinofloresan pozitiflik, IF, Bar: 50um.
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Tablo 4.5. Akciger 6rneklerinde immiinofloresan degerlendirme ve skorlamalart.

] ’I;, >
14 v

s Z = E S 2
o o = S 5 5
e = s = RE c
ey = I~ =3 .E = (@] E
o = =) L “— = S
S = P ° t = @ >
S = £ 3 3 kv, 2 =
< 2 S 3 = < 53 =
o ) QLW < = SIS -
8 ip,vP - - - . +
10 iP ++ +++ +++ ++ +4++
16 ir +++ 4+ ++ ++ 4+
17 ir ++ +++ - +++ ++
19 iP - +++ + - 4+
20 iP,KBP - - - . ++
22 iP,KBP +++ +++ ++ ++ ++
25 BiP,KBP +++ ++ +++ +++ 4+
26 ip - i - . +
34 ip - - - . +
45 ipr ++ +++ + + +++
47 P +++ + - + r
49 iP,KBP +++ + ++ +++ +
52 ir - - - i +
55 ip,vP +H+ +H+ et - .
58 BiP,KBP +++ +++ + St ot
62 ir - - . . +
81 iP +++ +++ ++ +++ ++
83 BiP,KBP +++ ++ + +++ 4+
85 ipP +++ 4+ ++ ++ ++

Protokol Numarasi; 1-45 Erzurum, 46-88 Bingol

4.5. Antijen ELISA Testi Bulgular:

Incelenen 88 adet pnomonili akciger drneginin tiimiine ELISA testi uygulandi.
96’Iik ELISA test kitinin 8’ini stardart olusturmaktaydi. Geriye kalan 88 adet 6rnek
homojenatt ELISA uygulalamasina tabii tutuldu. Bu 6rneklerin %20.4 (Toplam 18/88;
Erzurum 11/45 (%24.4) + Bingdl 7/43 (%16.2))’inde adenovirus pozitifligi tespit edildi
(Sekil 4.27). Plateteki akciger Ornekleri, ELISA sonuclar1 ve pozitif ornekler koyu

renkte olacak sekilde Tablo 4.6 ’da sunuldu.
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Sekil 4.27.

ELISA test plate

Tablo 4.6. Platteki akciger drnekleri ve ELISA OD bulgulari ((Protokol N0)/OD degeri)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A (Strl) (1) @ (7)) (25 (33) (41) (49) (57) (65) (73)  (81)
2,626 1,109 1015 2517 238 0822 0834 219 1,19 1565 0,64 3,295
B (Str2) (2) (10) (18) (26) (34) (42) (50) (58) (66) (74) (82)
1,658 1,842 2,866 1,369 2564 2,686 1,168 1,184 1577 1,249 0,881 0,963
C (str3) (3) (1) (9 (27) (35) (43 (Gl (59 (67) (75  (83)
0,891 1,288 1302 2,648 1029 17 139 1,366 119 1,447 0971 10911
D (Strd) (4) (12) (20) (28) (36) (44) (52) (60) (68) (76)  (84)
0528 0,887 0845 264 07 0919 0706 2925 1207 1,253 1,182 1,16
E (S5 (5) (13) (1) (29) (37) (45) (53) (61) (69) (77) (85)
0337 1,083 0728 0812 1279 0543 2904 1,25 1229 1,396 1873 2,66
F (Str6) (6) (14) (22) (30) (38) (46) (54) (62) (70) (78)  (86)
0227 0826 0974 2396 0802 0746 1295 1,297 2272 0757 1,233 0,686
G (Stt7) (1) (15 (23) (31) (39) (47) (55) (63) (7)) (79) (87
0167 1,552 1053 0582 0,787 0,966 2,66 2,06 0846 087 1181 0845
H (Str.8) (8) (16) (24) (32) (40) (48) (56) (64) (72) (80)  (88)
0,149 2,243 2149 1,167 0589 1,331 1,346 1434 1565 1,382 12374 1,214
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4.6. PCR Sonuclan

Incelenen 88 adet pnémonili akciger drneklerinin PCR sonuglara gére, %13.6
(Toplam 12/88; Erzurum 5/45 (%11.1) + Bingol 7/43 (%16.2))’sinda adenoviruslara ait
genetik materyalleri gosteren pozitif bantlar tespit edildi (Sekil 4.28). Adenovirus
pozitif olan akciger drnekleri, pndmoni tipleri ve kullanilan yontemlerin bulgular1 Tablo

4.7’de sunuldu.

Sekil 4.28. PCR, Agaroz jel elektroforez sonuglari

Tablo 4.7. PCR, ELISA, IHC ve IF yontemleriyle adenovirus pozitif olan akciger
ornekleri ve pndmoni tipleri

Protokol No  Pnémoni Tipleri PCR ELISA IHC IF
8 iP,vP - + - +
10 iP + + + +
16 iP + + + +
17 ip - + + +
19 ir + + + +
20 iP,KBP - + - +
22 iP,KBP - + + +
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Tablo 4.7. (Devam)

25
26
34

45
47
49
52
55
58
62
81
83
85

BiP

ip

ip

ip

ip
iP,KBP
ip

iP,vP
BiP,KBP
ip

ip
BiP,KBP
ip

+

+

Protokol No; 1-45; Erzurum, 46-88; Bing6l
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5. TARTISMA

Koyun pndmonileri, lilkemizde oldugu gibi tiim diinyada da her yas ve irktaki
koyunlarda goriilebilen, basta kuzu 6liimleri olmak iizere eriskinlerde de verim kaybi ve
tedavi masraflariyla ciddi ekonomik kayiplara yol acan multi-etiyolojik bir
hastaliktir.>"119 Akcigerler anatomik yapisi ve fonksiyonu geregi dis ortamla, kan ve
lenf dolasimiyla i¢ organlarla iliski oldugu icin fazlasiyla enfeksiy6z ve enfeksiydz
olmayan etkenlere maruz kaldiklarindan koyunlarda pnomonilere siklikla
rastlanmaktadir.2>

