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OZET

AYDEMIR C. Respiratuar Sinsityal Virus ile Dogal Enfekte Kuzu Pnémonilerinde indiiklenebilir
Nitrik Oksit Sentetaz, CD3 ve CD8 immun-Ekspresyonlarinin Arastirilmasi. Van Yiiziincii Yl
Universitesi,Saghk Bilimleri Enstitiisii, Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans
Tezi, Van, 2019.Respiratorik Sinsityal Virus (RSV), Paramyxoviridac familyasinin Pneumovirus
genusuna dahil bir RNA virusudur. Sunulan bu ¢alismanin amaci, RSV ile dogal enfekte kuzu akciger
dokularinda indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz (iNOS), CD3 (Pan T hiicre) ve CD8 (sitotoksik T hiicre)
ekspresyonlarini immunohistokimya (IHC) metodu ile degerlendirmektir. Bu amacla, mezbahanede
kesilen kuzulardan, 100 adet pnémonili ve 10 adet kontrol akciger doku 6rnekleri makroskobik olarak
incelendikten sonra alindi ve %10’luk tamponlu formaldehitte tespit edildi. Rutin doku takibinden
gecirilen dokular, histopatolojik incelemeler i¢in Hematoksilen & Eozin (H&E) ile boyandi. Doku
kesitleri ayrica immiinohistokimyasal incelemeler i¢in poliklonal antikorlar kullanilarak Streptavidin-
peroksidaz (ABC) prosediiriine gére boyandi. immunohistokimyasal incelemeler sonucunda onsekiz (18)
dokuda RSV pozitif olarak tespit edildi. Daha sonra bu pozitif vakalar iNOS, CD3 ve CD8 immun-
ekspresyonlar1 agisindan degerlendirildi. Bu vakalarin tamaminda iNOS ekspresyonunda kontrole gore
artis belirlenirken, ondort (14) vakada CD3™ T lenfositlerin sayisinda artis tespit edildi. CD8" T lenfositler
ise bes (5) vakada belirlendi. Sonug olarak, RSV ile pozitif vakalarda iNOS immun-ekspresyonunda artis
olmasi ve vakalarin ¢gogunda CD3+ T lenfositlerin sayisinda artig tespit edilmesi, RSV ile dogal enfekte
kuzu pnémonilerinde meydana gelen immun yamtta, iNOS ve CD3" T lenfositlerin énemli rol aldiklarini
gosterdi.

Anahtar Kelimeler: CD3, CD8, iNOS, immunohistokimya,RSV,Kuzu.



ABSTRACT

AYDEMIR C. Investigation of Inducible Nitric Oxide Synthetase, CD3 and CD8 Immune-
Expressions in Naturally Infected Lamb Pneumonias with Respiratory Syncytial Virus. Van
Yuzuncu Yil University, Institute of Health Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, Department
of Pathology, M.Sc. Thesis, Van, 2019. Respiratory syncytial virus (RSV) is an RNA virus that belongs
to the Pneumovirus genus of the Paramyxoviridae family. The aim of this study was evaluating the
expressions of inducible nitric oxide synthetase (iNOS), CD3 (pan T cells), and CD8 (cytotoxic T cells)
in lamb lungs naturally infected with RSV using the immunohistochemistry (IHC) method. For this
purpose, 100 pneumonia and 10 control lung tissue samples were taken from lambs slaughtered in the
slaughterhouse after macroscopic examination. The samples were fixed in 10% neutral formalin and
embedded in paraffin using routine methods. Sections of 5 um in thickness were cut. The streptavidin—
peroxidase method (ABC) was used for staining the sections for IHC examination, which revealed RSV
positivity in 18 tissues. These positive cases were then evaluated for iNOS, CD3, and CD8
immunostaining. In all these cases, an increase in iINOS expression was detected compared with control,
whereas CD3+ T lymphocytes were detected in 14 cases and CD8+ T lymphocytes were detected in five
cases. Given the increase of iINOS immunoexpression in all RSV-positive cases and increase in the
number of CD3 T lymphocytes in most cases, it was concluded that iINOS and CD3+ T lymphocytes play
an important role in the immune response in lamb pneumonia arising due to natural infection with RSV.

Key Words: CD3, CD8, Immunohistochemistry, iINOS, Lamb, Rsv
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1.GIRIS

Koyunlarda solunum yolu hastaliklar1 birgok tilkede koyun endiistrisinde biiyiik
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Paramyxoviridae familyasina ait bir pnémoviriis
olan respiratory sinsityal virus (RSV), insanlarda énemli solunum yolu patojeni olup
(Dungworth, 1993) ruminantlarda bovin RSV, ovin RSV ve caprin RSV olarak
tanimlanmistir (Eleraky ve ark., 2001; Ceribas1 ve ark., 2013).

RSV enfeksiyonlarinin kontrolii ve klirensi i¢in adaptif bir immiin yanitin
gerekliligi vurgulanmistir (Sacco ve ark., 2014). Enfeksiyon bdlgesinde toplanan
hiicrelerin islevselliginde potansiyel farkliliklar olabilecegi ve bu farkliliklarin RSV
enfeksiyonunda kilit rol oynayabilecegi belirtilmistir (Sow ve ark., 2010). Insan RSV
susu ile enfekte edilmis yenidogan kuzularda makrofajlarin, nétrofillerin, yardime1 ve
sitotoksik T lenfosit hiicrelerinin immun yanitta goérev aldiklar1 deneysel olarak
gosterilmistir (Sow ve ark., 2010). BRSV ile enfekte olmus buzagilar, akcigerlerde,
trakeada ve nazofarinkste artmis CD8 T-hiicre infiltrasyonu sergilemistir (Mclnnes ve
ark., 1999). Farelerde ve insanlarda, CD4 ve CD8 T hiicrelerinin primer RSV
enfeksiyonunun ortadan kaldirilmasina aracilik ettigi bildirilmistir (Meyer ve ark.,

2008).

Selliiler ve humoral immun yanitin olusumunda rol oynayan CD3 T lenfositler
(So6zmen ve ark., 2010), cogu viriis enfeksiyonuna kars1 adaptiv immun yanit i¢in kritik
oneme sahiptir (Johnson ve ark., 2007). CD3 T hiicrelerinin, RSV patogenezini anlamak
icin Onemli olabilecegi belirtilmistir. RSV enfeksiyonunu onlemek icin as1
yaklagimlarinda bu immiin yanit bileseninin roliinlin goz Oniinde bulundurulmasi

gerektigi vurgulanmistir (Johnson ve ark., 2007).

Nitrik oksit (NO), birkag hiicre ve dokuda endojen olarak iiretilen gaz halindeki
inorganik bir radikaldir. NO’nun dengeli bir sekilde salinmasi, kan damari
relaksasyonu, trombosit agregasyonunun inhibisyonu ve noronal iletisim dahil olmak
lizere bir¢ok Onemli fizyolojik fonksiyonda yer alir (Lowenstein ve ark., 1994).
Deneysel bulgular, NO’in patojenlere karst immiinolojik konak savunma

mekanizmalarinda rol oynayabilecegini ve makrofajlar ve T hiicreleri arasindaki



sinyallemeye dahil olabilecegini ortaya koymustur (Barnes ve Liew, 1995; Akaike ve
ark., 1996). Ayrica NO’nun, bagisiklik sisteminin antiviral bir efektorii oldugu
(Mannick, 1995; Reiss ve Komatsu, 1998) ve NO’nun ¢esitli viriislerin ¢ogalmasini
inhibe edebilecegi bildirilmistir (Akaike ve ark., 1996; Komatsu ve ark., 1996; Tucker
ve ark., 1996).NO, ii¢ farkli NO sentaz1 ile katalize edilen bir reaksiyon ile L-
arginin'den tretilir (Curran ve ark., 1990; Billiar ve ark., 1992). Bunlar; néronal nitrik
oksit sentaz (nNOS), indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve endotelyal nitrik oksit
sentaz (eNOS) (Lacza ve ark., 2003).

IHC boyama, antijen komponentlerinin kalic1 ve net olarak ortaya koyulmasini
kolaylastiran giivenli bir yontem olup (Giilbahar ve ark., 2002), formalinle sabitlenmis
dokulardaki RSV antijenlerinin tanisal degerlendirmesinde sik¢a kullanilmaktadir
(Bryson ve ark., 1988; Ceribasi ve ark., 2013). IHC yontemi, pulmoner lezyonlarda
viral antijenleri agik¢a gdsterme firsati saglar (Bryson ve ark., 1988). Sigirlarda RSV ile
ilgili detayli immunperksidaz c¢aligmalar bildirilmistir (Ciszewski ve ark., 1991;
Ozyildiz ve ark., 2018; Yaman ve ark., 2018). Ancak dogal enfekte kegi (Ceribas1 ve
ark., 2013; Jarikre ve ark., 2017) ve koyunlarda (Giilbahar ve ark., 2002) RSV’nin

varligin1 IHC yontemi ile ortaya koyan siirli sayida ¢aligma mevcuttur.

