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Oz: Leptospirozis diinyada ve lilkemizde yaygin olarak gézlenen zoonoz bir hastaliktir. Hastalik insanlarin yani sira, sigir, koyun,
kedi, kdpek ve diger evcil hayvanlari da etkilemektedir. insanlarda ciddi saglik problemlerine, hayvanlarda da énemli
ekonomik kayiplara sebep olan hastalikta, bazi canlilar viicutlarinda etken olmasina ragmen herhangi bir klinik semptom
gbostermeden hastaligl yayarlar. Bu nedenle hastaligin farkli hayvan tirlerinde siirekli arastirilmasi 6nem arz etmektedir.
Hastalikla ilgili diinya genelinde insanlarda ve hayvanlarda yapilmis birgok ¢alisma mevcuttur. Turkiye’ de ise hastalikla ilgili
yapilan galismalarin ¢ogu serolojik galismalar olup, farkli hayvan tirlerinde immunohistokimyasal galismalar da yapilmistir.
Hastaligin tanisinda ¢alismanin érneklerinin saglandigi Erzurum bélgesinde immunohistokimyasal yontemler ile sigir ve koyun
abortlar tzerine ¢alismalar yapilmig olmasina ragmen, kdpeklerde bir calismaya rastlanilmamistir. Bu galismada, dogal
enfekte kdpeklerin testis doku érneklerinde Leptospira interrogans (L. interrogans) antijenlerinin immunohistokimyasal
yontemler ile dokudaki varliklari ve yerlesim yerlerinin belirlenmesi amaglanmistir. Galismada makroskobik lezyon
aranmaksizin toplanan 30 adet kdpek testis dokusu érnegi immunohistokimyasal yéntem ile incelendi. inceleme sonucunda
kdpek testis doku érneklerinde %26.66 (8 adet) oraninda L. interrogans antijen varligi tespit edildi. Arastirma sonuglari
leptospirozisin kopeklerde de 6nemli saglik sorunu olusturdugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: immunohistokimya, Képek, Leptospira interrogans, Leptospirozis, Testis.

Immunohistochemically Investigation of Leptospiral Antigens in Naturally
Infected Dog Testicles

Abstract: Leptospirosis is a zoonotic disease common in the world and in our country. The disease affects people as well as
cattle, sheep, cats, dogs, and other domestic animals. In the disease, which causes serious health problems in humans and
significant economic losses in animals, some living things spread the disease without showing any clinical symptoms, although
they are causative agents in their bodies. For this reason, it is important to constantly investigate the disease in different
animal species. There are many studies on the disease in humans and animals worldwide. In Turkey, most of the studies are
serological, but immunohistochemical studies were also conducted in different animal species. Although there have been
studies on cattle and sheep abortions with immunohistochemical methods in the Erzurum region, where the study samples
were provided for the diagnosis of the disease, no study was found in dogs. This study was aimed to determine the presence
and localization of Leptospira interrogans (L. interrogans) antigens in testicular tissue samples of naturally infected dogs with
immunohistochemical methods. In the study, 30 dog testicular tissue samples collected without looking for macroscopic
lesions were examined using the immunohistochemical method. As a result of the examination, 26.66% (8) L. interrogans
antigens were detected in canine testicular tissue samples. The research results showed that leptospirosis is an important
health problem in dogs.
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GiRiS

L

zoonoz bir hastaliktir. Hastalik insanlar basta olmak

eptospirozis, farkli Leptospira interrogans (L.

interrogans) serovarlari tarafindan olusturulan

Uzere sigir, koyun, at, kedi, kdpek ve fareleri de
etkileyerek 6lum dahil ciddi saghk sorunlariile birlikte
(1-6).
Hastalikta insanlar son konaktir ve insandan insana

ekonomik kayiplara da yol agmaktadir

bulasma ender gergeklesir. Bulasma hasta
hayvanlarin idrarlari veya idrar ile kontamine olmus
maddelerle temas sonucu olugsmaktadir. Ayrica siit,
¢ig et tuiketilmesi, veneral ve transplasental yol ile de
(1,5,6).
etkenlerinin en 6nemli rezervuarlari kemiriciler olup
bu

cevrelerine yayabilirler. Ancak sigir, koyu-kegi, kedi

bulasma  olusabilmektedir Leptospira

hayvanlar semptom gostermeden hastalig

ve kopeklerde hastaligin rezervuar konakglilari
arasinda yer alirlar (7-10).