Pnémoni olusumunda cogunlukla enfeksiyoz etkenler rol oynamaktadir. Bu
etkenler arasinda en yaygin olarak sirasiyla bakteriler, virus, mikoplazma, parazit ve
mantarlar yer almaktadir.!®?>2833 Viruslar, sebep olduklari pndmonilerde tedavi ve
korunmanin yetersiz olmasi ve daha 6nemlisi sekonder enfeksiyonlarin olusumuna yol
acmalar1 nedenleriyle etiyolojide Onemli bir yer tutarlar. Viruslarin pnomoni
olusturmalariin patogenezinde mukosilier sistemdeki hasar ve fagositik inaktivasyonun
onemli rol oynadigi bildirilmistir.®!® Koyunlarda pnémoni yapan viral etkenlerin
basinda; Parainfluenza 3 (PI3) virus, Adenovirus(AdV), Respiratory Syncytial Virus

(RSV), Lentivirus, Reovirus, Poxvirus ve Herpes viruslar geldigi bilinmektedir.®1%1!

74,75,79,91,92 AL109,11LLI3 hircok

Koyun pnémonileri iizerine Diinya’da ve lilkemizde

arastirma yapilmistir. Yapilan bu calismalarda iilkemizde Beytut ve ark. %5.8;'!
Yiizbasigil %2.06;11? Ozkaraca %23.75;'® Eser %6.83* ve Usta %3.94%° oraninda
pnomoni prevalans: bildirmistir. Yapilan literatiir taramasinda lilkemizdeki ¢alismalarda
koyunlarda pndmoni prevalansinin  %2.06112-%23.75'%  arahginda  degiskenlik
gosterdigi ve bu calismada ise saptanan %6.03 (Erzurum %6.01; Bingdl %6.05)

oranindaki pnémoni prevalansinin, daha once bildirilen degerler araliginda yer aldigi

gorildii. Erzurum ilinin de dahil oldugu bu ¢alismadaki koyun pnémoni prevalansinin,
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daha &nce Eser’in* Erzurum’da yaptig1 calismadaki prevalans degeriyle uyumlu oldugu
saptandi. Bildirilen ¢alismalarda prevalans degerleri arasindaki farkliliklarda cografi
sartlar, iklim kosullari, mera durumu, beslenme ve barmak imkanlari gibi g¢evresel
faktorlerin yan1 sira 6rneklerin alindigi hayvanlarin yas, cinsiyet ve irk ¢esitliliginin de
etkili oldugu diistiniilmektedir.

Bu ¢alismada incelenen 6rneklerde lezyonlarin tipi, akcigerdeki lokalizasyonu ve
dagilimi degerlendirilerek makroskobik pnomoni tipleri intersitisyel, lober, lobiiler ve
lober+lobiiler pndmoniler seklinde siniflandirildi. Eser®* yaptigi ¢alismada sirayla en
cok lobiiler (%47), intersitisyel (%37), lober (%12) ve lober+lobiiler (%4) pnomoniye
rastladigini bildirmistir. Bu ¢alismada ise sirayla en ¢ok intersitisyel pnomoni (%73.8),
lobiiler (%19.1), lober (%4.5), lober+lobiiler (%2.2) pndémoni saptanmis olup,
intersitisyel pndmoninin ilk siray1 aldigi gorilmiistiir.

Onceki caligmalarda Kiran''* inceledigi akcigerlerde makroskobik lezyonlari;
apse, nekroz, adezyon ve lenfadenitis; Ustal®® hepatizasyon, amfizem, atalektazi,
nekroz, apse yoniinden incelemistir. Sunulan calismada ise makroskobik lezyonlar;
hepatizasyon, atalektazi, amfizem, 6dem, hiperemi, hemoraji, nekroz, apse ve ploritis ile
lenfadenitis bulgular1 yoniinden degerlendirilmistir.

Yapilan ¢alismalarda lezyonlarin lokalizasyonu Ustal® tarafindan en gok sirayla
kraniyal, kaudal, medial ve aksessuar lopta rastlarken; Ozkaraca®®® yaptig1 ¢alismasinda
sirayla en ¢ok kaudal, kraniyal ve aksesuar loblarda goriildiigiint bildirmistir. Sunulan
bu calismada lezyonlarin yerlesiminin en ¢ok sirayla kaudal, kranial, medial ve
aksessuar loplarda oldugu goriilmiistiir.

Daha o6nce yapilan calismalarda pndmonilerin simiflandirmasini; Eser®,
Bronkopnémoni (fibrinli bronkopndmoni, kataral-irinli bronkopndmoni), intersitisyel

pndémoni, graniilomatdz pndmoni (vermindz pndémoni), tlimoral hastaliklar (pulmoner
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adenamatoz); Ozkaracal®® fibrindz, suppuratif, intersitisyel, verminéz ve pulmoner

adendmatdz; Yiizbasigil?

, kataral bronkopnémoni, irinli bronkopndmoni, fibrinli
bronkopndmoni, intersitisyel pndmoni, bronkointersitisyel pnomoni; Ustal®, fibrinli
bronkopndémoni, intersitisyel pndmoni, bronkointersitisyel pndmoni, graniilomatoz
pnomoni seklinde yapmistir. Sunulan bu ¢alismada da pnomonlerin siniflandirilmast;
Bronkopndmoni (kataral-irinli bronkopnémoni ve fibrinli bronkopndmoni), intersitisyel
pndmoni, Graniilomatoz pndmoni, Vermindéz pnOmoni ve Timoral hastaliklar
(Pulmoner adenomatozis) seklinde yapilmis ve literatiirde bildirildigi® gibi
lokalizasyonu ve morfolojisine gore farkliliklar gosterdigi saptanmustir.