Sunulan bu c¢alismanin amaci, IHC metodu ile RSV pozitif olarak tespit edilen
dogal enfekte kuzu pnomonilerinde iNOS,CD3 veCD8 immun-ekspresyonlarini

degerlendirmektir.



2.GENEL BIiLGILER
2.1.Solunum Sistemi

2.1.1. Solunum sistemi hastaliklarinin patogenezi

Solunum sistemi; iist solunum yolu (siniisler, nazofarinks, larinks, ve trakeyada)
ve alt solunum yolu (brons, bronsiyol ve alveoller)‘dan olusur (Erer ve ark.,2009; Yener
ve ark., 2016).Solunum sistemi hastaliklarinin patogenezisi, etkenin giris yolu, etkenin
yapisi, etkenin yogunlugu ile akciger dokusunun etkene karst duyarlilig: ile alakalidir

(Arda ve ark., 1998; Chirase ve Greene, 2001; Yener ve ark., 2016).

Solunum sistemi hastaliklar1 aerojen ve hematojen olmak tizere iki yolla
meydana gelir. Aerojen yolla alinan hastalik etkenleri,etkilerini hava yollarinda
gosterirler. Hematojen yolla olusan enfeksiyonlarda ise lezyonlargogunlukla diffuz,
fokal veya dissemine multifokal oOzelliktedir.Alveoler septumlar ve intersitisyel

dokular,brons ve bronsiyollerden daha fazla etkilenirler( Yener ve ark., 2016).

Hastalik etkeni mikroorganizmalar ilk etapta solunum sisteminin savunma
mekanizmasiyla karsilagirlar (solunum sistemini anatomik yapisi, mukosiliar sistem,
Oksiiriik ve burun akintisyla atilim).Etkenler burada bertaraf olmazsa alt solunum
yollarina (brons ve alveollar) ulagirlar. Alt sonunum yoluna ulasan mikrobiyal etkenlere
kars1 immun sistem devreye girer ve etkenler alveolar makrofajlar tarafinda fagosite
edilir (bu durum etkenin viriilans1 ve tiirtine ve gevresel faktorlere gore degisikilik
gosterebilir). Etkenler immiin sistemi asarsa solunum siteminin mukazal yilizeyinde
cogalip hiicrenin oksidasyon metabolizmasini bozarak mukozal yiizeylerde bulunan
savunma bolgelerini ve surfaktan maddesinin koruyculuk etkisi ortadan kaldirir.Boylece
lokal yangisal reaksiyonlar baslayip akcigerde hiperemi, 6dem ve pndmoni tablosu
gelisir. Bu reaksyonlarin sonucu olusan anormal derece sekresyon, eksutat artisi,
solunum sayist ve degisikligi ve Oksiiriik ile birlikte bir¢cok faktdr klinik tabloyu
olusturur (Arda ve ark.,1998; Chirase ve Greene,2001; Yener ve ark.,2016; Giines,
2018).



2.1.2. Akciger anatomisi

Akcigerler tlirlere gore degismek tizere farkli loblara ayrilmaktadir.
Ruminantlarda bu loblar 6nden arkaya dogru lobus cranialis’ler (sagda ve solda 2 ser
adet), lobus medius (sadece sagda kariyak lop), lobus caudalis (diyaframatik lob) ve
lobud accessorious seklinde siniflandirilmaktadir (Yener ve ark., 2016).

Kuzu akcigerleri ii¢ bolgeden olusur; kranial bolge, medial bolge ve kaudal
bolgedir. Akciger loblarinda bulunan ana damarlar ve bronslarda, merkezden perifere

dogru gidildikge incelmeler goriiliir (Calislar, 1986; Gengcelep ve ark.,2001).

2.2. Solunum Sistemi Hastaliklari

Solunum Sistemi hastaliklar1 ¢evremizde ve diinyada yaygin olarak gézlenmekle
birlikte 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Davies, 1985; Ozbey ve Muz,
2004; Kennerman, 2017).Kuzularda solunum sistemi hastaliklari, iist solunum yolunda;
rhinitis, laringeal kondritis, tisye tiimorleri, alt solunum yolunda; akut bakteriyel
(pasteurella, mycoplasma) ve viral pnomoniler, akciger apseleri, kronik viral hastaliklar

ve paraziter pnémoniler olarak goriilebilir (Kennerman, 2017).

Solunum sistemi hastaliklarinda mikrobiyal ajanlarinyan: sira dig ¢evrenin etkisi
hastalik olusmasina zemin hazirlamaktadir. Hayvanlarin bulundugu ortam 1sisinin diisiik
olmasi, barinma alanlarinin yetersiz havalanmasi, ortamin sik ve dar olmasi ve buna
bagli idrar ve amonyagin solunmasi vb gibi sonuglar dogrultusunda hastalik akciger

dokularinda farklilik arz edebilmektedir (Basoglu, 1998; Gengcelep ve ark., 2001).

Yapilan bazi ¢aligmalarda solunum sistemine bagli pndmoni vakalar1 su sekilde
bildirilmistir; Bitlis ydresinde yapilan bir ¢alismada 1505 ke¢inin akg¢igeri makrokobik
olarak muane edilmis olup, 74 vakada pnomoni tespit edilmistir (%4.91) (Yener ve
ark.,2001). Hindistan da yapilan mezbahane ¢alismasinda pnomoni orant %4.4 olarak
belirlenmistir (Dheerandra ve ark.,1991). Erzurum ilinde 2017 de yapilan bir ¢alismada
mezbahaneden alinan 1462 koyunun akcigerlerin 100° iinde (%6.83) pndémoni vakasi

saptanmistir (Eser,2019).



2.3.Pnomoni

Pnomoni, akcigerlerin eksudatif ve/veya proliferatif yangist olup makroskobik
olarak hepatize alanlarin olusmasi ile karakterizedir (Hazirogulu ve Milli, 2001; Ciftci
ve ark., 2015). Pnémonilerin etiyolojisi degiskenlik gosterip birgok mikrobiyal etken,
bakteriler, mantarlar, mikoplazmalar, viriisler, parazitler ve bazi maling hiicrelere bagl
olarak meydana gelebilir (Metin ve ark., 1988; Hazirogulu ve Milli, 2001; Zachary ve
ark., 2006; Yener ve ark., 2016).

2.4 Pnémonilerin Simiflandirilmasi

Pnomonilerin siniflandirilmast yapilirken yangmin karakteri ve yanginin
yayilisi, patogenezi ve morfolojisi géz Onilinde bulundurulur. Pnémoniler yanginin
karakterine gore eksudatif pnomoni, proliferatif pnémoni ve proliferatif-eksudatif
pnomoniler olarak smiflandirilirken, yayilis, patogenezis ve morfolijisine gore ise
bronkopndémoni, embolik-metastatik pnomoni, intersitisyel pnomoni ve graniilomatoz
pnomoni olarak siiflandirilmistir. (Haziroglu ve Milli, 2001; Zachary ve ark., 2006;
Ciftci ve ark., 2015; Yener ve ark., 2016).

2.4.1. Bronkopnémoni

Bu tip pnomonilerin etiyolojisinde genellikle; bakteriler, viriisler ve
mikoplazmalar gibi mikrobiyal ajanlarla birlikte, agizdan alinin sivinin veya mide
iceriginin akcigere aspirasyonu sonucu gelisebilir. Lezyon akcigerlerin kranial
bolgesinde goriiliir. Yangisal reaksiyon brong, bronsiyal ya da alveollarin sinirinda
baslayip, daha sonra tiim bu alanlar1 kaplayabilir. Bronkoponomiler; kataral irinli
(lobiiler) pnomoni ve fibrinli bronkopnémoni (lober pnémoni) olmak iizere iki ¢esidi

vardir (Haziroglu ve Milli, 2001; Yener ve ark., 2016).
2.4.1.1. Fibrinli bronkopnomoni (lober pnémoni-pléropnomoni)

Bu yangi tiirii akcigerlerin bir veya birden fazla lobunda goriilebilir. Yangi
eksutadinda fazla miktarda fibrin bulunur. Plorada yangi meydana geldigi igin
ploropndmoni de denilir. Akciger makroskobisinde loblarda gri renten koyu kirmizi-
siyah renge kadar degisen genis hepatize alanlar goriiliir (Zachary ve ark., 2006; Yener
ve ark., 2016).



Fibrinli pnémoniler etkenine gore yang: siireci 4 asamada olusmaktadir; yangisal
hiperemi, kirmiz1 hepatizasyon, gri hepatizasyon ve lizis-organizasyon (Zachary ve ark.,
2006; Yener ve ark., 2016).

