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ONSOZ

Leptospiroz sigirlarda abort, septisemi, nefritis, hemoglobiniiri, hepatitis,
mastitis gibi bulgu ve semptomlar ile seyreden zoonoz bir enfeksiyondur. Bu
calisma hastaligin  tan1  ve teshisinde histopatolojik  bulgular ile
immunohistokimyasal ve Levaditi yontemlerinin karsilastirilmasi ve hastaligin
Isparta ili Sarkikaraagag il¢esi belediye mezbahasindaki durumunun anlasilmasi
amactyla yapilmis olup hastaligi 6nlemede gerekli 6nlemlerin alinmasi ve diger
calismalara kaynak olusturmasi agisindan onem tasimaktadir. Leptospiroz ile
ilgili ¢alismalar insan sagligi acgisindan yapilacak ¢alismalara da katki
saglayacaktir.
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Prof. Dr. Mustafa ORTATATLI’ya, Prof. Dr. Ertan ORUC’a, Dog. Dr. Ozgiir
OZDEMIR’e, Ogretim Uyesi Dr. Mehmet Burak ATES’e, Arastirma Gorevlisi
Zeynep CELIK’e tez ¢aligmasinin her asamasinda sagladigi destek, ilgi ve
sabirlar icin tesekkiir ederim.

Calismamin biitliin asamalarinda yardimlarini esirgemeyen Arastirma
Gorevlisi Gokhan AKCAKAVAK’a yardim, destek ve katkilart igin tesekkiir
ederim.

3841-YL1-14 Numaral proje ile ¢alismami1 maddi olarak destekleyen
Selguk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yénetim Birimi Baskanligina
tesekkiir ederim.

Bu yogun siiregte desteklerini esirgemeyen aileme gosterdikleri

sabrindan dolay1 da ayrica tesekkiir ederim.



SIMGELER VE KISALTMALAR

DAB : Diaminobenzidine

ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
EMJH : Ellingausen-McCullough- Johnson-Harris
H.E : Hematoxylin eosin

IF : Indirekt Flouresans

IHC : Immunohistokimya

MAT : Microscopic Agglutination Test

PBS : Phosphate Buffered Saline

PCR : Polymerase Chain Reaction

Real-time qPCR : Real-Time Quantitative PCR
WS : Warthin-Starry
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Mezbahada Kesime Sevk Edilen ikteruslu Sigirlarda Leptospirozun
Varhgi ve Patolojik Bulgularin Degerlendirilmesi

FATIiH TURKER
Patoloji Anabilim Dah

YUKSEK LiSANS TEZi / KONYA-2021

Eritrositlerin hemolizi ya da hepatositlerin dejenerasyon ve nekrozu veya safra akiginin
engellenmesi sonucu safra renkli maddelerin kanda birikerek dokular1 sariya boyamasi ikterus
olarak tanimlanmaktadir.

Leptospiroz, hayvan yetistiriciligi agisindan 6nemli zoonoz karakterli, abort, kisirlik ve
slit verimi kayiplarina neden olan, bakteriyel bir enfeksiyondur. Leptospiroz akut septisemik
veya kronik nefritik formlarda seyreder. Leptospirozlu hayvanlarda makroskobik olarak ikterusa
bagl organlar sari renge boyamir. Karaciger anemik, yumusak ve biiyiiktiir. Serozalarda
kanamalar vardir. Bobrekler hafif siskin ve agik kahve renkte olup kesit yiizlerinde siyahimtirak-
kahve renkte kiigiik odaklarin bulundugu gézlenir. Mikroskopik olarak, karaciger parankiminde
dejeneratif ve nekrotik degisiklikler ile portal alanda yangisal hiicre infiltrasyonlar1 goriildi.
Remark hiicre dizilerinde bozulmalar ve intrahepatik kolestaz gozlenildi. Ayrica Kupffer
hiicrelerinin hipertrofisi ve hiperplazisi belirgindi. Bobrekte tubul epitelllerinde dejenaratif ve
nekrotik degisiklikler, tubul liimenlerinde hiyalin silindirler gozlenildi. Ayrica bdbrek
intersitisyumunda yogun yangi hiicre infiltrasyonlar1 goriildii.

Bu calismada Isparta ili Sarkikaraagac ilgesi belediye mezbahasinda 2020 yilinda
kesilen ve ikterus goriilen 35 sigirdan patolojik ikterus gozlenen 11°i leptospirozis yoniinden
incelendi. Bu olgulardan alinan karaciger ve bobrek 6rnekleri bilinen laboratuvar yontemleri ile
islenerek immunperoksidaz ve levaditi boyama yontemleri ile boyandi. Elde edilen sonuglarin
histopatolojik bulgular ile karsilastirmasi yapildi. Leptospirozisli ineklerde i¢ organlarin, seroza
ve mukozalar ile karkasin sar1 renge boyanmis oldugu goriildii. Karacigerlerin sarimsi renkli,
yumusak kivamli ve biiylimiis oldugu belirlendi. Bobreklerin hafif siskin ve acik kahve renginde
oldugu gozlendi. Levaditi boyama metoduyla 7 olguda pozitiflik tespit edilirken,
immunhistokimyasal tan1 yontemiyle 11 olguda pozitif boyanma tespit edildi. Bu ¢aligmada elde
edilen sonuglar leptospirozun spesifik ve erken tanisinda immunhistokimyasal tant
uygulamasinin etiyolojik agidan uyumlu ve giivenli sonuglar verdigi, ayrica Levaditi metodunun
da 6nemini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: ikterus, iImmunhistokimya, Leptospiroz, Levaditi, Sigir
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Icterus is defined as the accumulation of bile colored substances in the blood and
staining the tissues yellow as a result of hemolysis of erythrocytes or degeneration and necrosis
of hepatocytes or obstruction of bile flow.

Leptospirosis is a bacterial infection with an important zoonotic character in terms of
animal husbandry, causing abortion, infertility, and milk yield losses. Leptospirosis progresses
in acute septicemic or chronic nephritic forms. In leptospirosis, the organs are coloured yellow
due to icterus. The liver is anaemic, soft, and large. There is bleeding in the serosa. It is observed
that the kidneys are slightly swollen and light brown, and there are blackish-brown small foci on
the cross-sectional faces of the kidneys. There is intrahepatic cholestasis. Hypertrophy and
hyperplasia of Kupffer cells are evident.

In this study, 11 cattle with pathological icterus were examined in terms of leptospirosis
among 35 cattle with icterus slaughtered in 2020 in the municipal slaughterhouse of
Sarkikaraagag district of Isparta province.. Liver and kidney samples taken from these cases were
processed with known laboratory methods and stained with immunperoxidase and levadite
staining methods. The results obtained were compared with the histopathological findings.

It was seen that internal organs, serosa and mucous membranes and carcass were stained
yellow in cattle with leptospirosis. It was determined that the livers were anemic, soft and
enlarged. It was seen that kidneys were to be slightly swollen and light brown. While positivity
was detected in 7 cases with the Levadite staining method, 11 cases with immunohistochemical
diagnosis method.The results obtained in this study have revealed that the application of
immunohistochemical diagnosis gives etiologically compatible and safe results in the specific
and early diagnosis of leptospirosis and the importance of the Levaditi method.