Makroskobik ve mikroskobik incelemeler 1s18inda pndmoli akcigerlerin %15.9
(14/88)’unda kataral-irinli bronkopnomoniye rastlandi. Daha oOnceki ¢alismalarda
koyunlarda Kkataral-irinli bronkopnémoni prevalansinin Beytut ve ark. %29.9;
Yiizbagigil %18.5:112 (zkaraca %13.4:'*® Erzurum’da Eser %14* ve aynt ildeki
kuzularda Saglam ve ark. %38.46% oldugunu rapor etmistir. Onceki ¢alismalarda
kataral-irinli bronkopnomoni prevalansinin %13.413-38.46?® arasinda seyrettigi ve bu
calisma prevalansinin bildirilen degerler araliginda oldugu goriilmiistiir. Calismanin
yiiriitiildiigii illerden olan Erzurum’da Saglam?® tarafindan kuzularda yapilan
aragtirmada, kataral-irinli bronkopndomoni prevalansininin sunulan bu ¢aligmadaki
prevalans degerinden yiiksek oldugu; aym bolgedeki Eser’in*' calismasindaki prevalans
degeriyle ise yakin bir degerde oldugu saptandi. Yapilan bu ¢aligmada makroskobik
bulgularda genellikle lezyonlarin lobiiler tarzda, ¢ogunlukla kraniyal loblarda yerlesim
gosterdikleri ve bu lezyonlarin hiperemi, 6dem, atalektazi, amfizem ve koyu kirmizi-gri
renkte genis hepatize alanlardan olustugu goriildii. Diizensiz smirli bu konsolide
alanlarin kesit ylizlerinde, serdsangius ve bulanik irinli eksudat sizintis1 gézlendi. Bu

calismada, kataral-irinli bronkopnomoni saptanan olgularda mikroskobik bulgular
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olarak alveol, brons ve bronsiyol epitel hiicrelerinde nekrotik degisiklikler ve
deskuamasyonlar ile limende ¢ok sayida nétrofil 16kosit hiicre infiltrasyonlar: gozlendi.
Calismada gozlenen bu makroskobik ve mikroskobik bulgularin 6nceki ¢aligsma
bulgulariyla uyumlu oldugu saptandi. 4111112113115

Incelenen pnomonili koyun akciger orneklerinin %6,8 (6/88)’inde fibrinli
bronkopnémoni goriildii. Onceki koyun pnémoni calismalarinda Beytut ve ark.
%4.13;1! Yiizbasigil %16.5;1'? Ozkaraca %8.3;® Eser %23* ve Usta %26 oraninda
fibrinli bronkopnomoniye rastlandigi bildirmistir. Daha 6nce bildirilen ¢alismalarda
fibrinli bronkopndmoni prevalansinin %4.1311-261% arasinda oldugu ve bu ¢alismadaki
fibrinli bronkopnomoni prevalansinin belirtilen degerler arasinda yer aldig1 ancak ayni
bolgede Eser*! tarafindan yapilan ¢alismada bildirilen fibrinli bronkopndmoni prevalans
degerinden diisiik oldugu gozlendi. Bu ¢alismada fibrinli bronkopndmonili 6rneklerdeki
lezyonlarin kranial loplarda ve lober tarzda olup, tiim loba yayildig1 ve bu lezyonlarin
koyu kirmizi-gri renkli, sert yapili, sinirlari belirgin, kesit yiizeylerinin ise koyu kirmizi-
gri renkte, kuru ve ince graniillii yapida olduklar1 goriildii. Bu 6rneklerin mikroskobik
incelemelerinde; kirmizi hepatize alanlarda hiperemi, 6dem, alveol ve brons/bronsiyol
epitel hiicrelerinde nekrotik degisiklikler meydana geldigi ve limenlerinde ise
deskuame epitel ve notrofil 16kosit hiicreleri ile fibroz bag doku artisinin sekillendigi
goriildii. Gri hepatize alanlarda ise kirmizi hepatizasyona benzer bulgularin yani sira
yangt hiicre infiltrasyonlar1 ve fibrin artisinin daha fazla oldugu ve interlobiiler
septumlarin kalinlastig1 gézlendi. Gozlenen bu bulgularin 6nceki caligmalarda bildirilen
bulgularla uyumlu oldugu belirlendi.3541:111.112.113
Yapilan bu g¢alismadaki pnomonli akciger orneklerinin %79.5 (70/88)’inde

intersitisyel pnémoni saptandi. Koyun akcigerleri {izerine yapilan onceki ¢alismalarda

Beytut ve ark. %13.1;''! Yiizbasigil %36.5;1? Ozkaraca %69.5;'!% Usta %34;%
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Erzurum’da Eser %69* ve aym bélgedeki kuzularda ise Saglam ve ark. %28.20%
oranlarinda intersitisyel pnomoniye rastlandigini belirtmistir. Onceki calismalarda
intersitisyel pnémoni prevalansmin %13.1111-69.51%% araliginda degiskenlik gosterdigi
rapor edilmis ve bu calismadaki intersitisyel pndmoni prevalansinin bildirilen tiim
degerlerin iizerinde oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alisma kapsaminda olan Erzurum ilinde,
daha onceden Saglam ve ark.?® ve Eser’in®' calismalarinda bulduklar: intersitisyel
pnomoni prevalanslarinin sunulan bu ¢aligmadaki prevalans degerinden diisiik oldugu
saptandi. Yapilan bu c¢alismada intersitisyel pnomonili akciger O6rneklerinin
makroskobik bulgularinda; akcigerlerin amfizemli, soluk renkli, elastik yapida, kollabe
olmadigi, genellikle akcigerin timiinii kapsayacak sekilde voliimindz ve 6demli oldugu,
kosta izlerini iizerinde tasidigi, enine kesitlerinde ise herhangi bir eksudat sizintisinin
olmadigi gorildi. Aynmi Orneklerin  mikroskobik incelemesinde; alveol tip Il
epitellerinde hiperplazi (epitelizasyon;fotalizasyon), brons ve bronsiyol epitellerinde
dejenerasyon ve hiperplazi, peribronsiyer ve peribronsiyoler lenfoid doku hiperplazi,
brons/bronsiyol ¢evreleri ve alveol duktuslarinda fibromiiskiiler hiperplazi, interalveoler
septumun mononiikleer hiicre infiltrasyonlar: ile kalinlastig1 ve kronik olgularda fibréz
bag doku artisi gibi daha oOnce bildiren ¢alismalarla uyumlu bulgulara
rastalandy. #4811 112113 Qynylan bu ¢alismadaki bronko-intersitisyel pnomonli 6rneklere
ise %11.3 (10/88) oraninda rastlandi. Onceki ¢alismalarda Yiizbasigil %222 Eser
%14* ve Usta’min ¢alismasinda %321%° oranlarinda bronko-intersitisyel pnémoniye
rastladigint bildirmis ve bu g¢alismada saptanan degerlerin daha Once rapor edilen
prevalans degerlerinden diisik oldugu goriilmiistiir. Bronko-intersitisyel pnomonli
akciger orneklerinde farkli olarak, lezyonlarin daha ¢ok kranial loplarda yerlestigi ve bu
konsolide alanlarin kesit yiizlerinde bronsitis ve eksudat sizintist oldugu goriildi.