Yangisal hiperemi; Etkilenen akcigerlerin makroskobisinde koyu kirmizi
alanlar, mikroskobisinde ise kapiller hiperemi, alveollerden liimene dokiilen epitel
hiicreleri, alveolar makrofaj ve eritsositler gozlenir (Erer ve ark., 2009; Yiizbasigiil,
2010; Ciftci ve ark., 2015).

Kirmuz1 hepatize alanlar: Hiperemi sonucu eksudatta bulunan fibrinojen
fibrine doniiserek etkilenen alanda pihtilasma goriiliir (Erer ve ark.,2009). Eksudatta
bulunan fibrin plérada toplanip makroskobik olarak sari renk olusturur (Zachary ve ark.,
2006). Mikroskobik olarak, interalveolar septumda hipereminin azaldigi gozlenirken,
yogun eritsositler ve makrofaj infiltrasyonu, alveol, brons ve bronsiol liimenlerinde
fibrinle karigik yogun kan elelmanlar1 goriiliir (Haziroglu ve Milli, 2001; Zachary ve

ark., 2006; Yiizbasigiil, 2010).

Gri hepatize alanlar: Akciger alveollerinde olusan fibrinin, fibroz doku ile
organizasyonu sonucu tiim alan fibr6z bag dokuya doniisiir (Erer ve ark.,2009).
Makroskobik olarak Iokositlerin infiltrastyonu ve kapiller dolasim bozuklugu
(alveollarin eksudat ile dolup kapillere basi yapmasi) sonucu olusan iskemi varligi gri-
sarims1 bir reng olusturur (Milli ve Haziroglu, 2001; Zachary ve ark., 2006; Ciftgi ve
ark., 2015).

Mikroskobisinde; brons, bronsial ve alveolarmn liimeni fibrinli eksutadla doludur.
Fibrinli eksutad sonucu, interlobiiler septum, perivaskiiler alanlar, subploral araliklar ve

lenf damarlar1 genisler (Yiizbasigiil, 2010; Yener ve ark., 2016).

Lizis organizasyon evresi: Bu asamda lokislerden salgilanan liziz enzimleri,
yangisal alanda olusan kitleyi eriterek tromboz sonucu kapanan lenf damarlarin1 agar
etkilenen lobda yangisal hiperemide oldugu gibi yeniden kanlanma sonucu koyu kirmizi
alanlar olugur. Canh tarafindan eritilemeyen pnomoni kitlesi ¢evresinde graniilasyon
dokusunu {ireterek organize olur. Bu bolgeler sertlesip et goriintiisii alir. Bu olayada

karnifikasyoda (etlesme) denir (Zachary ve ark., 2006; Erer ve ark.,2009; Ciftci ve ark.,



2015). Bir calismada tiim fibrinli pndomonili vakalarda, ploranin ve interlobiiler
septumlarin fibrinli bir eksudatla kalinlastig1 ve bu eksutadin igerisinden notrofil 16kosit

ve mononiikler hiicrelerin bulundugu tespit edilmistir (Yiizbasigiil, 2010).
2.4.1.2. Kataral-irinli(prulent) bronkopnomoniler (lobiiler pnéomoni)

Genel etkenleri; Streptecoccus spp, Staph., C.Pyogenes, E.coli Rodococcus equi,
Salmonella spp, Pastorella multicida ve Bordotella bronchiseptica gibi piyojen
bakterilerdir. Etkenler, canli savunma bariyerini asip alt solunum yollarina ulasarak;
bronsitis, bronsiyolis selinde baslayip, endobronsiyal ve peribronsiyal olarak yayilir. Bu
pnomoni ¢esidi yangisal eksudatta notrofil 16kositler bulunur. Ayrica virilislerin neden
oldugu intersitiyel pnomonilere ikincil bir etken olarak karisarak kataral irinli
pnomonilere sebeb olabilirler (Zachary ve ark., 2006; Cohrs, 2013; Yener ve ark.,
2016).

Makroskobisinde, kranial loblarda sari-kirmizi renkli, sert kivamli, smirl,
hiperemik ve kesit ylizlerinde az serdz sizinti bulunan alanlar (lobguk biiyiikliigiinde)
goriiliir, bu alanlar ilerleyen donemlerde birleserek daha genis alanlar1 (lober pnémoni)
olusturur. Bu pnomonilerde plora saglam olup etkilenmemistir (Yiizbasigiil, 2010;
Yener ve ark., 2016). Mikroskobisinde ise lezyonun etkileme siddetine gore hafif

derece, orta derece ve siddetli derece olarak 3 guruba ayrilmistir (Yiizbasigiil, 2010).

Hafif derece: Kismi nétrofil, kapillar hiperemik ve alveolarde sinirli 6dem
goriilmistiir. Orta derece: Brong ve alveolerde notrofiller ile birlikte makrofajlar vardir.
Siddetli derecede ise, brons, bronsial ve alveol liimenlerinde dokiilmiis epidel hiicreleri

ile bol miktarda yangi hiicreleri vardir (Yiizbasigiil, 2010; Yener ve ark., 2016).
2.4.2. Embolik-metastatik pnomoni

Genellikle akciger dist hastalik yapan; Streptokok, Stafilokok, E.coli,
Corynobacterium Pygenes gibi bakterilerin kan yoluyla akcigere gelip multifokal
granolosit inflitrasyonu ile karakterize abse odaklar1 olusturur. Bu etken alaninda kalan
alveol ve lobul septumlari lizize olurlar (Milli ve Haziroglu, 2001; Yiizbasigiil,2010;
Yener ve ark., 2016).



2.4.3. Graniilomatéz pnémoni

Hastalik etkeni akcigerde savunma sistemi tarafindan fagosite edilemeyip,
graniilom olusturmasiyla karaktize pnémoni ¢esididir (Zachary ve ark., 2006; Cift¢i ve
ark, 2015). Genellikle graniilomatéz pnomonilere bakterilerden Mycobacterium
cinslerinden;  M.Avium, M.Tuberculosis, M.Bovis.,Parazitlerden; Dictyocauslus
Viviparus, Protostrongylus ssp, Neostronygylus spp., Muellerius spp., ve Cystocaulus

spp. Mantarlarda ise; A.funmigatusdi neden olur (Yener ve ark., 2016).

Graniilomatéz pnomonide hastalik etkeni genellikle solunum ve sindirim
sistemiyle alinir. Bakteriler alveolar makrofajlar tarafindan fagozite edilir. Bu savunma
hiicrelerinin yetersiz kalmasi durumunda, basiller makrofaj icerisinde canliligin
stirdliriip ¢ogalirlar daha sonra 6len bu makrofajlardan basiller salinir ve viicut savunma
sistemi tarafindan ikincil bir savunma (makrofajlar epideloid ve langerhans tipi dev
hiicreler olusturur) mekanizmasi devreye girer. Bu yangi alaninda lenfosit, plazma
hiicreleri, yikilanmis makrofajlar yer alir (Milli ve Haziroglu, 2001; Yener ve ark.,
2016). Lezyon genisledikge, alan ortasinda nekroz goriilir ve bu goriilen alan
cevresinde yangisal hiicreler bu hiicrelerin distan sardig1 fibroz kabsiil gelisir. Bu tiir
durum organizmanin savunmasinin iyi oldugu gosterir (Yener ve ark., 2016). Bu tiir
pnomonilerde makroskobik olarak simirlart  keskin, sert kivamda graniilomlar
(kesitlerinde gri-sar1 rengli ufalanir madde) goriiliir. Ayrica lenf nodlarinda kalsifiye

alanlarda gortliir.

Mikroskobik incelemelerinde ise yangisal reaksiyon sonucu olusan,
kazeifikasyon nekroz alanlari ve bu alanin ¢evresinde makrofajlar, epiteloid hiicreler,
langhans tipi dev hiicreleri, yabanci cisim dev hiicreleri, lenfosit ve plazma hiicrelerinin
ve en dista fibroz kapsiille cevrilmis olan ve graniilom adi verilen yapilar goze

capraktadir (Milli ve Haziroglu, 2001; Cift¢i ve ark, 2015; Yener ve ark.,2016).
2.4.3.1.Verminoz pnomoni

Koyun, keg¢i ve sigirlarda parazitler nedeniyle olusan pndmoni tiiriidiir. Sindirim

yoluyla alinan parazit larvalari hematojen yolla brons ve bronsiyollere ulasip, kataral



irinli bronsitis ve bronsiyolis, obstriikksiyon amfizemi ve atelektaziye neden olur (Ciftgi

ve ark, 2015; Yener ve ark., 2016).