Key Words: Icterus; Immunohistochemistry; Leptospirosis; Levaditi; Cattle
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1. GIRIS
1.1. ikterus

Eritrositlerin hemolizi ya da hepatositlerin dejenerasyonu ve nekrozu
veya safra akisinin engellenmesi sonucu safra renkli maddelerin kanda birikerek
dokular1 sariya boyamasi ikterus olarak tanimlanmaktadir (Erer ve ark 2009).
Ikterus patolojik olarak ii¢ grupta incelenir.

1. Prehepatik ikterus: Eritrositlerin asir1 hemolizi vardir. Karaciger
genellikle normaldir. Siddetli hemoliz sonucu agiga ¢ikan fazla miktardaki
bilirubini I’i hepatositler isleyemez, yani bilirubin II’ye konjuge etmekte
yetersiz kalir ve kanda birikmeye baglar, bunlarin tiimii bobrekler yoluyla da
atilamadigindan bilirubinemi gelisir. Bu tip ikterusun goriildiigli baslica
hastaliklar; piroplazmozis, anaplazmozis, leptospirozis, atlarin anemik
enfeksiydz hastali§i, antraks ve basillerhemoglobiniiridir. Ayrica cesitli
kimyasal maddeler ve bitkisel toksikasyonlar ile y1lan zehiri de hemolitik ikterus
olusturur (Erer ve ark 2009, Jubb ve ark 2012).

1. Intrahepatik ikterus: Hepatositlerde gelisen hidropik veya yag
dejenerasyonu ile gesitli enfeksiyoz-toksik hastaliklarda hepatositlerin nekrozu
sonucu, eritrositlerin fizyolojik yikimlanmasiyla agiga ¢ikan bilirubin-1
islenemez, kanda birikir. Ayrica toksik-enfeksiyoz hastaliklarda siskinlesen
hepatositler safra kapillarlarina da baski yaparak yapilan safranin akisini
engellemis olur. Bu nedenle hepatotoksik ikterusta kanda hem bilirubin-I, hem
de bilirubin-II birikir ve bilirubinemi olusur. Bu tip sarihigin sebepleri; ¢esitli
bitki zehirlenmeleri, bir ¢ok inorganik zehirlenmeler ve ¢ok sayida enfeksiyoz
hastaliklardir (Erer ve ark 2009, Jubb ve ark 2012)

u1. Posthepatik ikterus: Hepatositlerde sentezlenen safranin normal
akisinin engellenmesi durumunda durgunluk ikterusu olusur. Baslica sebepleri;
hepatitislerde hepatositlerin siskinleserek safra kapillarlarina baski yapmasi,
intra ve ekstrahepatik safra duktuslarinin parazitler ile tikanmasi, bilier sirozda
artan bagdokunun intrahepatik safra duktuslarina baski yapmasi, safra
kanallarinda taslarin olugmasi, safra duktuslarina distan basing yapan tiimor,
apse ve graniilom gibi kitlelerin olugsmasi, duodenum yangilarinda papilla

duodeni bolgesinde yer alan orifisyumun siskinleserek tikanmasidir.



Duodenuma akitilamayan ve durgunlasan safra 6nce hiicreler aras1 dokuya, lenf

damarlarina ve sonra da kana gecer (Erer ve ark 2009, Jubb ve ark 2012).

1.2. Leptospirozis

Leptospirozis zoonoz karakterli, yavru ve verim kayiplarina neden olan,
hayvan yetistiriciligi acisindan 6nemli bakteriyel bir enfeksiyondur (Bolin
2005). Leptospirozun akut septisemik veya kronik nefritik olmak iizere iki formu
bilinmektedir. Hastaligi ge¢iren hayvanlar etkeni uzun siire idrarla sagar
(Tirkiitanit ve ark. 2002, Villanueva ve ark. 2016). Hasta ile etken arasindaki
iliskinin kompleks yapisi ve enfeksiyonun degisim gostermesinden dolayi

leptospirozun teshisi giigtiir (Bolin 2005).

Leptospiroz ¢iftlik hayvanlari, pet hayvanlari ve vahsi yasamda yaygin
olarak goriilen bir hastaliktir. Amerika Birlesik Devletleri, Ingiltere, Avustralya,
Yeni Zelanda, Rusya, Avrupa ve Asya iilkelerinden sporadik vakalar ve salginlar

seklinde bildirimler yapilmistir (Hamali ve ark. 2012)

Etken Ozellikle konak¢1 hayvanin bobrek tubuluslarinda herhangi bir
hastaliga neden olmadan yerlesir ve idrarla atilir. Ayrica enfekte hayvanin
plasenta veya dogum sivilari gibi materyaller ile de atildigi bilinmektedir.
Etkenler alkali pH’I1 sularda, haftalarca canli kalirlar (Brooks ve ark, 2001).

Sigirlarda  hastalik  olusturan  serovarlar  hardjo,  pomana,
icterohaemorrhagiae, grippotyhosa ve canicola’dir (Amalredjo ve Campbell,
1975). Leptosipirozis sigirlarda septisemi, hepatitis, mastitis, nefritis ve
meningitis, gebelerde abort, 6lii veya erken doguma sebep olarak kayiplara yol
acmaktadir (Maxie, 1993). Klinik olarak ates, ikterus, hemoglobiniiri, hematiiri
ve hemolitik anemi ile seyreden hastalik, her yas grubunda, ancak ozellikle
buzagilarda ve genellikle de sonbahar ve kis aylarinda goriiniir (Ametredjo ve
Campbell, 1975). Ulkemizde 1949 yilinda ilk sigir leptospirosiz olayr Akcay ve
Pamukc¢u (1950) tarafindan bildirilmistir. Atatiirk Orman Ciftliginde ates,
ikterus, anemi ve hemoglobiniiri semptomlar1 gostererek 6len, 1 yas ve 1 yas alti

3 dananin bobreklerinden Levaditi yontemi ile etkeni tespit etmislerdir.

1.3. Hastah@in Tarihcesi
Adolf Weil’in 1886 yilinda dalak biiylimesi, sarilik, bobrek yetmezligi,

konjuktivit ve deri dokiintiisii semptomlari ile seyreden bir hastalik rapor ettigi



ve hastalign “Weil Hastalig1” olarak isimlendirdigi bilinmektedir (Yener ve
Keles 2001).

Stimson 1907 yilinda, sarilik nedeniyle 6len bir hastanin bdbrek
dokusunda spiroket kiimeleri varligini giimiisleme ile gostermis ve etkeni
Spirochaeta interrogans olarak isimlendirmistir. Inado ve Ido adli arastiricilar
Japonya’da maden iscileri arasinda 1914 yilinda goriilen salgini incelemisler. Bu
arastirmacilar bulasici sariliga sahip Japon madencilerin kaninda hem
spiroketleri hem de spesifik antikorlar1 saptamis ve etkeni Spirochaeta
icterohaemorrhagiae olarak adlandirmislardir. Noguchi hastaliga neden olan bu
spiroketi saprofit olan Spirochaeta biflexa ile biyolojik ve morfolojik
benzerliklerini belirtmis ve 1918 de leptospira cinsi olarak tarif etmistir.
Insanlarda gériilen enfeksiyon kaynagimin fareler oldugu 1917'de kesfedilmis ve
kopeklerde leptospiral hastalik potansiyeli saptanmistir. Ancak L. interrogans
serovars icterohaemorrhagia ve canicola ile kopek enfeksiyonu arasindaki
belirgin farki ortaya koymak birka¢ yil almistir. Ciftlik hayvanlarinda
leptospirozun tanimlanmasi bu tarihten sonra olmustur (Fazli 1970, Levett 2001,

Lucheis ve Ferreira 2011, Turhan ve Hatipoglu 2012).