Mikroskobik olarak ise, onceki calismalarda da 4319912 pildirilen bulgulara benzer
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sekilde alveollerde ve 6zellikle de brons, bronsiyol liimenlerinde nétrofil 16kositleri
iceren eksudat ile bronsitis obliteransa rastlandi.

Incelenen pnémonili akciger oOrneklerin  %5.6 (5/88)’sinda  graniilomatoz
pnémoni saptandi. Koyunlarda graniilomatoz pnémoni prevalansmni Eser %74 ve Usta
%89 olarak rapor etmistir. Bu c¢aligmadaki prevalans degerinin  &nceki
calismalarda*'1% bildirilen degerlerden diisiik olmasiyla birlikte yakin degerlerde
oldugu goriilmiistiir. Yapilan bu c¢aligmadaki graniilmatéz pnomonili Orneklerin
makroskobik bakisinda akcigerde bir veya birden fazla diizensiz dagilimda, sinirlart
belirgin, farkli biiyliklikte ve sert yapili graniilomlar goriildii. Bu graniilomlarin kesit
yiizlerinde saglam dokudan sert yapili fibréz bir bag doku ile ayrilmis olduklar1 ve bu
kapsiiliin ortasinda yumusamis nekroze ugrayan dokunun bazen kalsifiye oldugu
gozlendi. Mikroskobik bulgularda ise merkezde bazi kez kalsifikasyona ugramis,
kazeifiye nekrotik odaklar ve bu odaklar1 gevreleyen dejenere/nekrotik 16kosit hiicre
yiginlari, spesifik dev hiicreler ile en distan saran fibroz bag doku gozlendi.
Gozlemlenen bu bulgularin  6nceki caligmalarla benzer ozellikler tasidigi
belirlendi.*14>109

Sunulan ¢alismadaki akciger oOrneklerinin %6.8 (6/88) oraninda vermindz
pndmoni goriildii. Daha &nceki ¢alismalarda Erzurum’daki kuzularda Saglam ve ark.?
%2.56, aymi ildeki koyunlarda Eser %19*, Beytut ve ark. %19.31'** ve Ozkaraca
%>5.130ranlarinda koyunlarda vermindz pnémoniyle karsilastiklarini bildirmislerdir.

Vermindz pndmoni prevalansmin %2.56°8-19.31!

oranlarinda seyrettigi ve bu
calismadaki prevalansin bildirilen degerler aralifinda oldugu tespit edildi. Bu ¢alisma
icerisinde yer alan Erzurum bolgesindeki kuzularda Saglam ve ark.’ni?® bulmus oldugu
vermindz pndmoni prevalansinin sunulan bu caligmanin prevalans degerinden diisiik

41

oldugu; Eser’in®™ vermindz pndmoni prevalansinin ise bu ¢alismanin prevalans
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degerinden cok yiiksek oldugu goriilmiistir. Son c¢alismalarda vermindéz pndmoni
prevalansmin diisiik degerlerde bulundugu rapor edilmistir.*®1® Ulkemizde verminoz
pnémoni oranmin diismesinde antiparatizer ila¢ uygulamalarinin ve diger paraziter
etkenlerle miicadele programlarmin etkili oldugu ileri siiriilmiis*® ve yapilan bu
calismada vermindz pndmoni orani diisiik bulunmustur. Bu c¢aligmadaki vermindz
pnomonili drneklerin  makroskobik incelemelerinde lezyonlara daha ¢ok kaudal
loplarda, diizensiz dagilimli, smirlart belirgin, yesilimtirak, kahverengi veya grimsi
renklerde sert yapili nodiiler olusumlar seklinde rastlandi. Mikroskobik incelemelerde
ise alveol, brons ve bronsiyol liimenlerinde parazitin ¢esitli gelisim formlar1 ve parazit
olusumlarinin ¢ogunluk eozinofil 16kosit olan polimorfniikleer, mononiikleer ve yabanci
cisim dev hiicre infiltrasyonlar ile fibroz bag dokudan olusan yangisal reaksiyonlarla
cevrelendigi gézlendi. Bu ¢alismanin vermindz pndmonili 6rneklerdeki makroskobik ve
mikroskobik bulgularin 6nce bildirilen ¢alisma bulgulariyla benzerlik gosterdigi
saptands 4148:111113,115

Sunulan bu ¢aligmada incelenen orneklerinin bir adet (%1.1)’inde pulmoner
adenomatozise rastlandi. Sinirli sayida bildirilen pulmoner adenomatozis prevalansini
Beytut ve ark. %11.7*; Ozkaraca %3.5912 ve Eser %6* olarak rapor etmistir. Sunulan
bu calismada pulmoner adenomatozis prevalansinin Onceden bildirilen degerlerin
altinda oldugu, tespit edilmistir. Pulmoner adenomatozisli akcigerin orneklerinin
makroskobik muayenesinde, medial ve kaudal lopta sinirlar1 belirgin, gri-beyaz renkte,
parlak ve buzlu cam goriiniimde, plorada kabart1 olusturmayan, tipik nodiiler lezyonlar
goriildii. Bu 6rnegin makroskobik bulgularinda oldugu gibi mikroskobik bakisinda da
onceki galigmalarda 4250111113 rapor edilen bulgulara rastlandi  ve bu mikroskobik

bulgularda, Tip II alveol ve silyumsuz (clara) bronsiyol epitellerin neoplastik
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karakterdeki proliferasyonlarla liimene dogru papiller uzantlar yaptiklar1 ve lenfoid
hiperplazi ve alveol liimenlerinde alveoler makrofajlar goriildii.