Makroskobisinde, dorsokaudal ve ventrokaudal loplara yerlesen etken bazen tiim
akcigerdede gorilir (Cift¢i ve ark, 2015; Yener ve ark., 2016). Lezyon agik-kahve
rengli veya gri-yesil rengde goriilebilir, lezyon sinir1 belirgin olup, diizensiz bir dagilma
gosterir (Cift¢i ve ark, 2015; Yener ve ark., 2016).

Mikroskobisinde, graniilamatéz pnomonideki yangisal olay sonrasi goriinen
mikroskobik alana ek, parazitin yerlestigi alveol ve bronsiyolde etkenin larva ve
yumurtalarinin gériilmesi vermindz pnémonilerdeki tipik bulgudur (Ciftgi ve ark, 2015;

Yener ve ark., 2016).
2.4.4.Interstisyel pnémoni

Intersitisyel pndmoni; alveol duvarlarinda (interalveolerseptumlarda) meydana
gelen eksudatif ve proliferatifolaylardir. Intersitial pndmoniler baslangicta akut
eksutadif yangiyla baslar. ilerleyen dénemlerde ise alveol tip-1 hiicrelerin yerine tip-2
hiicreler prolife olur, boylelikle proliferatif yangi baglanmis olur (Zachary ve ark., 2006;
Yener ve ark.,2016).

Makroskobisinde tipik bir 0Ozellige rastlanmaz, pnomoni akcigerin tim
alanlarinda goriilebilir ama g¢ogunlukla kauda dorsal kisminda goézlenir (Milli ve
Haziroglu, 2001; Zachary ve ark., 2006; Yiizbasigiil, 2010; Cift¢i ve ark., 2015).

Intersitiyel pnomonilerin mikroskobik incelemelerinde, akut devrede hastalik
etkeni tip-1 alveol hiicrelerini zarara ugratir. Supakut ve kronik dénemde alveol tip-1
hiicreler yerlerine alveol tip-2 hiicreler alir. Baz1 vakalarda ise sinsityal dev hiicreler
goriilmistir. (Milli ve Haziroglu, 2001; Cift¢i ve ark.,2015; Zachary ve ark., 2006;
Yiizbasigiil, 2010; Yener ve ark.,2016).

Intersitiyel pndmonilerin nedenlerine baktigimiz zaman genellikle; viral,
bakteriyel, mikoplazmal, fungal ve c¢esitli parazitler gibi enfeksiyoz ajanlarla
olugmaktadir. Ayrica, solunan baz1 kimyasal maddeler (saf oksijen, duman), sindirilen

toksin ya da partikiiller, ilag reaksiyonlari, endojen metabolik toksik maddelerinin agiga



¢ikmasi (liremi, panreatitis, sok) gibi durumlarda da intersitisyel pndmoni olusmaktadir

(Zachary ve ark., 2006; Caswel ve Willams, 2006; Yener ve ark., 2016).
2.4.4.1.Viral etkenlere bagh interstisyel pnomoniler

Viriisler tek baglarina akcigerde hastalik etkeni olduklar1 zaman intersitiyel
pnomoniye sebeb olurlar ayrica viicut savunma sistemini baskilayarak sekonder bir
bakteriyel enfeksiyonun olusmasina neden olabilirler (Milli ve Haziroglu, 2001;
Gengay, 2002; Yener ve ark.,2016).

Makroskobik olarak, kraniyoventral bolgede lobiiler dagilimli, kirmizi hepatize
alanlarin olusmasi1 ile karaktizedir. Viral pnomonilerde bronsitis, bronsiyolitis,
bronkointersitiyel pnémoni sekiller (Yiizbasigiil,2010 ; Yener ve ark.,2016). Brons,
bronsiyol ve alveol epidelinde nekroz ve yangisal eksudat gozlenir. Sonraki dénemde
tip-1 alveolal epitel hiicreleri yerine tip-2 alveol hiicreler prolife olur. Peribronsiyoller
ve komsu alveollerin intersitiyumunda lenfositlerin infiltrasyonu gézlenir. Ayrica bazen
alveol tip-2 epitel hiicrelerden olusan sinsitiyal ya da ¢ok g¢ekirdeklidev hiicreler
goriilebilir. Akut safhada ¢ogunlukla brons, bronsiyol ve alveol epitel hiicrelerinde (tip-
2) sitoplazmik ve/veya niikleer inkliizyonlar bulunur (Yiizbasigiil, 2010 ; Yener ve

ark.,2016).

Intersitiyel pnomonilere neden olan viriisler; Parainfleunza viriisii (PI3),
Respiratorik sinsityal viriis (RSV), Canine distemper viriis, At influenzas1 (Hoppegarten
oOksiirii), Feline kalisiviriis, Adenoviriis, Equine adenoviriisequine Herperviriis-4, Koyun
progressif pnomonisi (maedi) ve Kegilerin artritis-Ensafalitisi olarak belirtilmistir(Yener

ve ark.,2016).

2.5. Respiratuvar Sinsityal Viriis

Rsv viriisii segmentsiz negatif iplikli olup, Mononegevirales takimina ait
Paramyxoviridae familyasinin Pneumovirus genusuna déhil bir RNA viriisiidiir
(Hall,1994; Mandel ve ark., 1995; Murphy, 1996; Collins, 2001). Paramyxovirus
virionlar1 pleomorfik, zarfli, 150-300 nm c¢apinda, kiire veya flamentdz yapida, tek

zincirli ve negatif polariteli RNA’l1 viruslardir (Chang ve Rebecca, 2012). Rsv viriisii
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akcigerde sitopatolojik etkileri sonucunda, intersitiyal pndmoni ve ozellikle sinsityal

hiicre olusumuna neden oldugu i¢in bu ismi almistir (Caswett ve Williams, 2006).

Cesitli yayin ve kaynaklarda pneumoviriis ¢esitleri su sekilde alinmistir (Hall,

1994; Mandel ve ark.,1995; Murphy,1996; Collins ve ark., 2001):

RSV; Respiratorik sinsityal viriis (insan solunum sinsisyal viriis),

BRSV; Bovine respiratory ssyncytial viriis (sigir solunum sinsitiyal viriisii),
ORSV; Ovine respiratory syncytial viriis (koyun solunum sinsitiyal viriisii)
CRSV; Caprine respiratory syncytial virus (ke¢i solunum sinsitiyal viriis),
PVM; Pneumonia virus of mice (fare pnémoni viriisii),

TRTV; Turkey rhinotracheitis viriis (hindi rinotrakeit viriis)

Respiratory sinsitiyal viriisii, Adenoviriis, Parainfuenza-3 ve Reovirus
tip-1 gibi virtisler kuzularda intersitiyel pndmoniye neden olur (Davies ve ark.,
1981; Davies, 1985; Bryson ve ark., 1988; Yener ve ark., 2016). Ayrica bu
viriisler viicut savunma mekanizmasint optimal diizeyde c¢alismasin
engellediginden dolay1 akcigerde sekonder bakteriyel enfeksiyonlarin
olusumuna neden olurlar (Davies,1985; Milli ve Haziroglu, 2001; Gengay, 2002;
Yener ve ark., 2016; Giines, 2018). Koyun ve kuzularin respiratuvar sinsitiyal
viriisin  etken oldugu pnomolerde intersiteiyel pnomoni yaptigr ¢esitli
aragtirmalar gostermistir (Sharp ve Martin, 1983; Davies, 1985; Bryson ve ark.,
1988; Aytug, 1992).

2.5.1.Klinik muayene

Interstisyel pndmoni diisiiniilen hastalarm klinik muayenelerinde; yiiksek ates,
istahsizlik, hareket kisitligi, burun akintisi, solunum seslerinde degisiklik ve solunum
sayinda artisin oldugu bildirilmistir (imren ve Sahal, 1994; Davies, 1985; Basoglu,
1998; Gengceelep ve ark., 2001; Ozbey ve Muz, 2004).Akcigerin makroskosinde ¢ogu
zaman intersitiyel pnomoni goézlemlenmistir (Sharp ve Martin,1983; Davies, 1985;

Aytug, 1992).Rsv viriisiiniin insanlardadzelikle kis aylarinda, yenidogan ve kiiclik
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yaslarindaki ¢oguklarin alt solunum yolu olan akut bronsiyolit ve viral pndmoniler gibi

akciger enfeksiyonuna nedenoldugu gosterilmistir(Perk ve Ozdil, 2018).
2.5.2. Mikroskobik belirtiler

Intersitiyal pndmonili akciger vakalarmin mikroskobisinde; brons, bronsiyol ve
alveol epidelinde nekroz ve yangisal eksudat gozlenir. Sonraki dénemde tip-1 alveolal
epidel hiicreleri yerine tip-2 alveol hiicreler prolife olur. Peribronsiyoller ve komsu
alveollerin intersitiyumunda lenfositlerin infiltrasyonu gézlenir. Ayrica bazen alveol tip-
2 epidel hiicrelerden olusan sinsitiyal ya da ¢ok ¢ekirdekli dev hiicreler goriilebilir. Akut
sathada ¢ogunlukla brons, bronsiyol ve alveol epitel hiicrelerinde (tip-2) sitoplazmik

ve/veya niikleer inkliizyonlar bulunur (Yener ve ark.,2016).