Leptospira etkenleri, non-patojen (Leptospira
biflexia) ve patojen (L. interrogans) olmak iizere iki
susa ayrilmaktadirlar. Non-patojen suslar genellikle
subklinik seyir gostermelerine ragmen, patojen
suslar; ates, kusma, istahsizlik ve zayiflik ile birlikte,
hemoglobindri, ikterus, infertilite, abort gibi klinik
bulgulara ve 6liimlere yol agabilirler (5,6,10,11).

Hastalik etkenleri deride ki portantrelerden
viicuda girerek kana karisir ve bobrekler basta olmak
Uzere karaciger, akciger, dalak, uterus, testis ve kas
gibi doku ve organlara yerleserek etkenin tiirline
bagli olarak klinik belirtilerin olugmasina sebep
olurlar (6,9). Bazi doku ve organlarda histopatolojik
olarak meydana gelen bulgular hastaligin tanisi
acisindan oldukga 6nemlidir. Bu bulgular bébreklerde
tublil  epitellerinde dejenerasyon ve nekroz,
intersitisyel nefritis ile birlikte tubdl limenlerinde
hiyalin silindirleri gériilmesidir (12). Yine karacigerde
fokal birlikte,

kordonlarinda bozulma ve mononikleer

nekrotik  odaklar ile remark

hiicre
infiltrasyonlarina rastlaniimaktadir (13). Hastaliktan
etkilenen uterus dokusunda; uterus mukoza epitel
hicrelerinde dejenerasyon ve nekroz, endometrium

katmaninda ise yogun miktarda notrofil I6kosit hicre
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infiltrasyonlari gozlenir (14). Testis ve epididimiste;
orsitis ve balonopostitise sebep oldugu bildirilmistir
(15).

Hastaligin tanisinda; bakteriyolojik kiltiir ve
aglutinasyon testleri yaygin olarak kullaniimaktadir.
Ancak bu testlerin olduk¢a uzun zaman almasindan
dolayl rutinde kullanilmasi tercih edilmemektedir
(16). (17)
immunohistokimyasal oldukga yaygin
olarak kullaniimaktadir (12,13,18). Ulkemizde yapilan
prevalans galismalarinda kdpeklerde serolojik olarak
en diusik %4 (19), en yiiksek %43.96 (20) oraninda
degerler

Hastaligin tanisinda molekiler ve

yontemler

bildirilmistir. Kopek testis dokularinda

hastaligin varhginin arastinilmasinda

immunohistokimyasal  yontemler  kullaniimamis
olmasina ragmen, sigirlarda ve koyunlarda hastaligin
tanisinda immunohistokimyasal yontemler ile
(12,13). Bu

calismalarda; abort sigir fotlslarinda %24.24 (12),

yapilan  ¢ahsmalar  bildirilmistir
koyun abort foétislarinda ise %17 (13) oraninda
immunopozitiflik belirlenmistir.

Yapilan bu galismada, Erzurum ilinde bulunan
sokak kopeklerinin testis dokulari leptospirozis
hastaliginin varligi ve yayginligi yoniinden incelenmis,
L. interrogans etkenlerinin dokuda yerlesim vyerleri

immunohistokimyasal ydntem ile belirlenmistir.

MATERYAL ve METOT

Bu calisma materyalini, Erzurum Buylksehir
Belediyesi Hayvan Barinagi, Atatiirk Universitesi
Veteriner Fakiltesi Hayvan Hastanesi ve Erzurum
ilinde faaliyet gosteren 6zel veteriner kliniklerinden
30 adet
olusturmustur. Calisma

toplanan kopek testis doku ornegi
izni Atatiirk Universitesi
Rektorligl Veteriner Fakultesi Birim Etik Kurulu

tarafindan onaylanmstir (Karar Sayisi: 2021/11).