Cizmen ve ark. 1953 yilinda, sigirlarda hastalig1 serolojik olarak ortaya
koyarken, Ozgen ve Tunus 1954 yilinda iilkemizde ilk kez Leptospira bovis’i

izole ederek kiiltiiriinii yapmislardir (Yener ve Keles 2001).

1.4. Etiyoloji

Leptospirozisin etkeni Leptospiracease familyasindaki leptospira
tirleridir (OIE Manual 2018). Leptospiralar, 0.1-0.3 pum ¢apinda ve 6-20 um
uzunlugunda ince sarmal bigimli, Gram negatif bakterilerdir. Bakteriyel
hiicrenin dis duvari, bakteri hareketliligini kolaylagtiran, donme ve biikiilme-
uzama hareketlerine izin veren, periplazmik flagella ile tamamen kaplanmis bir
zardan olusur. Zorunlu aeroblardir ve besiyerlerinde yavas tirerler (Lucheis ve
Ferreira 2011). Hareketleri uzun ekseni etrafinda donme, aksiyal filament
yardimiyla kasilip gevseme seklindedir. Bir veya iki ucu ¢engel tarzinda
kivrilmigtir. Bu nedenle C, S ve L seklinde goriiliir. Baz1 leptospira tiirlerinde
yapilan pasajlar nedeniyle bu kivrik uglar kaybolur. Anilin boyalarla iyi

boyanmayan Leptospiralar, Giemsa ve giimiisleme (Levaditi, Fontana) boyama



yontemleri ile boyanarak goriiniirler (Jones ve ark. 1997, Quinn ve ark. 1993,
Lucheis ve Ferreira 2011). Leptospiralar kurutmaya, donmaya, sudaki tuz
oranina ve pH degisikliklerine kars1 duyarlidir. Bakteri pH 6’dan diisiik veya pH
8’den biiyiik ortamlarda, ¢cevre sicakliginin 7°C'den diisiik veya 36°C'den yiiksek
oldugu sicakliklarda, en az 15 dakika siireyle nemli 1s1 (121 °C) ve
pastorizasyonla inaktive edilir. Ayrica %1 sodyum hipoklorit, %70 etil alkol,
glutaraldehit, formaldehit, deterjan ve asitler tarafindan etkisizlestirilir.
Leptospiralar, bakteriler i¢in olan genel besiyerlerinde liremezler. Ayrica kan,
serum, B1 ve B12 vitaminleri, demir ve yag asitlerine de gereksinimleri vardir

(Kaufmann ve Weyant 1995, Levett 2001, Lucheis ve Ferreira 2011)

Leptospiralar, 1989 yilina kadar iki grup altinda toplanmisti. Bu
simiflandirmaya gore patojenik olanlar L. interrogans tiirtine dahil edilirken,
dogada yaygin olarak bulunan ve patojenik olmayanlar ise L. biflexa'ya dahil
edilmistir. Giiniimiizde serolojik ve genotipik olmak tizere iki tiir siniflandirma
vardir. Antijenik benzerlik ve capraz reaksiyonu temel alan serolojik
siiflandirmaya gore 300 serovar tespit edilmis ve bunlarin 200’den fazlasi
patojenik olarak tanimlanmistir (Faine ve ark. 2000). DNA analizine dayanan
taksonomik c¢alismalar sonucunda ise sekiz patojenik Leptospira tiiri
tanimlanmistir. Bunlar; Leptospira borgpetersenii, L. inadai, L. interrogans
sensu stricto, L. kirschner, L. meyeri, L. noguchii, L. santarosai ve L. weilii’dir
(Lucheis ve Ferreira 2011). Serolojik ve genotipik siniflandirma arasinda tam bir
iliski yoktur. Ayni serovarlar birden fazla tiirde bulunabilir veya bir tiir hem
patojenik hem de patojenik olmayan serovarlari tagtyabilir (Loureiro ve ark.
2013). Patojenik leptospiralar; hemolizin olusturur, serumsuz ortamda lireyemez
ve organizma disinda uzun siire yagayamaz. Divalent bakir iyonlarina duyarl,
kimyasal maddelere direnclidir. Lipaz ve oksidaz aktivitesi ile saprofit
leptospiralardan ayrilir. Saprofitik olanlar ise hastalik olusturmaz, diisiik 1s1da

tirer ve spesifik antikor komplement ile kolayca 6liir (Arda ve ark. 1997).

1.5. Epidemiyoloji

Leptospiroz, en sik goriilen zoonoz hastaliklardan biridir. Insanlarda
yapilan seroepidemiyolojik calismalarda %?2-12 arasinda tespit edilmistir.
Diinyada hastaligin prevalansi iizerine yapilan calismalarda %2-46 arasinda

oldugu bildirilmistir (Bisias ve ark 2009). Leptosipiroz tarla fareleri basta olmak



tizere kemiricilerin dogal enfenksiyonudur. Kemiriciler disinda baska yabani ve
evcil hayvanlar da etkeni bobrek tiibiillerinde tasiyarak idrarla dis ortama
sacarlar. Boylece su, besin maddeleri ve toprak kontamine olur. Hastalik etkeni
deniz suyunda 24 saat canlilifin1 korur. Hastaliga en fazla rastlanilan mevsimler
ilkbahar, sonbahar ve erken kistir. Ozellikle tropikal bolgelerde yagmurlu
sezonlar hastaligin en fazla goriildiigi zamanlardir (Bolin 2005, Burriel 2010,

Lucheis ve Ferreira 2011)

Hastaligin bulasmasi enfekte idrar, plasental sivilar veya siit ile olur. Iki
sekilde bulagma goriiliir. Bunlar; direkt temasla ya da hayvanlarin idrar ile
kirlenmis su, toprak, gida ve diger maddelerle temas olarak indirekt sekilde olur.
Inkiibasyon periyodu sonunda septisemi olusur. Ozellikle ciftciler enfekte
idrarla temas halinde olduklar1 i¢in biiyiik risk altindadir. (Bolin 2005, Lucheis
ve Ferreira 2011, Turhan ve Hatipoglu 2012, Scott 2018).

Sigirlarda en sik goriilen serovarlar L. grippotyphosa, L. pomona, L.
hardjo, L. hebdomanis ve L. icterohaemorrhagiae’dir. Tiim diinyadaki sigirlarda
en fazla hastalik olusturan serovar L. hardjo’dur. Etken 6zellikle karaciger,
bobrek, akciger, plasenta, meme ve serebrospinal sivida bulunur (Temur ve
Saglam 2003). Kuzey Amerika, Giliney Amerika, Avustralya ve Yeni
Zelanda’daki sigirlarda L. hardjo ve L. pomona serovarlari en sik olarak
goriiliirken, Avrupa’da ise en sik goriilen serovar L. hardjo'dur. Diger serovarlar

nedeniyle olusan hastalik tablosu daha az olarak goriiliir (Bolin 2005).

Sigirlarda genellikle tireme bozukluklari, abort, zayif dogum ve fetal
mumifikasyonla seyreden enfeksiyon konaga adapte serovarlar tarafindan
olusturulur. Adapte olmayan serovarlar, sigirlarda kisa zamanda c¢ok sayida
hayvanin etkilendigi ciddi salginlara neden olur Hastalik geng sigirlarda ates,
sarilik ve hematiiri gibi semptomlarla oldukca agir olarak seyreder ve yiliksek

oranda mortalite goriiliir (Grooms ve Bolin 2005, Martins ve ark. 2012).