12



3. GEREC VE YONTEM

Calismanin materyalini Van ilinde 6zel bir mezbahada kesilen kuzulardan alinan
akciger doku ornekleri olusturdu. Bu amagla, makroskobik olarak incelenen yaklasik
1200akcigerden100 (%12) adet pnémonili ve 10 adet kontroldoku 6rnekleri alindi ve
%10’luk tamponlu formaldehitte tespit edildi. Bu doku Ornekleri daha sonra
histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak incelendi.3 er aylik periyotlar halinde
farkli dort donemde mezbahadan doku ornekleri alinarak mevsimsel faktorlerin
hastaligin olusumundaki etkisi incelenerek, tek seferde belirli bir yore ya da siirliye ait

enfeksiyonun degerlendirlmesinin 6niine gegilmeye ¢aligiimistir.
3.1. Histopatolojik Inceleme

Kesilen kuzulardan alinan akciger doku 6rnekleri %10°luk tamponlu formaldehit
solisyonuna konuldu. Doku oOrnekleri tespit edildikten sonra rutin takip yapilarak
paraffin bloklara gomiildii ve mikrotomla (Leica RM 2135) 4um kalinliginda kesitler
alindi. Kesitler Hematoksilen-Eozin (H &E) ile boyanarak 151k mikroskobunda (Nikon
80i-DS-R12) incelendi ve fotografland1 (DS-U3, Nikon, Japan).

3.2. Immunohistokimyasal Inceleme

Immunuhistokimyasal inceleme,streptavidin-peroxidase metoduna (ABC) gore
streptavidin/biotin immunoperoxidaz kit (Histostain-Plus Bulk Kit; Zymed, South San
Francisco, CA, USA) kullanilarak RSV, CD3, CD8 ve iNOS ekspresyonlari belirlendi.
Hazirlanan kesitler adezivli lamlar iizerine alindiktan sonra, ksilen ve alkol serilerinden
gecirildi. Kesitler PBS (phosphate buffer solution) ile yikandiktan sonra %3’liikk H202
de 20 dakika tutularak endojen peroksidaz inaktive edildi. Antijen retrieval soliisyonuna
(sitrat buffer) konulup tizeri kapatildiktan sonra 20 dakika siireyle ikiser kez 1siya tabi
tutuldu. Firindan ¢ikarildiktan sonra oda sicakligina gelinceye kadar bekletildi. Dokular
yeniden PBS ile yikandiktan sonra 20 dakika protein bloking (nonimmun serum) ile
bloke edildi. Dokular RSV (ThermoFisher Scientific, USA; 1/100 sulandirma), anti-
INOS (abcam-ab15323, 1/100 sulandirma), anti-CD3 (Ventana-790-4341) veCD8
(Novocastra-NCL-L-CD8-4B11, 1/100 sulandirma) poliklonal antikorlari damlatilip
+4°C de bir gece boyunca inkiibasyona birakildi. Kesitler PBS ile yikanip biotinize
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sekonder antikor ile oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi. PBS ile tekrar yikanan
kesitler, streptavidin-peroksidaz da 20 dakika bekletildikten sonra PBS ile ayn1 sekilde
yikandi. Yikama isleminden sonra diaminobenzidine (DAB) damlatilip 1-2 dakika
bekletildi. Daha sonra tiim dokular hematoksilende 1-2 dk bekletilip musluk suyunda
yikandi. Tekrar alkol ve ksilen serilerinden gegirilen kesitler entellan kullanilarak
kapatildi. Boyama islemini dogrulamak i¢in negatif kontroller kullanildi; Bu slaytlar
primer antikorlar yerine PBS ile reaksiyona sokuldu. Kesitler 151k mikroskobunda
(Nikon 80i-DS-RI2) incelendi ve fotograflandi.

Immunohistokimyasal sonuglar, dokudaki boyanma yogunluguna gore; (-) :

negatif; (+) : hafif; (++) : orta; (+++) : yogun seklinde degerlendrildi.
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4. BULGULAR

4.1. Makroskobik Bulgular

Incelenen akcigerlerde makroskobik lezyonlarin genellikle kraniyal loblarda
lokalize oldugu goriildii. Bu lezyonlarin koyu kirmizi yada gri-beyaz renkli konsolide
alanlar olduklar1 belirlendi. Interlobuler septumalarin genisledigi belirlenirken
pnomonik loblar ve etkilenmeyen alanlar arasinda demearkasyon hattinin belirgin

oldugu goriildii (Sekil 1).

Sekil 1.Akcigerin sag loblarinda (kraniyal ve mediyal) lober dagilimli, sol loblarinda ise
lober dagilimlihepatize ve atelektazik pnémoni odaklart (yildizlar).

4.2. Mikroskobik Bulgular

Akciger kesitlerinin histopatolojik degerlendirmesinde, bronko-intersitisyel,
kataral-purulent ve fibrinli pnémoni bulgular1 gézlendi. immunohistokimyasal olarak
RSV ile pozitif kesitlerin histopatolojik incelemesinde, viral pnomonilerde goriilen
intersitisyel pnémoni bulgularinin (proliferatif lezyonlarin 6n planda oldugu) yaninda
muhtemel sekonder enfeksiyonlarin etkisiyle sekillenen bronkopndmoni bulgulartyla
kendini gosteren bronkointersitisyel pnomoni tablosu mevcuttu. Bu Kkesitlerde

interalveolar duvarlarin mono-niikleer hiicre infiltrasyonlari, konjesyon ve tip-2
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epitelyal hiicre proliferasyonlart sonucu genislemesi ile karakterize intersitisyel
degisiklikler goriildii. Alveol duvarlar tip 2 pnémositlerle doseli olup viral pndmonilere
0zgl “epitelizasyon” ya da “fotalizasyon” diye tabir edilen goriinim mevcuttu.Brons,
bronsiyol ve alveol liimenlerinde sinsityal hiicre olusumlar1 goriildii. Bazi alveol
duvarlarinda fibromuskuler hiperplazi gézlendi Ayrica, Interlobuler septumlar
mononiiklear hiicre infiltrasyonlar1 ve 6demden dolay1 genislemisti (Sekil 2). Eksudatif
lezyonlarin 6n planda oldugu kesitlerde ise notrofil lokistli infiltrasyonlar ile karakterize
degisiklikler izlendi. Hava yollarinda, i¢cinde ¢ok sayida nétrofil, dokiilmiis hiicreler,

fibrin, eritrositler ve makrofaj iceren eksudat gorildii.

Sekil2. Intersitisyel pndmoni; Alveollerin liimeninde Sinsityal hiicre olusumlari (oklar)
ve alveollerin duvarinda tip II epitel hiicre proliferasyonu (epitelizasyon) izlenmekte (ok
baslar1). H&E, bar: 50 p.

4.3. Iimmunohistokimyasal Bulgular
4.3.1. Anti RSV boyamalar

Immunohistokimyasal incelme sonucunda 18 (onsekiz) kesitte sitoplazmik RSV
pozitifligi belirlendi. Pozitif immun-boyama, proliferatif ve eksudatif komponentler ile
cogunlukla miks seyreden bronko-intertitisyel pndmonilerde tespit edildi. Bu kesitlerde

brons ve bronsiyol epitelinde, propriyave submokozada, bronsiyal bezlerin ¢evresinde
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ve brons ve bronsiyol liimeninde bulunan hiicresel dokiintiilerde ve eksudatta immun-
reaktivite goriildii. Ayrica interlobuler ve interalveolar septumlarda,alveol
limenlerindeki yangisal eksudat, hiicre dokiintiileri, makrofaj ve lenfositler ile sinsityal
hiicre formasyonlarinda yogun immunopozitflik belirlendi. Bronsiyal lenf nodlarinda
reaksiyon tespit edilmedi. Kontrol grubu dokularinda ise pozitif boyanma goriilmedi

(Sekil 3-7).
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Sekil 3. Brong epitelinde (siyah ok), submukozada ve bronsiyal bezler arasindaki
yangisal hiicrelerde (Kirmizi oklar) RSV immun-pozitifligi izlenmekte. ABC-P, bar:
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Sekil 4.Brons epitelinde (okbaslar1) ve submukozadaki yangisal hiicrelerde (oklar) RSV
Immun-pozitifligi izlenmekte. ABC-P, bar: 100 p.
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Sekil 5.Bronsiyol epitelinde (Kirmizi oklar) ve alveol liimenindeki yangisal hiicrelerde
(okbaslar1) RSV immun-pozitifligi izlenmekte. ABC-P, barr: 100 p.
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Sekil 6.Alveolar makrofajlarda RSV immiin-reaktivitesi izlenmekte. ABC-P, bar: 100u
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Sekil 7.Alveol limenindeki yangisal hiicrelerde (oklar) ve eksudatta RSV immiin-
reaktivitesi izlenmekte. ABC-P, bar: 100 p.