Koyunlarda adenovirus enfeksiyonlar: diinya genelinde’®831%

oldugu gibi
Tiirkiye’de de yayginlik gostermekte olup, prevalans calismalar1 genellikle kan
serumunda antikor varh@inm arastirilmasi seklinde olmustur.888%  Sunulan bu
calismada akciger Orneklerinden hazirlanan doku homojenatinda Antijen ELISA,
Immiinohistokimya, indirekt immiinofloresan ve PCR metodlar1 kullanilarak adenovirus
varligi saptandi. Bu yontemlerden doku homojenatinda antijen ELISA, Inirekt
immiinfloresan ve PCR ile pnomonili koyun akcigerlerinde adenovirus etkenin
saptanmasi ilk defa yapilmistir.

Marmara bolgesi koyunlarinda adenovirus seroprevalansinin; Bursa’da %89.3
BAV-1 - %100 BAV-3; Balikesir’de %82.7 BAV-1 - %93,8 BAV-3; Bilecik’te %81,6
BAV-1 - %93,9 BAV-3; Kirklareli’de %50 BAV-1 - %100 BAV-3 oldugu ve sigirlarda
solunum yolu enfeksiyonu yapan viruslarin (BAV, BVDV, BHV-1, BRSV ve PI-3)
koyunlarda goriilme sikliginin arastirildigi bu ¢alismada adenoviruslarin (BAV-1 %85;
BAV-3 9%91.9) diger respiratorik viruslardan (BHV-1(%71.5), BVDV(%38.8),
BRSV(%9.8), PI3(%8.8)) daha yiiksek seroprevalansa sahip oldugu rapor edilmistir.%®
Gokgeada da 161 koyun serumunda, BVDV, BHV-1, BRSV, PI3, BTV-4, BLV, BAV-1
ve BAV-3 viruslarinin seroprevalansinin arastirildigi ¢alismada da (BAV-1;%93.9,
BAV-3;%75.1) en yiiksek seroprevalansin adenoviruslara ait oldugu belirtilmistir.8®
Kars ¢evresinde yapilan bir seroprevalans calismasinda da bazi viral etkenlerin
prevalanslar;;  BHV(%89.3), BVDV(%82.2), BRSV(%85.7), PI-3(%92.7) ve
Adenovirus tip-3(%92.9) oranlarinda bulunmus ve burada da yine en yiiksek

seroprevalansin adenoviruslarda goriildiigii bildirilmistir.%
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Diinya’da koyun adenoviruslar {izerine yapilan ¢alismalarda Amerika’da %7.3-
%98.6;'27™ Ingiltere’de  %70;° Iskogya’da %83;’® Irlanda’da %0.8-%89.5;"
Hindistan’da %4.05-64.8;® Nijerya’da %17.7-%18.4;"° Sudan’da % 56;’® iran’da
%13.63-%14;%° Suriye’de %8.1;%! Bulgaristan’da  %11.02-%69;%2%  Macaristan
%63.6;"% Avustralya %44% ve Makedonya’da %31% oraninda seroprevalans degerleri
rapor edilmigtir. Sunulan bu calismada akciger doku homojenatinda Antijen ELISA
testiyle %20.4 Daha o©nceden akciger doku homojenatinda ELISA yontemiyle
adenovirus antijenin arastirildigi herhangi bir ¢alismaya rastlanmadigindan bagka bir
calismayla karsilastirma yapilamamistir. Ancak durum bdyle olsa da bu caligmadaki
ELISA sonucunun oOnce yapilan koyun adenovirus seroprevalansi (antikor)
calismalarinda bulunan degerleri destekler nitelikte oldugu goriilmiistiir. Cilinkii 6nceki
calismalarda antikor varlig: arastirilmig ve olduke¢a yiliksek bulunan (%100’lere varan)
bu degerlerle® virusun sahada yaygin bulundugunu gostermektedir. Sunulan bu
calismada, diger calismalardan farkli olarak antikor varligi yerine antijen varliginin
arastirildigi ELISA testinde %20.4 olarak saptanan degerin, iilkemizde yapilan serolojik
calisma sonuglariyla®® uyumlu oldugu ve koyunlarda adenovirus enfeksiyonunun
yaygin oldugu tespit edilmistir.

Pnomonili koyun akcigerlerinde adenovirus antijeninin immiinohistokimyasal
yontemle arastirildig1 ¢alismalarda; Ceribagi®’ pnomonili koyun akcigerlerin %5.1’inde,
kegi akcigerlerinin ise %0,7’sinde IP metodla adenovirus varhigmni bildirirken;
Jamshidi® ise IHC yontemiyle pnomonili keci akcigerinlerinde %13.6 oraninda
adenovirus varligini rapor etmistir. Bu ¢alismada pnémonili koyun akciger drneklerinin
IHC boyamasinda alveol epiteli, brons/bronsiyol epitelleri, peribrons/peribronsiyoler
lenfoid dokuda ve makrofaj hiicrelerinde goriilmek iizere %19.3 Bu calismadaki

adenovirus prevalansinin Ceribasi®” ve Jamshidi’nin®® calismalarindan daha yiiksek
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oldugu goriilmiistiir. Koyun pnomonilerinde saptanan bu pozitiflik oranlari,
adenoviruslarm varligmin yiiksek oranda bulundugunu gostermektedir. Onceki
caligmalarda mediastinal lenf yumrularinda adenovirus varligmin rapor edildigi
caligmalara rastlanilmazken; bu ¢alismada akciger 6rneklerinde pozitifliklerin yani sira
mediastinal lenf diigiimlerinde de pozitif boyanmalara rastlandi. Ayrica 3 adet akciger
orneklerinde pozitiflik goriilmemesine ragmen, bu akcigerlere ait mediastinal lenf
yumrularinda antijen varliklar1 saptanmustir.