1.6. Epizootiyoloji

Tiim diinyada hayvanlar arasinda sik¢a goriilen leptospiroz, salginlar ve
sporadik vakalar seklinde bircok {ilkede bildirilmistir. Hastalik, Amerika
Birlesik Devletleri, ingiltere, Avustralya, Yeni Zelanda, eski Sovyetler Birligi

iilkeleri, Avrupa ve Asya’daki birgok tlkede resmi olarak bildirilmistir.



Ozellikle Orta ve Giiney Amerika’da El Nino kasirgasindan sonra goriilen su
baskinlarinin ardindan birgok vaka tespit edilmistir (Levett 2001). Leptospirozis
iilkemizde yaygin olarak bulunmaktadir. Erzurum yoéresinde yapilan bir
calismada, hastaligin sigirlarda %16, koyunlarda %0,04 oraninda seyrettigi
goriilmiistiir (Ozkan ve ark. 1993).

1.7. Patogenez

Inkiibasyon periyodu 3-20 giin arasinda degisen leptospira etkenleri
viicuda mukoza, deri, konjuktiva ve ilirogenital sistemde agilan port antrelerden
girer (Lilenbaum ve ark. 2008). Inkiibasyon periyodunu takiben etkenin
karaciger, dalak, bobrekler, lireme sistemi, gozler ve merkezi sinir sistemine
ulastig1 septisemi sekillenir. Leptospiralarin kan dolasimina girmesinden hemen
sonra kan serumunda antikor tespit edilir. Bu donem, etkenin opsonizasyonunu
saglayan spesifik immiinoglobulinlerin kanda konsantrasyonlar1 yiikselene
kadar yaklasik 10 giin siirer. Konakg1 bagisikhigmin etkisiyle etkenin kan
dolagiminda opsonizasyonu ile uzaklastirilmasi1 gerceklestirilir. Bu agamadan
sonra leptospirliri ile karakterize ikinci donem baslar. Bu donemde etken
bobrekte kalabilir ve aylarca idrar ile ¢evreye yayilabilir. (Faine ve ark. 1982,
Levett 2001, Lucheis ve Ferreira 2011). Etkenler uzun siire bobrek ve genital
sistemde canli kalabilirler. Etken fotusa plasenta yolu ile gecer. Hayvanlar
arasinda bulagsma ciftlesme, temas yada kontamine cevre ile olmaktadir.
Genellikle gebeligin son iicte birlik doneminde abortus sekillenir. Fotus otolize
ugramis sekilde atilir. Plasenta 6demli, kotiledonlar atonik, gevsek, nekrotik ve
kahve-sarimtirak renktedir. Fotusun deri altinda 6dem, viicut bosluklarinda
kanli siv1 birikimi, karacigerde biiylime ve fokal nekrozlar, yangisal bobrek

degisiklikleri goriiliir. (Ozdemir ve Erer 2018).

1.8. Klinik Bulgular

Leptospirozis asil konaklarinda diisiik serolojik cevap, hafif dereceli
klinik semptomlar ve kronik renal enfeksiyonlar olusturur iken, rastlantisal
konaklarinda agir klinik semptomlar, yiiksek antikor titresi ile seyreden bir
enfeksiyon olusturur. Geng¢ hayvanlar yashlara gore daha fazla duyarhdir.
Gebelik ve laktasyon periyodunda olmayan hayvanlarda hastalik subklinik
seyreder ve genellikle kesim sirasinda interstisyel nefritis lezyonlariin varlig

ile belirlenir (Loureiro ve ark 2013).



Hastalik sigirlarda ikter, anemi, hemoglobiniiri, septisemi, organ ve
dokularda petesiyel kanamalar, abortus, mastitis ve Oliimle karakterizedir.
Hastalik goriilen sigirlarda gebeligin 6. ayindan itibaren abortlar goriliir.
Sigirlarda abort orami %25-30°dur. L. hardjo ve L. pomana serotipleri
infertilitenin 6nemli nedenlerindendir(Ozdemir ve Erer 2018). Perakut formda
ilk klinik belirtiler goriildiikten 15-25 saat sonra 6liim sekillenir. Hastaligin bu
formu genellikle 1-2 aylik buzagilarda goriilir Enfeksiyondan kurtulan
hayvanlarin iyilesmesi uzun siirer. (Arda ve ark. 1997, Jones ve ark. 1997,
Haziroglu ve Milli 2001, Levett 2001).

Sigirlarda  gorillen akut leptospirozda, yiiksek ates, anoreksia,
mukozalarda petesiyel kanamalar, akut hemolitik anemi, hemoglobiniiri, aniiri,
sarilik ve mukozalarda solgunluk vardir. Enfekte idrarda hemoglobin, albiimin,
biluribin ve iirobilinojen saptanir. Ayrica solunum giicliigli goriiliir (Jones ve
ark.1997). Siit ineklerinde 2-10 giin siiren bu donemde, siit liretiminde belirgin
bir diisiis goriiliir. “Milk Drop Sendromu” olarak adlandirilan akut durumda siit,
kolostruma benzer yapida, kalin pihtili, sar1 lekeli ve yiliksek somatik hiicreye
sahiptir. Meme ¢ok yumusak bir yapidadir. Bazi hayvanlarda etken eklemlere
yerlestigi i¢in topallama vardir (Arda ve ark. 1997, Bolin 2005, Scott 2018).

Subakut form genellikle erigkin hayvanlarda goriiliir. Sarilik, ates,
anoreksi, depresyon ve hemoglobiniiri vardir. Bulgularin siddeti akut forma gore
daha azdir. Siit verimi azalmistir ve abortlar goriiliir. Bu form 1-3 hafta siirebilir

(Haziroglu ve Milli 2001).

Kronik enfeksiyonlarda ise abort ve 6lii dogum nedeniyle iireme kayb1
vardir. Kronik leptospiroz genellikle erigskin hayvanlarda serovar hardjo ile
sekillenir. Disi genital yolunun kronik enfeksiyonunda, serovar hardjo ile
enfekte olmus sigirlarda kisirlik vardir. Gebe ineklerde 6lii dogum, zayif ya da
prematiire dogum ve abortlara neden olur. Kisirlik, asilanmis veya tedavi edilmis
stiriilerde goriilebilir. Bu form aylarca siirebilir (Haziroglu ve Milli 2001, Jones
ve ark. 1997, Bolin 2005). Serovar pomona ile enfekte olan buzagilarda nadir
olarak siddetli akut hastalik goriiliir. Klinik bulgular1 arasinda yiiksek ates,

hemolitik anemi, hemoglobiniiri, sarilik, akciger enfeksiyonu, menenjit ve 6liim



vardir. Emziren ineklerde goriilen rastlantisal enfeksiyonlarda, az miktarlarda

kanl1 idrar tespit edilir ve iyilesme uzun siirer (Bolin 2005).