Histopatolojik inceleme

Kastrasyon yapilan kopeklerden makroskobik

lezyon aranmaksizin saglanan 30 adet testis

ornekleri, histopatolojik ve immunohistokimyasal
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yontemler igin 48 saat %10’ luk tamponlu formalin dejenerasyon ve nekroz gorildi. Tubulus
solisyonunda  bekletildi. Rutin  doku takibi limenlerinde ise ¢ok az sayida spermatozoon
islemlerinin ardindan, dokular parafin ile bloklandi ve gozlendi. L. interrogans yoninden pozitiflik
her bloktan mikrotom cihazi (Leica RM 2255) ile 4 pm gostermeyen  testis dokularinda, bir olguda

kalinliginda  kesitler  alindi.  BUtin  kesitler
Hematoksilen-Eozin (H&E) boyasi ile boyandi ve isik
mikroskobu altinda incelendi. Mikroskobik bulgularin
resimleri alindi (Olympus BX52 ile DP72 kamera
atagmani). Goériilen histopatolojik lezyonlar yok (-),
hafif  (+),

degerlendirildi (12).

orta (++) ve siddetli (+++) olarak

immunohistokimyasal Boyama Yéntemi

Alinan doku kesitleri ksilol ve alkol serilerinden
distile suda 5 dk
bekletildikten sonra hiicre duvarlarinda endojen

S5er dk gegirildi. Kesitler
peroksidaz enzimini inaktive etmek igin %3’luk
H,0,’de 10 dk bekletildi. Daha sonra dokularda
bulunan antijeni agiga c¢ikarmak amaciyla %1’ lik
antijen retrieval (sitrat buffer (pH*6.1) 100X) ile 2 kez
kaynatma islemi yapildi ve dokular oda isisinda
sogumaya birakildi. PBS ile yikanan dokulara protein
blok damlatilarak 5 dk bekletildi. Dokular lizerine
primer antikor (L. interrogans. katolog no: P-Ab0006
sulandirma orani: 1/100, U-Protein Express BV)
damlatilip 37°C’ de 1 saat bekletildi. Kromojen olarak
DAB (3-3' Diaminobenzidine) kromejeni kullanildi.
Boyama isleminin ardindan bitlin dokular sk
mikroskobunda incelenerek pozitif bulgu gosteren
ornekler belirlendi ve resimleri gekildi (Olympus BX52
DP72
immunpozitiflikler yok (-), hafif (+), orta (++) ve
siddetli (+++) olarak degerlendirildi (13).

ile kamera atagmani). Goriilen

BULGULAR
Histopatolojik Bulgular

Testis dokularina ait 6rnekler histopatolojik olarak
incelendiginde, L. interrogans yoniinden pozitif bulgu
gosteren dokularda, organin serozasinda fibroz
kalinlagsma, intertubuler araliklarda fibréz bag doku
proliferasyonu, intertubuler araliklarda hafif dizeyde
hiicre tubulus

mononikleer infiltrasyonu,

duvarlarinda incelme, spermatositlerde
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tubuluslarda atrofi, intertubuler araliklarda 6dem,
tubulus liimenlerinde ¢ok az sayida spermatozoon ve
damarlarda siddetli konjesyon belirlendi. 3 olguda
testiste lokal tubulus hasari ve tubulus epitellerinde
dejenerasyon gozlenirken, 2 olguda sadece serozada
kalinlasma ve tubulus limeninde spermatozoon
sayisinda azalma gozlendi (Sekil 1). 16 olguda ise
patolojik bulgu gézlenmedi. Histopatolojik bulgular
Tablo 1'de 6zetlendi.

s B
PO
‘O

:.II‘,. :-' 5%
s Na o D

Sekil 1. Testis dokusu, normal histolojik gériiniim (A),
L. interrogans pozitif olgular (B,C,D). Serozada fibroz
kalinlasma (oklar), mononiikleer hiicre infiltrasyonu
(yildiz),  tubulus  epitellerinde  dejenerasyon
(okbasi)(B), intertubuler araliklarda fibréz doku artisi
(oklar), mononikleer hiicre infiltrasyonu (yildiz),
tubulus eptellerinde dejenerasyon (okbasi)(C),
intertubuler araliklarda fibréz doku artisi (oklar),
mononikleer hiicre infiltrasyonu (yildizlar), tubulus
eptellerinde dejenerasyon (okbaslar)(D), H&E, Bar:
50pm.