Indirekt immiinofloresan boyama yontemiyle pndémonli koyun akcigerlerinde
adenovirus antijeninin gosterildigi herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamigtir. Ancak
Ceribasi®” dondurulmus doku kesitinde DFAT yontemiyle pnémonili koyun akciger
orneklerinde %9.4; keci akciger 6rneklerinde ise %4.5 oraninda adenovirus varligini
bildirmistir. Sunulan bu c¢alismada pndmonili koyun akcigerlerinin alveol epiteli,
brong/brongiyol epitelleri, peribrons/peribronsiyoler lenfoid doku ve makrofaj
hiicrelerinde indirekt immiinofloresan boyama yontemiyle %22.7 oraninda antijen
varlig1 saptand1. Bu calismadaki prevalans degerinin onceki ¢alisma®’ bulgularma gére
yiiksek oldugu ve adenovirus varliginin yaygin goriildiigii bu yontemle de belirlendi. Bu
calismada, Immiinofloresan boyamada daha fazla sayida akciger ve lenf yumrusu
orneklerinde pozitifliklere rastlanirken, IHC yontemiyle pozitiflik gosteren akciger
orneklerinin tamaminin floresan boyamada da pozitiflik gosterdikleri saptanmistir. Yine
immiinofloresan boyama yontemiyle 6 adet akciger orneklerinde pozitif boyamanin
saptanmamasina ragmen bu akcigerlere ait mediastinal lenf yumrularinda antijen
varliklart gdsterilmistir.

Adenoviruslarin litik, latent ve onkojenik etkilerinin bulundugu daha 6nceden
yapilan calismalarla bildirilmistir.® Gerek deneysel®?190101 ye gerekse dogal®®®’

adenovirusla enfekte koyunlarda adenoviruslarin litik etkileri bildirilmelerine ragmen
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latent 6zelliklerini ortaya koyan herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Sunulan bu
calismada adenovirus pozitif Orneklerde hem IHC (3/17) hem de IF (6/20)
boyamalarinda akcigerlerde herhangi bir pozitiflige rastlanmazken, sadece mediastinal
lenf yumrularinda antijen varliklarinin saptanmis olmasi; koyun adenovirus
enfeksiyonlarinin organizmada latentlik gosterebilecegi ihtimalini ortaya ¢ikarmustir.
Koyunlarda adenoviruslarin varligimi gosterme bakimindan bu ¢alismada
kullanilan (ELISA, IF, IHC, PCR) metodlarin bir arada uygulandigi herhangi bir
calismaya rastlanmamustir. Ancak Ceribasi®” calismasinda pndmonli  koyun-kegi
akcigerlerinde adenovirus varligint DFAT sayesinde IP yontemden daha fazla oranda
saptamistir. Sunulan bu ¢alismada da benzer sekilde floresan boyama yontemiyle, IHC
boyamaya gore daha fazla olguda virus varligi saptanmistir. Immiinofloresan ve
immiinohistokimyasal boyama yontemleri, antijen antikor baglanmasi esasina dayali
olup, bu iki metod arasinda ciddi ozgiilliik farki yoktur. Ancak immiinofloresan
boyamada goriintiileme 6zelliginden dolay pozitiflikler daha segicidir. Immiinofloresan
boyama yoOntemiyle daha yiiksek duyarlilikta pozitiflik elde ediliyor olsa da
immiinohistokimyasal boyama kadar yeterli morfolojik detay vermemesi ve floresan
kaybindan dolayr kisith siire ¢aligma imkaninin olmasi gibi dezavantajlart da
bulunmaktadir. Comakh** pnémonili sigir akcigerlerinde herpes virus varhigmin
aragtirmasinda kullandig1 metodlar arasinda sirayla en yiiksek oranda IF (%50.83), IHC
(%48.33) ve ELISA (%29.9) yontemleriyle antijen varligini saptadigini bildirmistir.
Sunulan bu ¢aligmada ise sirayla en yiiksek oranda IF (%22.7), ELISA (%20.4) ve IHC
(9%19.3) yontemleriyle antijen varligi saptanmigtir. Her iki ¢aligma arasindaki farkliligin
calisilan virus ve hayvan tilirlinden kaynaklanabilecegi degerlendirilmistir Ayrica
sunulan ¢alismada da kullanilan bu ii¢ metod arasinda 6nemli farkin olmadig: tespit

edilmistir. Bu yontemler arasindaki kismi farkliliklarin ise doku kesiti/doku homojenati
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(IF/IHC ve ELISA) kullanilmasiyla ve goriintileme seklinden (IF/IHC)
kaynaklanabilecegi degerlendirilmistir.