1.9. Patolojik Bulgular

Nekropside yaygin petesiyel kanamalar goriiliir. Ikterusa bagli olarak
organlar sar1 renge boyanir. Karaciger anemik, yumusak ve biiyiiktir.
Serozalarda kanamalar vardir. Safra kesesinin dolgun, igerigi koyu ve kaba
graniillii oldugu goriilmektedir. Bobreklerinde hafif siskin ve agik kahve
renginde oldugu, ayrica bobreklerin iist ve kesit yiizlerinde serpilmis olarak
siyahimtirak-kahve renkte kiigiik odaklarin da bulundugu gézlenir (Thompson J.
C ve Manktelow 1989). Histopatolojik degisiklikler en fazla karaciger,
bobrekler, kalp ve akcigerlerde goriiliir. Intrahepatik kolestaz vardir. Kupffer
hiicrelerinin hipertrofisi ve hiperplazisi belirgindir (Levett 2001). Bdbrekler
siskindir. Bobreklerde ndétrofil ve monositlerden olusan yogun bir hiicresel
infiltrasyonun eslik ettigi interstisyel nefritis tablosu en belirgin bulgudur. Kalp
solgundur ve petesiyel kanamalar gozlenir. Kalpteki patolojik bulgular, belirgin
olarak lenfosit ve plazma hiicrelerinin infiltrasyonu ile olusan interstisyel
miyokardit, epikardiyumda mononiikleer infiltrasyon, petesiyel kanamalar,
perikardiyumda sivi birikimi ve koroner arterittir. Akcigerlerde nétrofil
16kositlerin varligi ve kanamalar en dikkat ¢ekici bulgulardir. Alveollerde
monosit ve notrofillerinden olusan infiltrasyon goriiliir. Ayrica hiyalin membran
olusumu gorilebilir. Dalak koyu renkli ve siskindir. Lenf nodiilleri 6demli ve
kanamalidir. Abort fotusiin plesantast kalmn ve ddemlidir. Iskelet kaslarinda
ozellikle bacak kaslarinda, histiyositlerin, notrofillerin ve plazma hiicrelerinin

infiltrasyonu ve kas liflerinin fokal nekrozu gbzlenir (Levett 2001).

1.10. Teshis

Hastaligin teshisi etken izolasyonu, serolojik ve histopatolojik
muayenelerle yapilir. Ancak son yillarda immunperoksidaz teknigi ile formolde
tespit edilip parafinde bloklanan doku kesitlerinde bakteriyel antijenin
saptanmastyla taniya gidilmektedir (Temur ve Saglam 2003). Leptospirozun
laboratuvar tanisi, klinik orneklerin dogrudan incelenmesine, etkenin izole
edilmesine, serolojik testler yoluyla anti-leptospiral antikorlarin tespit
edilmesine veya etken DNA'sinin molekiiler yontemlerle tespit edilmesine
dayanir (Flannery ve ark. 2001, Hamond ve ark. 2012, Picardeau 2013).



1.10.1. Direkt Teshis Yontemleri

Leptospiralar ¢ok kiiciik mikroorganizmalar (10-20 pum) ve olmasina
ragmen veya Giemsa boyama gibi geleneksel boyama yontemleriyle goriliir.
Etken karanlik saha mikroskobunda parlak renkli olarak goriiliir (Fain ve ark.
2000). Boyama ile teshiste yanlis pozitiflikler ve yanlis negatiflikler olabilir.
Orneklerin alinma zamam ve teknisyen hatalar1 teshis sonucunu degistirebilir.

(Ahmad ve ark. 2005).

Warthin-Starry giimiis boyama (WS) ve Indirekt flouresans (IF) ve
Immunhistokimya (IHC) teknikleri, klinik drneklerde bakterilerin biitiin halde
dogrudan goriilmesine izin verir. [F'nin sinirlamalari, doku morfolojisi hakkinda
bilgi eksikligi, sonuclar1 koruma zorlugu ve 6zel floresan mikroskopi ekipmani
ihtiyacidir. Buna karsilik, IHC 6zel bir mikroskop gerektirmez ve doku
boliimlerinde antijenin dagilimini ve lokalizasyonunu inceleme firsati sunar.
Ayrica, bu yontem formalinle fikse edilmis ve parafine gomiilmiis doku
orneklerini kullanarak geriye doniik ¢aligmalari miimkiin kilar (Ahmad ve ark.
2005, Loureiro ve ark. 2013). Levaditi boyamada, sar1 zemin {izerinde siyah
boyanmuis spiral etkenler goriiliir. Etkenin iyi boyanabilmesi i¢in dokunun tespit
edilmeden 6nceki tazeligi biliylik 6nem arz etmektedir. Aksi durumlarda etkenin
goriinlimiinde degisimler oldugu belirtilmistir (Falini ve Taylor 1983, Russell ve
Faine 1984).

Bakteriyolojik kiiltiir ile etken izolasyonu altin standart tan1 olarak kabul
edilir. Ancak bakterinin yavas iireme hizi ve toplanan orneklerin hemen
besiyerine ekilmesi gerekliligi yontemin dezavantajlaridir. (Levett 2001, Adler
ve Moctezuma 2010). Leptospiralar kan, beyin omurilik sivisi, idrar ve post-
mortem doku Ornekleri gibi materyallerden izole edilir. Etkenin iiremesini
saglayan spesifik besiyerleri Ellingausen-McCullough- Johnson-Harris (EMJH),
modifiye Korthof ve yari-kat1 Fletcher’dir. Numunelerin ekildigi besiyerleri 28-
30°C'de inkiibe edilir ve haftalik olarak kontrol edilir. Karanlik saha mikroskobu
ile negatif sonu¢ vermek i¢in 20 hafta siireyle kiiltiirler kontrol edilmelidir. Bu
nedenle kiiltiir, arastirma g¢alismalar1 i¢in rutin bir teshis testi olarak etkili
degildir. Yiiksek ozgiilliige ragmen, hassasiyeti diisiiktiir ve negatif bir sonucun

verilmesi ti¢ aya kadar uzayabilir (Loureiro ve ark. 2013).



Leptospiroz tanisinda son yillarda giderek artan oranda Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) kullanilmaktadir. Bu teknigin en 6nemli avantaji siiriide
tastyic1 tespiti ve erken teshistir. Bu teknik, cesitli biyolojik numunelerde
minimum miktarda mikroorganizma DNA'sinin hizli bir prosediirde
amplifikasyonunu saglayan yiiksek hassasiyet ve 6zgiilliikk sunar. Bazi molekiiler
sistemler Ornegin mililitresindeki 10 veya 100 genom kopyasini bile tespit
edebilmektedir. Son zamanlarda, Real-time kantitatif PCR (QPCR) tan1 amagh
olarak kullanilmaktadir. Bu test konvansiyonel PCR’dan daha hizli ve
kontaminasyona karst daha az hassastir (Ahmad ve ark. 2005, Pinna ve ark.

2011, Loureiro ve ark. 2013).

1.10.2. indirekt Teshis Yontemleri

Immun yanitin tespit edilmesine dayanan serolojik yontemler uzun yillar
kullanilmistir. Immun yanit sonucunda olusan antikorlar enfeksiyondan yaklasik
on giin sonra kanda tespit edilir. Bu siirede, leptospiralarin kanda tespit edilme
thtimalinin diisiik olmas1 nedeniyle serolojik yontemler tercih edilir. Bazi
durumlarda leptospiriiri fazinda bile direkt metotlar ile etkeni tespit etmek zor
olabilmektedir (Faine ve ark. 2000, Levett 2001, Adler ve Moctezuma 2010).
Mikroskobik agliitinasyon testi (MAT) insanlarda ve hayvanlarda leptospiroz
tanisi igin Onerilen serolojik bir testtir (OIE 2018).