Figure 1. Testicular tissue, normal histological
appearance (A), L. interrogans positive cases (B, C, D).
Fibrous thickening in the serosa (arrows),
mononuclear cell infiltration (star), degeneration in
the tubulus epithelium (arrowhead) (B), increased
fibrous tissue in the intertubular spaces (arrows),
mononuclear cell infiltration (star), degeneration in
the tubulus epithelium (arrowhead) (C), Increased
fibrous tissue in intertubular spaces (arrows),
mononuclear cell infiltration (stars), degeneration in
tubulus epithets (arrowheads) (D), H&E, Bar: 50um.
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Tablo 1. Testislere ait doku 6rneklerinin histopatolojik ve immunohistokimyasal bulgularinin skorlanmasi.
Table 1. Scoring of histopathological and immunohistochemical findings of tissue samples of testes.

Protokol IHK Serozada intertubuler ve  Yangisal Spermatosit Tubul Iimenlerinde

No Boyanma Kalinlasma interlobuler Reaksiyon Sayisinda spermatozoon
Skoru kalinlasma Skoru Azalma sayisinda azalma

1 ++ +++ ++ + ++ +++

2 +++ ++ +++ - ++ +++

3 - - - - - -

4 - - - - - -

5 - + - ++ ++ +

6 - - - - - -

7 ++ ++ ++ + +++ +++

8 - - - - - -

9 - - - - - -

10 + + + - ++ ++

11 - +++ - - + ++

12 - - - - - -

13 + ++ ++ + ++ +++

14 - - - - + +++

15 - - - - - -

16 - - - - - -

17 - - - - - -

18 - - - ++ ++ ++

19 - - - - - -

20 - - - - - -

21 ++ ++ ++ + +++ +++

22 - - - - - -

23 - +++ - - - +++

24 - - - - - -

25 +++ +++ +++ + +++ +++

26 + + + - ++ ++

27 - - - ++ +++ ++

28 - - - - - -

29 - - - - - -

30 - - - - - -

immunohistokimyasal Bulgular

GCalismada sokak kopeklerinden elde edilen 30
adet testis dokusu orneginin tamami
immunohistokimyasal yontem ile boyandi ve
incelendi. inceleme sonucunda, 8 (%26.26) adet
testis  dokusu orneginde L. interrogans
immunpozitiflik saptandi. Pozitifliklerin 2 olguda
siddetli, 3 olguda orta diizeyde, 3 olguda ise hafif
diizeyde oldugu gorulda.

Testis orneklerinde ki immunpozitiflikler, tubdil

epitel  hicreleri ve intersitisyel hiicrelerin sekil 2. Testis dokusu, L. interrogans negatif (A),
sitoplazmalarinda gozlendi (Sekil 2). intersitisyel  hiicrelerin  sitoplazmasinda L.
immunohistokimyasal bulgular Tablo 1’de 6zetlendi. interrogans pozitiflikleri (oklar) (B), tubulus epitel
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hicrelerin hiicrelerin sitoplazmasinda L. interrogans

pozitiflikleri (okbaslari) (C), tubulus epitel ve

intersitisyel hicrelerin sitoplazmasinda L.
interrogans pozitiflikleri (okbaslari) (D), IHC-P, Bar:
50pm.

Figure 2. Testicular tissue, L. interrogans negative (A),
L. interrogans positivity in the cytoplasm of
interstitial cells (arrows) (B), L. interrogans positivity
in the cytoplasm of tubular cells
(arrowheads) (C), L.

cytoplasm of tubular epithelial and interstitial cells

epithelial
interrogans positivity in the

positives (arrowheads) (D), IHC-P, Bar: 50um.

TARTISMA ve SONUC

Leptospirozis, insanlarda ve hayvanlarda
subklinik ya da cgesitli klinik semptomlar ile seyreden
bir hastaliktir (1,7). Hastalik ile ilgili insanlar (21,22)
(2,12,13,23)

yapilmistir. Bu ¢alismalarin bircogu serolojik (20,24)

ve hayvanlarda bircok  ¢alisma
¢alismalar olmasina ragmen immunohistokimyasal
¢alismalarin (12,13) az sayida oldugu goézlenmistir.
Saglanan testis doku ornekleri histopatolojik ve
immunohistokimyasal yontemler ile incelendi ve
%26.26

immunpozitiflik belirlendi. Arastirmanin yiratildiga

oraninda L. interrogans yoniinden
Erzurum ilinde daha 6nce immunohistokimyasal
yontem ile yapilan ¢alismada leptospirosis varligina
sigir aborte fotislerde %24.24 (12), koyun aborte
%17
saptanirken, yine ayni bolgede yapilan serolojik bir

%17.8

fotuslerinde (13) oraninda antijen varlig

¢alismada ise oraninda  seropozitiflik
belirlenmistir (24).