4.3.2. Anti-iNOS boyamalar

Kontrol grubu akciger kesitlerinde brons ve bronsiyol epitel hiicrelerinde giiglii
INOS ekspresyonu goriildii. Ayrica kapillar damar endotelinde iNOS immun-
reaktivitesi izlenirken, arterlerin ¢ogunda reaktivite izlenmedi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda tiim RSV pozitif kesitlerde, iNOS immun-reaktivitesindeki artigin
ozellikle arter endotelinde yogun sekilde gergeklestigi goriildii. Ozellikle peribrons ve
peribronsiyal alandaki arter ve kapillar damar endotelinde yogun reaktivite
izlendi.iNOS immun-reaktivitesinin alveol liimenlerinde bulunan alveolar makrofajlarda
yogun olarak gerceklestigi belirlendi. Ayrica, alveol liimeninde ve intersitisyel ve brons
ve brongiyol limenlerindeki yangisal hiicrelerde reaktivite tespit edildi. Ancak,
notrofillerde raktivite goriilmedi. INOS immun-reaktivitesinin sitoplazmik oldugu
belirlendi (Sekil 8-12).
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Sekil 8.Kontrol grubu kuzularda iNOS immun-reaktivitesi. Brongiyol epitelinde iNOS
immun-reaktivitesi izlenirken (oklar), arter endotelinde reaktivite izlenmemekte
(okbas1). ABC-P, bar: 100 p.
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Sekil 9.RSV pozitif kuzularda bronslarin submukozasindaki kapillar damarlarda iINOS
immun-reaktivitesi izlenmekte. ABC-P, bar: 100 p.
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Sekil 10.RSV pozitif kuzularda bronsiyol epitelinde, submukozadaki kapillar
damarlarda (okbaslari) ve arterlerde (oklar) iNOS immun-reaktivitesi izlenmekte. ABC-

P, bar: 100 p.
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Sekil 11. RSV pozitif kuzularda alveolar makrofajlarda iNOS
izlenmekte. ABC-P, bar: 100 p.
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Sekil 12.RSV pozitif kuzularda alveol limenlerindeki yangisal hiicrelerde iNOS
immun-reaktivitesi izlenmekte. ABC-P, bar: 100 p.

4.3.3. Anti CD3 boyamalar

Kontrol grubuna ait akciger kesitlerinde CD3" T hiicreleri bronsiyal lenf
nodlarinda goriildii. CD3" T hiicre aktivitesinde artis olan RSV pozitif pndmonik
akciger doku kesitlerde ise bronsiyal lenf nodlarinda, peribrons ve peribronsiyoller
alanda, brons ve bronsiyollerin epitelyal ve propriya mukozasinda, submokozada,
bronsiyal bezlerin ¢evresinde, tiim havayollarinda ve intersitisyel alanda immun-reaktif
CD3+ T hiicreleri belirlendi. Immun-reaktivite sitoplazmik lokalizasyona sahipti (Sekil
13-17).
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Sekil 13.Kontrol grubu kuzularda bronsiyol submukozasinda az sayida CD3" T
lenfositler izlenmekte. ABC-P, bar: 100 p.

Sekil 14.A: RSV pozitif kuzularda, bronsiyal mukozada ve submukozada yaygin CD3"
T lenfositler izlenmekte ABC-P, bar: 500 pu; B: Epitelyal mukoza (oklar) ve propriya
mukozada (okbas1) CD3" T lenfositler izlenmekte. ABC-P, bar: 100 p.
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Sekil 15. RSV pozitif kuzularda peribronsiyoler alanda ve akciger parankiminde yaygin
CD3" T lenfositler izlenmekte. ABC-P, bar: 500p.
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Sekil 16. RSV pozitif kuzularda propriya mokozada ve submukozal alanda yaygin
CD3" T lenfositler izlenmekte. ABC-P, bar: 100 p.
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Sekil 17. RSV pozitif kuzularda bronsiyollimeninde (okbasi),epitelyal mukozada
(oklar) ve submukozada yaygin yaygin CD3" T lenfositler (yildizlar) izlenmekte. ABC-

P, bar: 100 p.

4.3.4. Anti CD8 boyamalar

Kontrol grubuna ait akciger kesitlerinde CD8" T hiicreleri goriilmedi. RSV
pozitif kesitlerin dort tanesinde bronglarin propriya mukoza ve submukozasinda,
bronsiyal bezlerin cevresinde ve alveol liimenlerinde CD8" T hiicreler tespit edildi.

Immun-reaktivitenin sitoplazmik lokalizasyona sahip oldugu belirlendi (Sekil 18-21).
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Sekil 18.Kontrol grubu kuzularda CD8 immun-boyamasi. Reaktivite izlenmemekte.
ABC-P, bar: 100 p.
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Sekil 19.RSV pozitif kuzularda propriya mukoza (okbasi) ve submukozada (oklar)
CD8" T lenfositler izlenmekte. ABC-P, bar: 100 p.
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Sekil 20.RSV pozitif kuzularda bronsiyal bezlerin arasinda CD8" T lenfositler
izlenmekte (oklar). ABC-P, bar: 100 p.
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Sekil 21.RSV pozitif kuzularda alveol liimenlerinde CD8" T lenfositler izlenmekte.
ABC-P, bar: 100 p.

RSV pozitif akciger dokularinda tiim antikorlarin vakalardaki yogunlugu tablo
1’de sunuldu (Tablo 1). Ayrica, IHC boyamalarda antikorlara gore immun-reaktivitenin
goriildiigii alanlar Tablo 2’de sunuldu (Tablo 2).
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Tablo 1. IHC boyamalardaantikorlarin vakalardaki yogunlugu

Vaka RSV iINOS CD3 CD8
1 + ++ +++ -

2 ++ ++ - -

3 + + - -

4 + ++ +++ +
5 ++ +++ +++ +
6 +++ +++ +++ -

7 +++ ++ + -

8 ++ +++ ++ -

9 + + +++ +
10 ++ ++ +++ -
11 ++ +++ +++ +
12 +++ +++ ++ -
13 ++ ++ - -
14 + ++ +++ ++
15 ++ ++ +++ -
16 ++ + - -
17 +++ ++ + -
18 ++ + ++ -

Tablo 2. HC boyamalarda antikorlara gore immun-reaktivitenin goriildiigii alanlar

Antikor Alveol Alveol Brons, Peribrons, | Brons, Brongiyal | Damar
duvari liimeni brongiyol | peribronsi | brongiyol | lenfnodu | endoteli
epiteli oler alan liimeni
RSV 10 12 15 17 8 0 0
iNOS 7 9 8 18 3 12 18
CD3 7 6 9 14 11 14 0
CD8 0 3 0 5 0 0 0
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5. TARTISMA VE SONUC

Bircok hayvan tiirlinde deneysel RSV enfeksiyonu calismalari yapilmigtir
(Dreizin ve ark., 1971; Prince ve Porter 1976; Belshe ve ark., 1977; Collier ve Clyde
1977: Richardson ve ark., 1978). Ayrica,RSV ile deneysel enfekte kuzularda(Sharma ve
Woldehiwet, 1990; Sharma ve ark., 1990), sigirlarda (Gaddum ve ark., 2003, Taylor ve
ark., 1997)ve deney hayvanlarinda (Graham ve ark., 1991) solunum yollarinda
enflamatuar hiicreleri tanimlamayan c¢alismalar mevcuttur. Ancak, RSV ile dogal
enfekte kuzularda bu calismalar yapilmamistir. Deneysel RSV enfeksiyonlarinin, dogal
RSV enfeksiyonundakine benzer klinik belirtiler ve lezyonlarin gosterilmesine olanak
sagladigi halde, dogal olarak meydana gelen hastaligi tam olarak yansitmadigi
vurgulanmistir (Belknap ve ark.,1995). Ciinkii yas, bagisiklik durumu, pulmoner
savunma mekanizmalari, eszamanli enfeksiyonlarin varligt ve stres gibi konakel
faktorlerin hepsi solunum yolu enfeksiyonlarinin sonucunu belirleyebilir. Bundan
dolayi, tiim hayvanlari iyice degerlendirerek ve bu degiskenlerin cogunu elimine ederek
deneysel bir popiilasyon elde edilebilmenin 6nemi vurgulanmistir (Belknap ve ark.,
1995). Ilaveten, deneysel RSV enfeksiyonu olusturularak yapilan galismalarda
inokulasyonda farkliliklarin olabilecegi vurgulanmistir. Hacim, titre ve patojenitenin
modelin etkinligini belirleyebilecegi belirtilmistir (Belknap ve ark., 1995).Sunulan bu
calismada,dogal RSV enfeksiyonunda sekillen inflamasyondaiNOS, CD3 ve CDS

ekspresyonlar1 IHC yontemiyle arastirildi.