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) MAT'n bazi
dezavantajlar1 nedeniyle anti-Leptospira immiinoglobiilinlerini saptamak i¢in
insan ve hayvanlar i¢in farkli olmak tlizere ELISA gelistirilmistir. Bu testin
avantajlari, spesifik immiinoglobiilin IgM veya IgG'nin (ve sonunda IgA'nin)
tespiti ile akut ve kronik enfeksiyon arasinda ayrim yapabilmesi ve MAT ile
karsilagtirildiginda  yiiksek  hassasiyet ve  ozgillik ve  yiiksek
tekrarlanabilirliginin olmasidir. Ancak, kullanilan antijene bagli olarak,
ELISA'da pozitif bir sonug, enfekte serovar/serogrup hakkinda bilgi vermez ve
bir leptospiroz vakasini teshis etmek icin yeterli degildir, PCR veya Kkiiltiir ile
dogrulanmasi gerekir (Flannery ve ark. 2001, Hamond ve ark. 2012, Picardeau
2013).

Bu calismada Isparta ili Sarkikaraagac ilgesi belediye mezbahasinda

kesime sevk edilen ve ikterus gozlenen sigirlarda leptospiruzun varliginin
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arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla kesimden sonra karkas ve i¢ organlarda
ikterus saptanan sigirlarin karaciger ve bdbreklerinden Ornekler alinarak,
makroskobik ve mikroskobik incelemeleri yapilmistir. Yine bu dokulardan
immubhistokimyasal ve Levaditi yontemleri ile leptospira etkenlerinin varlig

belirlenerek histopatolojik degisiklikler ile kiyaslamalar1 yapilmigtir.
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2. GEREC VE YONTEM

Isparta ili Sarkikaraaga¢ ilgesi belediye mezbahasinda 2020 yilinda
kesilen ve ikterus gozlenen 35 sigirdan patolojik ikterus gozlenen 11’ine ait
karaciger ve bobrekler ¢alismanin materyalini olusturdu. Bu olgulardan alinan
karaciger ve bobrek ornekleri bilinen laboratuvar yontemleri ile islenerek
immunperoksidaz ve levaditi (giimiisleme) boyama yontemleri ile elde edilen

bulgular ile histopatolojik bulgularin karsilastirmasi yapildi.

Calisma kapsaminda degerlendirilecek olgulara ait karaciger ve bobrek
dokularindan hazirlanan parafin bloklardan 5 mikron kalinliginda alinan kesitler
Hematoksilen Eozin yontemine gbre boyanarak (Luna, 1968) 11k
mikroskobunda incelendi. Bu organlarda gbzlenen histopatolojik degisiklikler

degerlendirildi.

Olgulara ait karaciger ve bobrek dokularinda leptospira antijenlerini
belirlemek amaciyla dokulardan lizinli lama alinan kesitler 1 gece boyunca 37°C
ya da 60°C’de 1 saat inkiibe edildi. inkiibasyonu tamamlanan kesitler, 3 kez 5’er
dakika xylol serilerinden gegirilerek, iki kez her birinde 10 dakika tutmak kaydi
ile alkol serilerinden gegirildi. %3’liik hidrojen peroksitte 20 dakika tutulan (3ml
hidrojen peroksitte 97 ml methanol) preperatlar, 20 ml sitrat buffer 180 ml distile
su karisimi igerisinde mikrodalga firinda 80 watta kaynatildi, sonra bunu 40
watta diistirtip 15 dakika mikrodalga firinda bekletildi. Yirmi dakika dis ortamda
sogutulan preperatlar baska bir kaba alinarak PBS ile 10 dakika siire ile yikandi.
Gilines almayan bir yerde PBS’ten c¢ikarip preperatin alti ve etrafi iyice
kurulandiktan sonra Blocking solution damlatilip 10 dakika beklendi, preperatin
tizerindeki blocking soliisyonunun etrafi kurulanip, fazla kismi dokiildiikten
sonra tizerine tavsan anti Leptospira biflexa (hiperimmun serum) dokiilerek 1
saat karanlik ortamda bekletildi. Daha sonra 2 kez 5’er dakika PBS ile
calkalanarak, etrafi kurulanip Broad Spectrum Second Antibody damlatildi, 10
dakika karanlik ortamda bekletildi. On dakika PBS ile yikama kurulama
uygulamasi yapilarak ve HRP Streptavidin koyulup karanlik ortamda 10 dakika
tutuldu. Tekrar 10 dakika PBS ile yikanarak ve 1 ml DAB subsrate, 1 damla
DAB chromogen karistirilarak kullanma soliisyonu hazirlanip lamlarin iizerine

giines almayan karanlik bir ortamda dokiildii. Su ile yikandi ve Mayer
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Hematoksilende 3-5 dakika bekletilerek dokular su ile mavilesinceye kadar
yikandi. Alkol—xylol serilerinden gegirilip entellan ile lamel kapatildi.

Olgulara ait karaciger ve bobreklerden alinan dokular formol tespitini
takiben 2 mm inceliginde trimlenerek ¢esme suyunda 1-3 saat siireyle yikandi.
24 saat siireyle %96’lik alkolde tutuldu. Dokular, kabin dibine ¢okiinceye kadar
distile suda tutularak, taze hazirlanmis giimiis nitrat soliisyonu ig¢ine konulup,
karanlikta 37°C’ de 3-5 giinde bir soliisyon yenilenerek bekletildi. Distile su ile
calkalanarak, karanlikta oda sicakliginda, 1-3 giin indirgeme soliisyonunda
bekletildi. Distile su ile ¢alkalanarak, %80, %96’lik alkol ve absolute alkollerde
her birinde 30 dakika ve iki ksilol kabinda 1’er saat tutuldu ve bu islem sonunda
iki parafin kabinda da 45’er dakika bekletildi. Parafine gomiilen dokulardan 5
um kalinliginda alinan doku kesitleri, ksilollerden gegirilerek tizerlerine lamel
yapistirildi (Luna, 1968).

Mikroskobik incelemeler sonucunda gerekli olgulardan mikroskobik
fotograflar1 (Olympus, DP12) ¢ekildi.
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3. BULGULAR

Calismada 2020 yili igerisinde kesilen 1109 adet sigir incelenmistir. 2020
yilinda mezbahada kesilen ve kesim sonrasi fizyolojik (Sekil 3.1) ve patolojik
ikterus belirlenen sigirlar ile bu olgulardan leptospirozis teshis edilenlerin aylara
gore dagilimi tablo 3.1°de verilmistir

Tablo 3.1. Calismada ikterus belirlenen sigirlar igerisinde patolojik sarilik ve
leptosipirozis goriilenlerin sayilar1 ve aylara gére dagilima.

Kesilen Sarihk _ B Leptos_p? ra
Aylar Sigir Gﬁrvﬁ len  Fizyolojik Harlg! Leptosipirozis
Sayisi Sigir Sariik Patolojik
Sayisi Sarihk

Ocak 92 1 1 0 0
Subat 87 1 1 0 0
Mart 91 3 2 0 1
Nisan 96 4 1 0 3
Mayis 94 9 2 4 3
Haziran 99 3 2 0 1
Temmuz 86 0 0 0 0
Agustos 93 1 0 1 0
Eyliil 95 3 2 0 1
Ekim 89 2 1 0 1
Kasim 96 7 2 4 1
Arahk 91 1 1 0 0
TOPLAM 1109 35 15 9 11

Calismada leptosipirozis belirlenen sigirlarda glimiisleme ve immunhistokimya
sonuglarinin karsilastirilmas: Tablo 3.2 de verilmistir.
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Tablo 3.2. Calismada immunhistokimya ile leptosipirozis belirlenen sarilikli
sigirlarda bobrek ve karacigerde glimiisleme ve immunhistokimya pozitifligi.