Leptospira etkenlerinin testis dokusuna yerlesip
spermatositlerde hasara neden oldugu ve buna bagli
olarakta dol verimini etkiledigi bildirilmistir (7,10,15).
Yapilan bir ¢alismada; leptospira ile enfekte kdpek
testis ve epididimis dokularinda orsitis ve epididimitis
ile birlikte penislerinde balonopostitise de sebep
oldugu ortaya konulmustur (15). Bu g¢alismada
literatiir ile uyumlu olarak, leptospira antijen varhg
tespit edilen testis dokularinin bazilarinda orsitis
bulgusunun meydana geldigi gdzlenmistir. Yine testis

dokusunun seroza katmaninda, intertubuler ve
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interlobiler bolgelerde fibréz bag doku artisina bagl

olarak  kalinlasma  meydana geldigi ortaya
konulmustur.

Bu ¢alismada da leptospira etkenleri ile enfekte
oldugu tespit edilen testis dokularinda histopatolojik
olarak gozlenen spermatozoon sayisinda azalma,
spermatositlerde meydana gelen dejenerasyon ve
nekroz bulgularinin, dél veriminde meydana gelen
azalmanin en oOnemli sebeplerinden oldugu
disinulmektedir.

Leptospirozisin teshisinde makroskobik ve
mikroskobik agliitinasyon testi, ELISA, Polimeraz
(PZR),
immunohistokimya ve immunofloresan gibi birgok
(2,13,20,23,25).

diinyada

Zincir  Reaksiyonu levaditi  boyama,

tani  yontemi  kullanilmaktadir

Képeklerde hastaligin  tanisinda ve

Ulkemizde kan ve idrar gibi 6rneklerden yapilan
serolojik (17,23) ¢alismalar fazla olmasina ragmen,
dokudan immunohistokimyasal (26,27) yontemler ile
yapilan galismalarin sayisi oldukg¢a sinirh kalmistir.
literatlir taramalarinda testis

Yapilan kopek

dokularinda  leptospira  etkenlerinin  varhginin
arastiriilmasinda immunohistokimyasal yontemlerin
bir

Ginumuzde birgok hastaligin tanisinda oldugu gibi

kullanildigi ¢alismaya rastlanilmamigtir.
leptospirozisin Uzerinde yapilan ¢alismalarda da
immunohistokimyasal yontemlerin kullanildig rapor
(12,13,28,29). Bu

immunohistokimyasal yontemler ile elde edilen

edilmistir ¢alismada
degerlerin arastirmanin yapildigi bélgede daha 6nce

diger hayvan tirlerinde vyapilan c¢alismalarda

bildirilen prevalans degerleriyle benzer oldugu
gorllmugtir. Calisma verileri Leptospira hastaliginin
teshisinde immunohistokimyasal ydntemlerin duyarli
bir tani yontemi oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak yapilan bu galisma ile Erzurum
ilinde sokak kopeklerinin  testis dokularinda
leptospira antijenlerinin varhigi ve lokalizasyonlari
immunohistokimyasal
Daha

¢alismalarda tespit edilen prevalans degerlerinin bu

yontem ile belirlenmistir.

once farkh hayvan tirlerinde yapilan

galisma verilerine benzer oranlarda oldugu

saptanmistir. Zoonoz bir hastalik olan leptospirozisin
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glnliimizde diger hayvan tirlerinde oldugu gibi

kopeklerde de yiiksek oranlarda seyrettigi ve onemli

bir

saghk problemi olusturdugu goérilmustir.

Ozellikle ev ortaminda bakilan kdpeklerin maruz

kalacag leptospirozisin halk sagligl agisindan sorun

olusturabilecegi dikkate alinmali ve buna yoénelik

koruma ve kontrol tedbirleri uygulanmalidir.
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Yazarlar, gikar ¢atismasi olmadigini beyan eder.
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