Yapilan literatiir taramalarinda koyun pnémonilerinde adenovirus varligimnin PCR
ile saptandigi herhangi bir calismaya rastlanmadi. Bu calismada pndmoli koyun
akcigerlerinde PCR yontemi ile %13.6 oraninda adenoviruse ait genetik materyelin
varligr ortaya konuldu. PCR metodu viruslar gibi birgok enfeksiyoz etkenin tanisinda

yiiksek giivenirlilikte kullanilan molekiiler tan1 yontemi!912

olmasina ragmen sunulan
bu ¢aligmada PCR (viruse 6zgii hekzon ve fiber genlerinin primerleri) ile adenoviruslari
saptama orant, kullanilan diger yontemlerden (ELISA/IF/IHC; antijen-antikor
kompleksi) daha diisiik oranda bulundu. Literatiir bilgide, replikasyon sonrasi iiretilen
adenoviruslarin ancak %10-15’nin tam bir virus partikiili halini alabildigi
bildirilmistir.?? Ayrica baska bir ¢alismada virusla enfekte bir hiicrede 10* ve 10°
arasinda virus patikiliiniin olustugu ve bunlardan sadece %1-5’inin patojenite
gosterebilecek morfolojide ve kapasitede olduklar belirtilmistir.>'?2 Onceden bildirilen
bu verilere dayanarak, organizmada iiretilen her adenovirus antijenin tam bir virus halini
almadigl, antijen antikor kompleksini esas alan c¢aligmalarda da tam virus halini
almayan adenovirus partikiillerinin (prokapsid) bile antikorla kompleks olusturup,
pozitiflik vermesinin ihtimal dahilinde oldugu sdylenebilir. Ancak PCR metodunda
antijene ait genetik materyalin (0zellikle tiire 6zgii fiber ve hekzonu kodlayan gen
bolgeleri) varlig1 tespit edilmeye c¢alisildigindan, PCR yontemi ile elde edilen oranin
diisiik olmasi muhtemeldir. Yani bu yontemle genetik materyali tasimayan bos
kapsidlerin saptanamamasinin PCR degerinin diisiik ¢ikmasinda etkili olabilecegi
seklinde degerlendirilmistir. Ayrica kan ve serum gibi sivi materyallerin yerine doku
homojenatinin da materyal olarak kullanilmasimin fark olusturabilecegi tahmin

edilmektedir.
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Adenovirusla dogal enfekte pnomonili koyun akcigerlerinde makroskobik ve
mikroskobik degisikliklerin arastirildigi calismalar oldukca az sayidadir.8”8 Ancak
koyunlarda adenoviruslarin birgok serotipi ile deneysel enfeksiyon olusturulmus ve
akcigerde = meydana  gelen  makroskobik ve  mikroskobik  degisiklikler

incelenmistir,’+97.99.101

Sunulan bu c¢alismada pnomonili koyun akcigerlerinde
adenovirus varligi saptanmis ve bu adenovirusla dogal enfekte akcigerlerde meydana
gelen  makroskobik ve  mikroskobik  degisiklikler incelenip, enfeksiyon
patomorfolojisine katki saglanmistir.

Cutlip RC & Lehmkuhl HD.®! kuzularda yapmis olduklar1 deneysel adenovirus
enfeksiyonlarinda, lezyonlarin g¢ogunlukla akcigerlerde meydana geldigini ayrica
mediastinal lenf yumurularmin normalin 2-3 kati kadar biyiidiigiini bildirmislerdir.
Davies DH. ve ark.®” deneysel adenovirus enfeksiyonlarinda koyun akcigerlerinin soluk
renkli, elastik yapida ve kollabe olmadigini rapor etmislerdir. Debey BM. ve ark.”
yaptiklar1 dneysel calismada ise, akcigerlerin neredeyse tamaminin etkilenmis,
volimindz ve 6demli oldugu, 6zellikle kaudal loplarda yer yer atalektazik ve amfizemli
alanlara rastladiklarimi ifade etmislerdir. Sunulan bu ¢alismada adenovirus pozitif
pnémonili  koyun akciger Orneklerinin makroskobik bulgularinin, adenovirus
enfeksiyonlar1 iizerine yapilan deneysel ¢alisma bulgulari’#91%t ve Jamshidi, K. ve

ark.nin®°

adenovirusla dogal enfekte koyun pnomonileri iizerine yaptiklari c¢aligma
bulgulariyla benzer olduklar goriilmiistiir.

Cutlip RC & Lehmkuhl HD.!! kuzularda yaptiklari deneysel adenovirus
enfeksiyonunun mikroskobik incelemesinde; alveol, brons ve bronsiyol epitellerinde
dejeneratif, kismen nekrotik ve hiperplazik degisikliklerin meydana geldigini

belirtmislerdir. Davies ve ark.®” koyunlarin deneysel adenovirus enfeksiyonlarinin

histopatolojik incelemelerinde; lenfoid hiperplazi, fibromiiskiiler hiperplazi ve
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mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 ile enfeksiyonun 2. haftasinda hafif fibrin artisi
gozlemdiklerinin bildirmislerdir. Debey ve ark.”* da deneysel calismalarinda diger
caligmalarda oldugu gibi inceledikleri koyun akcigerlerin mikroskobik bakilarinda;
intersitisyel tipte pndmoni bulgulariyla karsilastiklarini rapor etmislerdir. Yapilan bu
calismada adenovirusle dogal enfekte 20 adet akciger drnegin 12 tanesinde sadece IP; 2
tanesinde IP+VP; 3 tanesinde IP+KBP ve 3 tanesinde ise BIP+KBP karakterinde oldugu
saptand1. Sunulan bu ¢alismada adenovirus pozitif 6rneklerin mikrokobik bulgularinin,

onceden bildirilen deneysel’91%" ve Ceribasi’nin®’

dogal enfekte calismasindaki
mikroskobik bulgularindaki gibi genellikle intersitisyel pnomoni 6zelliklerini
tasimalariyla, Onceki ¢alisamlarla uyumlu olduklart gozlendi. Bazi deneysel

97,99 ;

caligmalarda®"* intraniikler bazofilik inkluzyon cisimciklerine rastlandigi rapor edilmis

olsa da bazi calismalarda®®*®

ise inkluzyonlara rastlanmadigi bildirilmistir. Bu
calismada da adenovirus pozitif 6rneklerde inkluzyon cisimciklerine rastlanmamustir.
Ayrica bu calismayla viral etkenlerin intersitisyel pndmoni olusturdugu bilgisi bir kez
daha teyit edilmis oldu.!®3%? Adenovirus pozitif drneklerin genellikle intersitisyel

pnoémonili oldugu goriildii. Ancak adenovirus pozitif olmayan intersitisyel pnomonili

orneklerde ise pnomoni sebebi baska viral etken veya etiyolojiye dayandirilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Koyun yetistiriciligi, lilke ekonomisine biiyiik katki saglamakta olup, Erzurum
ve Bingol illeri ise iilkemiz i¢in 6nemli hayvancilik merkezleridir. Koyun hastaliklari
arasinda ilk siralarda yer alan pnomoni énemli verim diisiikliigiine sebep olmaktadir.
Akciger enfeksiyonlarinin  etiyolojileri arasinda viruslar  olduk¢a yayginlik
gostermektedir. Bu viral etkenlerin prevalanslarinin belirlenmesi ve organizmada yol
actiklart patolojik degisikliklerin izlenmesi; sebep olduklari hastaliklarin tedavi ve
miicadelelerinde yol gosterici olmaktadir.