Vaka Immunohistokimya Levaditi (Giimiisleme)

No Bobrek Karaciger Bobrek Karaciger
1 + + + -
2 + - - -
3 + - + -
4 + - + -
S + + + -
6 + - - -
7 + - + -
8 + r r -
9 + - £ -
10 + + + -
1 + + + -
Toplam 11 4 7 0

Calismada leptospirozis pozitif olarak belirlenen numunelerinin

menseilerine gore dagilimi Tablo 3.3.’de verilmistir.

Tablo 3.3. Calismada leptospirozis pozitif olarak belirlenen numunelerinin
menseilerine gore dagilimi.

Cahisma Alam Kesim Sayist LepEOSpWOZlS“
Sigir Sayisi

Sarkikaraagac 571 2
Merkez

Belcegiz Koyii 113 2
Cicekpmar Koyii 192 3
Gedikli Koyt 75 2
Armutlu koyii 60 2
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3.1. Makroskobik Bulgular

Calismada leptospira pozitif olarak belirlenen sigirlarda o6zellikle
peritonda olmak tizere serozalarda petesiyel kanamalar goriildii. Leptozipirozis
belirlenen biitiin olgularda perikart kesesinde s1v1 birikimi ve perikartta petesiyel
kanamalar belirlendi. Biitiin leptospirozisli sigirlarda i¢ organlarin, seroza ve
mukozalar ile karkasin sari renge boyanmis oldugu gorildii (Sekil 3.2).
Karacigerlerin sarimsi renkli, yumusak kivamli ve biiylimiis oldugu belirlendi
(Sekil 3.3). Ug olguda safra kesesinin dolgun, iceriginin koyu renkli ve graniiler
yapida oldugu dikkat ¢ekti (Sekil 3.4). Bobreklerin hafif siskin ve agik kahve
renginde oldugu (Sekil 3.5), ayrica bobreklerin iist ve kesit yiizlerinde serpilmis
olarak siyahimtirak-kahve renkte kiigiik odaklarin da bulundugu goézlendi.

Dalaklar koyu renkli ve sigkin olarak belirlendi.

3.2. Mikroskobik Bulgular

Histopatolojik incelemelerde leptospirozlu hayvanlarda karacigerde vena
sentralislerin ¢evresinde rastgele dagilmis sekilde dejeneratif ve nekrotik
hepatositler belirlendi (Sekil 3.6). Portal bélgelerde lenfosit, plazma hiicresi ve
makrofajlardan olusan yangisal hiicre infiltrasyonlart belirlendi. Karaciger
kesitlerinde yogun sar1 yesil safra pigmenti birikimlerine rastlandi (Sekil 3.7).
Bobreklerde proksimal ve distal tubul epitellerinde yaygin dejenerasyon ve
nekrozlar goriildii (Sekil 3.8). Tubul liimenlerinde dokiilmiis epitel hiicreleri ve
hiyalin silindirleri (Sekil 3.9) ile intersitisyel bolgelerde fokal mononiikleer

hiicre infiltrasyonlari tespit edildi (Sekil 3.10).

Levaditi boyama metoduyla 7 sigirda sadece bobrek dokusunda pozitiflik
tespit edildi. Boyanmalar bobrek tubul epitellerinde ve liimenlerinde sari

zeminde siyah renkte boyanmus etkenler olarak goriildi (Sekil 3.11).

Calismada THC yontemiyle 11 6rnekte pozitif boyanma tespit edildi.
Boyanmalar bobrek tubul epitellerinde intrasitoplazmik kahverengi graniiller
halinde ve bazen de bazal membrana yakin kisimlarda hiicre zarina yapisik
vaziyette gorildi (Sekil 3.12). Pozitif boyanan 11 numunenin 4 tanesinde
bobrek ve karacigerde pozitiflik saptandi. Olgularin tiimiinde bobreklerde
pozitiflik vardi.
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Sekil 3.2. Siddetli ikteru

Al
slu ka

rkas, Leptospiroz (A), Norm

B
al karkas (B).
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Sekil 3.3. Sarimsi renkli karaciger ve biiylimiis safra kesesi,
Leptospirozis.

g | oL
Sekil 3.4. Biiylimiis safra kesesi, koyu renkli, piht1 igeren safra,
Leptospirozis.
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Sekil 3.5. Ikteruslu bébrek, Leptospirozis.
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Sekil 3.6. Hepatositlerde nekroz (oklar) ve dejenerasyon,

remark kordonlarinda dissosiasyon, karaciger, leptospirozis, H.E, X200.
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Sekil 3.7. Safra pigmentiL(okIar), Intrahepatik kolestaz,
karaciger, leptospirozis. H.E, X200.

Sel 3.8. Tubul epitellerinde dejenerasyon (oklar), bobrek,
leptospiroz, H.E, x400.
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Sekll 3. 9 Tubul lumenlermde h1ya11n silindirleri (oklar)
bobrek, leptospiroz, H.E, x400.

"") ‘m.w,.'«;‘.‘n Sl BRI e

ARTE 1/

Wl ‘.lu\ ‘.’
?.f:&‘el ROLLPY ‘;‘Q.x)u‘.’:o' 5 ':, -“‘.:
) X i‘e)’ ‘(e 1'\’ y’i‘ Vs, o
.' ’. 42t ‘z ) ‘ 'f “ /"‘ sy .
;‘:1.{?"""“'""'::4 YA ‘l O ,.Q,e,‘.:"

-

0‘ 0 ‘.A.. ¢ ' ]“' \;,’.._.'
o A A N

P S
il

A
! . “ ™ 3 g 0’. s "(.v..
st PN AT
e X .': R

.

N
: (’. ) ““;,4‘

s H LS ‘ ¢ i’ %y ‘ 'O f |
\ AN '0‘.“"' R PR \\" J "
Sekil 3.10.Yangisel hiicre infiltrasyonlari (oklar), bobrek
leptospiroz, H.E, X200.
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Sekil 3.11. Tubulus epitellerinde bakteriler (ok basi), bobrek,
Leptospirozis, Levaditi boyama, X600.

\ 3
Sekil 3.12. Anti-Leptospira rabbit antiserumu ile tubul epitellerinde
pozitif boyanma (oklar), bobrek, IHC, X400.
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4 TARTISMA

Leptospiroz, hayvanlarda infertilite, 6lii dogum, abort, Sliim ve siit
veriminde diisiislere neden oldugu i¢in hayvancilik ekonomisi agisindan ¢ok
Oonemli bir hastaliktir (Bolin 2005). Hastalik akut septisemik veya kronik nefritik
formlarinda gozlenir. Etken, hastaligi geciren hayvanlarin bobreklerinde
mikrokoloniler halinde lokalize olur ve uzun siire idrarla atilir (Tiirkiitanit ve
ark. 2002, Villanueva ve ark. 2016). Ciftlik hayvanlarinda leptospirozun teshis
edilmesi oldukca zordur. Teshisteki baslica giicliikler, konak¢1 ve bakteri
arasindaki iligkinin karmasik yapist ve enfeksiyonun degisim gostermesidir
(Bolin 2005). Bu ¢alismada mezbahanede kesilen ve ikterus gozlemlenilen

sigirlardaki leptospirozis varliginin belirlenmesi amaglanmistir.