RSV’nin tanis1 klinik bulgular, makroskobik inceleme, histopatolojik bulgular
ve etkilenen doku kesitlerinde viral antijenin IHC yoOntemiyle gosterilmesine
dayanilarak yapilir (Baker, 1986, Haines ve ark., 1989). Ancak, koyunlarin 6zellikle
parainfliizenza tip-3 (PIV-3) ve RSV gibi viriislere duyarli olduklart bildirilmistir
(Giilbahar ve ark., 2002; Ceribasi ve ark., 2013). Bu viriislerin teshisi makroskobik
olarak sinirlidir ve ¢ogu solunum virusiiniin silier aktiviteyi tahrip ettigi ve solunum
yolundaki mukosiliyer temizligi énemli olgiide azalttig1 bilindiginden, benzer akciger
lezyonlarina bagli histopatolojik bulgular sergilerler (Jericho, 1983; Ceribasi ve ark.,
2014). Dolayistyla, PIV-3 ve RSV enfeksiyonlarinda akcigerdeki patolojik degisiklikler
birbirine benzedigi i¢in, H&E kesitlerin histolojik incelemesi etken teshisi i¢in yeterli

olmadig1 belirtilmistir (Dungworth, 1993). Ilaveten, o6zellikle RSV’nin, hiicre

29



kiiltiirlinde yavag ilerleyen sorunlu bir viriis oldugu, bu nedenle, viriis izolasyonunu
gerceklestirmenin zor oldugu belirtilmistir (Ciszewski ve ark., 1991; Pulat, 1992).
Dahasi, RSV viriisii koyunlarda dogal enfeksiyonlarda nadir olarak izole edilmis
(Everman ve ark.,1985) ve bir RSV susunun, belirgin klinik belirtiler olmadan kuzu
akcigerlerinde ciddi patolojik degisikliklere neden olabilecegi belirtilmigtir (Sharma ve
Woldehiwet, 1990). Tiim bu nedenlerden dolayr IHC teknigi solunum yolu hastalikli
hayvanlarda RSV antijenlerinin tespitinde hizli ve giivenilir bir yontem olarak siklikla

kullanilmistir (Giilbahar ve ark., 2002; Yaman ve ark., 2018; Ozyildiz ve ark., 219).

Sunulan bu ¢alismada, immunohistokimyasal olarak interalveolar septumlarda,
alveollimenindeki eksudatta, alveoler makrofajlarda, brons ve bronsiyol epitelinde ve
brons ve bronsiyol liimeninde bulunan cksudatta ve hiicresel
dokiintiilerdeintrasitoplazmik olarak RSV replikasyonu saptandi (Giilbahar ve ark.,
2002; Ceribasi ve ark., 2013; Sacco ve ark., 2014; Jarikre ve ark., 2017; Yaman ve ark.,
2018). RSV ile ilgili benzer bulgular, deneysel olarak enfekte olmus balb/c farelerde de
bildirilmistir (Almeida ve ark., 2004).

NO’in sitotoksik veya sitostatik etkileri 1ile ¢esitli patojenlere karsi
antimikrobiyal etkilere sahip oldugu rapor edilmistir (Akaike ve ark., 1996). In vivo NO
dretiminin, bazi virlislerin temizlenmesine o©nemli Olclide katkida bulundugu
gosterilmistir (Adler ve ark., 1997; Sanders ve ark., 1998). Infliienza viriisii (Akaike ve
ark., 1996), adenoviriis (Zsengeller, 2001) ve rinovirlis (Sanders ve ark., 2001) dahil
olmak iizere bir grup virusun hem in vitro hem de in vivo olarak solunum epitelinde NO
dretimini attirdigt rapor edilmistir. Solunum epiteli hiicre kiiltiiriinlin RSV
enfeksiyonunda, iINOS ekspresyonunda artis meydana geldigi bildirilmistir (Kao ve
ark., 2001; Stark ve ark., 2005). RSV enfeksiyonu sonrasi nNOS veya eNOS'un
yogunlugunda veya dagiliminda immunohistokimyasal olarak kontrol farelerindekine
kiyasla belirgin bir degisiklik olugsmadigi, buna karsilik, iNOS boyanmasinin, esas
olarak solunum epitelinde ve RSV enfeksiyonundan sonraki 4. ve 7. giinlerde, 6nemli
Olglide artis gosterdigi bildirilmistir (Stark ve ark., 2005). Dolayisiyla,JHC analizi,
solunum epitelindeki iNOS'u akut RSV enfeksiyonu sirasinda degisen ana NOS enzimi
olarak agik¢a ortaya koymustur. Western blot analizi ile, RSV enfeksiyonundan sonraki

4. ve 7. glnlerde iINOS izoformlarinda bir artis oldugunu ve iNOS'un RSV
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enfeksiyonundan sonra birincil olarak artan NOS izoformu oldugunu ve bu artisin asil
lokasyonunun solunum epitel hiicrelerinde gerceklestigi gosterilmistir (Stark ve ark.,
2005). Sunulan bu ¢alismada, damar endotelinde kontrole goére iNOS ekspresyonunda

artis gozlenirken brons ve bronsiyol epitelinde artis tespit edilmedi.

Solunum epitel hiicrelerinin RSV ile enfeksiyonunun, sitokin ve kemokinler
(TNF-a, IL-1a, IL-1pB, IL-6, IL-8, RANTES, ve MIP-1a (Noah ve Becker, 1993; Stark,
2000) dahil bazi proinflamatuvar proteinlerin, reseptor proteinlerinin (Chini ve ark.,
1998, O’Donnell ve ark., 1999) ve NO’yu da iceren diger bazi1 énemli hiicre sinyal
molekiilerinin ekspresyonunu uyardigi ortaya konmustur. Makrofajlarda, nétrofillerde,
endotelyal ve diiz kas hiicrelerinde ve respiratoryal epitelyumda iNOS ekspresyonu
tanimlanmis ve transkripsiyonel olarak TNF-a, interferon (IFN)—y, IL-1p ve NF-kB gibi
bir dizi proinflomatuvar sitokin tarafindan diizenlendigi rapor edilmistir (Nathan, 1992;
Xie ve Nathan 1994). Ayrica, NO’nun solunum yollar1 yangilarinda birden fazla hiicre
tipinin etkilesimini ve inflamatuar hiicrelerin solunum yollarina gociinii kolaylastiran
anahtar bir mediyator oldugu bildirilmistir (Ricciardolo, 2003).iNOS inhibisyonundan
sonra makrofaj, lenfosit ve nétrofillerin sayilarinda azalma meydana geldigi
belirtilmistir. Dolayisiyla, NO baskilanmasinin en biiyiik etkisi,inflamatuar hiicrelerin
azalmasi1 olmustur (Stark ve ark., 2005). Sunulan bu calismada, hava yollarinda ve
intersitisyel alandaki yangi hiicrelerinde yogun iNOS ekspresyonun goriilmesi, dogal
RSV enfeksiyonunda iNOS’un yangi hiicrelerindeki etkisini ortaya koymustur.
Ozellikle, lenfositlerde ve alveolar makrofajlarda iNOS immun-ekspresyonunun
sekillendigi goriiliirken, nétrofillerde immun-ekspresyon goriilmedi(Choi ve ark.,2002).
Tiberkiiloz gratilomlarinin inflamasyon kusaginda iNOS’u eksprese eden baslica hiicre
tiplerinin makrofaj ve c¢ok c¢ekirdekli dev hiicreleri oldugu, ancak, bekledigi gibi
lenfositlerde iNOS ekspresyonu olmadigini bildirmislerdir (Choi ve ark., 2002).
Dolayisiyla, enfeksiyondaki etkenin tiirline bagli olarak iNOS’un eksprese oldugu hiicre

tiplerinin degisebilecegi anlasilabilir.

Tiim bunlarla birlikte NO'nun akut akciger hasarindaki rolii tartigmali bir konu
olup, NO'nun astim, kronik obstriiktif akciger hastaligi, kistik fibroz ve akut akciger
hasar1 gibi ¢esitli akciger hastaliklarinda faydali ve zararli roller oynadigi gosterilmistir

(Eynott ve ark., 2002; Nevin BJ ve Broadley, 2002). Akcigerdeki NO aktivitesinin iki
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ucu keskin bir bigak oldugu bildirilmistir: Ciinkiit NO ve NOS aktivitesinin iiretimi
RSV'nin klirensini arttirmakla birlikte hem hava yolu enflamatuar degisikliklerine hem
de solunum yolu islev bozukluguna katkida bulundugu rapor edilmistir. RSV'nin neden
oldugu NO iiretiminin karmasik konak yanitlarina katildigini ve klinik hastaligin 6nemli

yonlerine aracilik edebilecegi belirtilmistir (Stark ve ark., 2005).