Yapilan bu calismada Erzurum ve Bing6l illerindenki mezbahalardan 1459
koyun akcigeri muayene edildi ve bu akcigerlerden 88 (%6.03) adetinde pnémoni
lezyonlar1 saptandi. Histopatolojik olarak incelenen pnomonili koyun akcigerlerinde
%15.9 kataral-irinli bronkopndmoni, %6.8 fibrinli bronkopnémoni, %79.5 intersitisyel
pnémoni, %5.6 graniilomatéz pnémoni, %6.8 verminéz pnémoni ve %]l.1 oraninda
pulmoner adenomatoz varligi goriildii. Bazi olgularda birden ¢ok pnémoni tipinin bir
arada bulundugu calismada en ¢ok intersitisyel tip pndmoninin yayginlik gosterdigi
belirlendi.

Sunulan bu g¢alismada, pnomonili koyun akciger 6rneklerinde THC %19.3; IF
%22.7; ELISA %?20.4 ve PCR yontemi ile %13.6 oraninda adenovirus varligi saptandi.
Ayni ornekler tizerinde uygulanan farkli yontemlere gore adenoviruslarin en ¢ok sirayla
IF, ELISA, THC ve PCR yo6ntemleriyle saptanabildigi goriildii. Ayrica bu galismayla ilk
defa indirekt imminfloresan, PCR ve doku homojenatinda Antijen ELISA
yontemleriyle pndmonili koyun akcigerlerinde adenoviruslarin varligi gosterilmistir.

Adenovirus yoniinden pozitif olan Orneklerin makroskobik ve mikroskobik
incelemeleri yapildi. Bu incelemede adenovirus pozitif 6rneklerin biiyiik ¢ogunlugunun

hem makroskobik hem de mikroskobik olarak intersitisyel pnomoni o6zellikleri
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tagidiklar1 ve bdylece bu calisamanin onceki deneysel ve dogal enfekte calisma
sonuclartyla uyumlu oldugu ortaya konuldu. Ayrica bazi akciger Orneklerinde
immiinohistokimyasal ve immiinofloresan ~ ydntemlerle antijen  varlig
gosterilememesine ragmen, ayni akciger orneklerinin mediastinal lenf yumrularinda
adenovirus varligmin saptanmis olmasi, bu viruslarin koyunlarda ilk defa latentlik
gosterebilecegi kanisini akla getirmistir.

Sonug olarak calismanin yiiriitiildiigii bolgedeki koyun adenoviruslerinin yaygin
olarak bulundugu, bu viruslarin saptanmasinda IF yontemin altin standart oldugu,
adenoviruslarin diger viral etkenler gibi intersitisyel pndmoniye yol agtig1 ve latentlik
Ozelligi tasiyabilecegi ortaya konularak enfeksiyonun yayginligi ve patomorfogenezi
hakkinda literatiire kaynak teskil edilmistir.

Yapilan bu ¢alismayla koyun adenoviruslarinin latentlik 6zelliklerinin kesinlik
kazanmasimin ve adenovirusla dogal enfeksiyon durumunda etkili olan mediatorlerin
belirlenerek enfeksiyonun patogenezinin, tedavi ve miicadelesine katki saglamak
bakimindan agikliga kavusturulmasina gerek duyuldugu belirlenmistir. Ayrica
calismanin yiritildigi illerde koyun pmomonilerinin sebepleri arasinda adenovirus
etkenlerinin 6nemli bir yer tuttugu ortaya konulmus ve bu enfeksiyonun tani, tedavi ve
korunmasina yonelik veteriner hizmetlerinin saglanmasinda yararli olabilecegi

diistiniilmektedir.
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siireyle engellenmistir.
[0 Enstitii Yonetim Kurulunun ..../.../.... tarih ve ............. sayili karari ile teze erigim 6 (alt1)

ay siireyle engellenmistir.
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EK-3. ETIK KURUL ONAY FORMU

VETERINER FAKULTESI
Birim Etik Kurul Karar

T.C. :
ATATURK UNIVERSITESI REKTORLUGU @

Karar Sayisi: 2018/ 71 [ Karar Tarihi: 10/

} [

/2018 |

Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi
Prof.Dr.Yavuz Selim SAGLAM tarafindan sunulan (Pnémonili koyun
akcigerlerinde adenovirus etkenin histopatolojik ve molekiiler
yontemlerle arastiriimasi.) adl bagvuru formu birim etik kurulumuz tarafindan
degerlendirilmistir.

ilkesine UYGUN olduguna karar verilmigtir

|
|

|

l Sunulan galigmasinin Atatiirk Universitesi Bilimsel Aragtirma ve Yaym Etigi Yonergesi |
|

[ Prof.Dr.Biilent POLAT )

Prof. Dr. Dursunali CINAR % yz '
il L c e =P
e

=

] Prof.Dr.Ekrem LACIN \ Uye
|
Prof.Dr. Zafer OKUMUS [ = He
/ s
| was i, s
Prof.Dr.Ziya Gokalp CEYLAN ) Uye -
\‘%(/l U'U
| / 'L;ijk -

99