T lenfositlerin RSV enfeksiyonunun primer hiicresel immiin yanitlar1 oldugunu
bildirilmistir (Sow ve ark., 2010). immunohistokimyasal olarak, RSV pndmonilerinde
oncelikle pulmoner arteriyoller ve kiigiik distal hava yollar1 arasindaki alanda biiyiik
yogunlukta olmak {izere zaman zaman RSV ile enfekte hava yolu epitelinde
intraepitelyal CD3 T hiicrelerin varligi belirlenmistir. Zaman zaman bronsiyol epitelinin
bazal hiicre tabakas1 icinde goriilen bu hiicreler ayn1 zamanda alveolar intersitisyumda
da mevcut olduklar1 bildirilmistir. Ayrica, CD3" T lenfositler, kiigiik bronsiyollerin
cevresindeki submiiskiiler yangisal infiltrasyonun ©6nemli bir bileseni olarak
raporlanmistir (Johnson ve ark., 2007). Sunulan bu ¢alismada, benzer alanlarda CD3" T

lenfositlerin varligi belirlendi.

Sitotoksik CD8+ T hiicreleri, RSV enfeksiyonunun kontroliinde ve temizliginde
kritik bir rol oynar (Woodland, 2003). Kontrol grubu kuzularindan elde edilen siviya
kiyasla, BRSV ile enfekte olmus kuzulardan akciger lavaj sivisinda, CD8" T lenfosit
varlhigr bildirilmistir(Sharma ve Woldehiwet, 1990).S1gir CD8 T hiicreleri, BRSV'nin
M2, F, N ve G proteinlerini hedef alir (Gaddum ve ark., 2003, Taylor ve ark., 1997).
Farelerde ve insanlarda, CD4 ve CDS8 T hiicrelerinin tepkilerinin, N, M, NS2, M2-1, F
ve G de dahil olmak iizere bircok RSV proteini icindeki epitoplara yonelik oldugu
bildirilmistir (Meyer ve ark., 2008).Enfeksiyon sirasindaki dneminin bir kanit1 olarak,
CDS8 T hiicrelerinin bRSV ile enfekte buzagilardan tiikenmesi, daha ciddi hastaliklara
yol agmakta ve kontrol hayvanlarina kiyasla artan viral dokiilmeye neden olmaktadir
(Thomas ve ark., 1996). Sunulan bu ¢alismada, CD8 T lenfositlerin varligi bes vakada
tespit edildi.

Sunulan bu calismada, tespit edilen CD8 pozitif vaka sayisinin CD3 pozitif
vakalara nispeten daha az oldugu goriilmekte. Bunun nedeni enfeksiyonun siiresi ile
ilgili olabilir. Insan RSV A2 susu ile enfekte edilen kuzularin akcigerlerinde, RSV
titreleri enfeksiyon sonrasi 3. giinde diistik iken, 6. giinde belirgin bir sekilde arttig1 ve
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14. giinde bazal seviyelere diistiigli bildirilmistir. Flow sitometri ile yapilan
degerlendirmede 6. giinde CD1*, CD4",ve CD8" hiicre diizeylerinde 6nemli yiikselis
tespit edilmistir (Sow ve ark., 2010). Diger bir ¢alismada sitotoksik T-hiicre aktivitesi,
enfeksiyondan 7 ile 10 giin sonra zirveye ulastigi bildirilmistir (Woolums ve ark.,
2004). Ayrica, her ne kadar BRSV sitotoksik bir T hiicre yaniti ortaya ¢ikarsa da, bunun
zaylf ve gegici oldugu bildirilmistir (Gaddum ve ark., 1996, Woolums ve ark., 2004).
Ilaveten, memory T hiicrelerinin biiyiik popiilasyonlar1 solunum yollarinda ve akciger
parankimi igerisinde kalir ve birkag ay icinde yavas yavas azalir ve daha sonra diisiik bir
seviyede stabilize olur(Moldoveanu ve ark., 2009). Sonug¢ olarak, orneklerin alindigi
hayvanlar dogal enfekte oldugu i¢in, enfeksiyonun siiresi belirlenemediginden,
enfeksiyonda gorev alan lenfositlerin buna bagli olarak degiskenlik gosterebilecegini

diisiiniiyoruz.

Notrofiller, oksidanlar ve proteolitik enzimler dahil olmak iizere ¢ok sayida
enflamatuar triin tretirler ve akut ve kronik akciger hastaliginin olusumunda rol
oynarlar (Sibille ve Reynolds, 1990, Donnelly ve Haslett, 1992). RSV immiin
komplekslerinin ise notrofil aktivitesini uyardigi gosterilmistir (Faden ve Kaul, 1983).
RSV enfeksiyonu, insan alveoler makrofajlarini (Becker ve ark., 1993) ve hava yolu
epitel hiicrelerini (Becker ve ark, 1991) biiyiik miktarlarda interlokin-8 iiretmek i¢in
uyarir. Interldkin-8'in nétrofiller igin giiclii bir kemotaktan ve aktiflestirici oldugu
bilinmektedir (Leonard ve Yoshimura 1990) ve bu sitokinin, RSV enfeksiyonlarinda
goriilen nétrofil akisinda merkezi bir rol oynamasi muhtemeldir. RSV’li ¢ocuklardan
bronsiyal lavaj ile elde edilen hiicrelerin CD4 ve CDS pozitif T lenfositler bulunmasina
ragmen c¢ogunlugunu nétrofillerin olusturdugu bildirilmistir (Everard ve ark., 1994).
Sunulan bu ¢alismada, RSV pozitif hayvanlarin akciger kesitlerinin H&E
incelemesinde, nétrofillerin inflamasyon hiicreleri icinde ¢ogunlukta oldugu goriildii.
Hernekadar nétrofil varligi RSV ile sinerjik olarak seyreden pasteurella ve mikoplazma
gibi bakteriyel etkenlerin varligina bagli olarak arttigi bildirilsede (Yaman ve ark.,
2018), yukaridaki literatiir bilgileri 15181nda notrofillerin RSV’ye karst gelisen immun

yanitta rol aldiklari diigiiniilebilir.

Sunulan bu ¢alismadaki makroskobik ve histopatolojik bulgular daha once

koyunlarda (Haziroglu ve ark., 1994; Giilbahar ve ark., 2002), kecilerde (Ceribas1 ve

33



ark., 2013), ve sigirlarda (Yaman ve ark 2018;0zyildiz ve ark., 2019) bildirilen
calismalarile uyumluydu. Makroskobik lezyonlar c¢ogu lobiiler yapiya sahipti ve
Ozellikle akcigerin kranial loplarimi igeren, konsolide, kirmizi ya da grimsi-beyaz
akciger dokusundan olusuyordu. Pnomonik loblar ve etkilenmeyen alanlar arasinda
demarkasyon hatlar1 belirgindi. Bu akcigerlerin ¢esitli kisimlarinda amfizemler
mevcuttu (Giilbahar ve ark., 2002; Ozyildiz ve ark., 2018).Ancak daha 6nce dogal
enfekte RSV enfeksiyonlarinda yapilan calismalarda belirtildigi gibi tarif edilen
lezyonlarin ne kadar birlesik patojenlerin ilave veya sinerjistik etkisinden kaynaklandigi
belirsizdir (Giilbahar ve ark., 2002; Yaman ve ark., 2018).Ciinkii, RSV ile es zamanl
olarak enfeksiyona neden olan adenovirus, P. haemolytica, P. Multocida ve
Mycoplasma sp gibi diger pulmoner patojenlerin varligi bildirilmistir. Ayrica, RSV’nin
P. Multocida ve M. Haemolytica gibi sekonder bakteriyel enfeksiyonlara karsi

duyarlilig arttirig1 belirtilmistir (Yaman ve ark., 2018).

Sonu¢ olarak, pulmoner lezyonlarda viral antijenlerin tespitinde giivenle
kullanilan bir yontem olan IHC teknigi RSV varliginin ortaya konuldugu pnémonili
vakalarda iINOS, CD3 ve CD8 immun-ekspresyonlari degerlendirildi. RSV tespit edilen
vakalarda, INOS ve CD3 immun-ekspresyonlarinda artis tespit edilmesi, RSV’ye karsi
gelisen immun yanitta iINOS ve CD3" T lenfositlerinénemli rol aldiklarimni ortaya koydu.
Ancak, dogal enfekte vakalar incelendiginden, muhtemel diger patojenlerin varliginin

bu ekspresyonlar iizerindeki etkileri belirlenemedi.
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