Treml ve Nesnalova (1995) bakteriyoskopi ve kiiltiir galismalarinda etkeni
belirleyemedikleri ¢aligmalarinda serolojik olarak Cek Cumhuriyetinde %7,4
pozitiflik rapor etmislerdir. Miller ve ark. (1991) yilinda Amerika Birlesik
Devletlerinin 49 eyaleti ve Porto Rico’da yaptiklar1 ¢caligmada bobrek ve kan
serumu oOrneklerini incelemisler ve ¢alisma sonucunda bobreklerin %1,7’sinde
leptospiralar1 izole etmislerdir. Serolojik olarak da %49 oraninda pozitiflik
saptamuglardir.  Erzurum bélgesinde Ozkan ve ark. (1993)’1in yaptiklari
calismada leptosipirozisin sigirlarda %16, koyunlarda % 0,04 oraninda
gorildiigi bildirilmistir. Yapilan bu ¢alisma da mezbahada bir yillik periyotta
kesilen sigirlarin tamami g6z oOniinde bulunduruldugunda sarilik goriilme
oraninin  %3,1, leptospirozis belirlenme oraninin %1, sarilikli sigirlarda
leptospirozis belirlenme oraninin %31,43 oldugu patolojik sarilik olarak ayrilan
sigirlar igerisinde ise leptospirozisin %55 oraninda goriildiigii belirlendi. Diger
saritlik olgularmin ise kan protozoonlarina bagli sekillenmis olabilecegi
diisiiniildii. Sonuclarin Ozkan ve ark (1993) gore farkli olmasinin sebebi

materyal sayis1 ve cografi konumla iligkilendirilmistir.

Ikterusta viicut yaglar1 ve serdz membranlar sar1 renkte goriiniirler. Bag
doku portakal sarisi veya yesilimsi sar1 renkte olup, ¢ogu vakada sar1 renk
olusumuna gozde, tendolarda ve uzun kemiklerin kikirdak dokularinda da
rastlanir (Erer ve ark 2009). Fizyolojik sarilik ise, genelde merada otlayan
hayvanlar ile fazla miktarda misir kirmast ve havugla beslenen hayvanlarda

olusur. Bunun nedeni bu tip bitkilerde bulunan klorofil, lipokrom ve karatinoid
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benzeri maddelerdir. Fizyolojik sarilifa neden olan maddeler, safra
pigmentlerinin aksine, oksijene fazla duyarli olduklar1 i¢in hava ile temas
ettiklerinde belirli siire sonunda olusan sar1 renk azalir. Bu nedenle sarilik
gosteren etler serin bir yerde 24 saat bekletilerek, sar1 rengin azalip azalmadigi
veya tamamen kaybolup kaybolmadigina gore karar verilir (Yildirim 1996).
Patolojik sarilig1, fizyolojik sariliktan ayirmak amaciyla laboratuvarda basit bir
yontem olan alkol ve eter deneyi yapilabilir. Bu amagcla sarilik semptomu
gosteren karkasdan alinan yag dokusu, kiigiik parcalar haline getirildikten sonra
birinde % 50’lik alkol, digerinde eter bulunan deney tiiplerine konduktan sonra
iyice ¢alkalanir ve 1-2 saat siireyle bekletildikten sonra degerlendirilir. Sayet bu
sirenin sonunda alkol sartya boyanmis ise patolojik sarilik, eter sariya boyanmis
ise fizyolojik sarilik olduguna karar verilir (Yildirirm 1996). Bu calismada da
kesim sonrasi sarilik belirlenen sigir karkaslar1 24 saat siireyle bekletilerek ve
yag dokularindan alinan 6rnekler eter alkol deneyine tabi tutularak 24 tanesinin
fizyolojik sarilik oldugu belirlenmistir. Belirlenen bu oran toplam sarilik
vakalarinin %68,5’ini igermesi agisindan 6nemlidir. Bu durum ilgede yetistirilen

hayvanlarin ¢ogunun merada beslenmesine yorumlanmastir.

Leptospirozla ilgili ¢aligmalarda sarilikla birlikte serozalarda yaygin
petesiyel kanamalar bildirilmistir (Thompson ve Manktelow 1989). Bu
calisgmada da verilen literatiirlere benzer sekilde leptospira pozitif olarak
belirlenen sigirlarda 6zellikle periton olmak lizere i¢ organlar1 rten serozalarda
farkl1 siddette petesiyel kanamalar goriildii. Bu tablo hastaligin septisemik

formuyla iliskili olabilecegi kanisina varildi.

Calismada incelenen leptospirozisli ineklerde i¢ organlarin, seroza ve
mukozalarin ve karkasin sar1 renge boyanmis oldugu ve karacigerlerin biiytk,
solgun renkli ve anemik oldugu belirlendi. Yine incelenen olgularda bobreklerin
hafif siskin ve acik kahve renginde oldugu, bobreklerin {ist ve kesit ylizlerinde
serpilmis olarak siyahimtirak-kahve renkte kiiclik odaklarin da bulundugu
gozlendi. Bu bulgular leptosipirozisin patolojisinin raporlandigi caligmalarla
uyumludur (Thompson ve Manktelow 1989). Ayrica, ti¢ olguda belirlenen safra
kesesinin dolgunlugu, koyu renkli i¢erigi ve igerigin kaba graniillii olusu literatiir

ile benzerdir (Thompson ve Manktelow 1989).
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Histopatolojik incelemelerde Leptospirozlu hayvanlarda karacigerde vena
sentralislerin ¢evresinde daha fazla olmak tizere gelisigiizel dagilimli dejeneratif
ve nekrotik hepatositler goriildii. Nekrotik alanlarda ve portal bolgelerde
lenfosit, plazma hiicresi, makrofaj ile az miktarda notrofil graniilosit igeren
yangisal hiicre infiltrasyonlar1 belirlendi. Bébreklerde proksimal ve distal tubul
epitellerinde yaygin nekrozlar goriildii. Tubul liimenlerinde dokiilmiis epitel
hiicreleri ve hiyalin silindirleri ile intersitisyel bolgelerde fokal mononiikleer
hiicre infiltrasyonlari tespit edildi. Bu bulgular benzer ¢alismalarin sonuglari ile
uyumludur (Milli ve Haziroglu 1997, Ellis 1983, Scanziani 1991, Ozdemir ve
Erer 2018).

Sunulan ¢alismada 2020 yilinda Sarkikaraagag ilce mezbahasinda kesilen
sigirlarda patolojik sarilik belirlenen sigirlar 20 adet immunhistokimyasal ve
Levaditi yontemleriyle incelendi. Calisma sonucunda pozitif bulunan ornekler
HXE boyama metoduyla karsilagtirildi. Caligmada 20 adet si1g1ra ait karaciger ve
bobrek dokusu kullanildi. Anti-leptospira rabbit antiserumu kullanilarak yapilan
IHC metodu ile 11 adedinde pozitiflik saptanirken, Levaditi boyama yontemi ile
7 ornege ait bobrekte leptospira etkenleri gozlendi. Sunulan calismada da
Levaditi yontemiyle sadece ikteruslu sigirlarin bobreklerinden etken tespiti
yapilmustir. Elde ettigimiz sonuglar Hathaway ve ark. (1986) calismasi ile
uyumludur. Benzer sekilde Akgay ve Pamukgu (1950) tarafindan Atatiirk Orman
Ciftliginde ates, ikterus, anemi ve hemoglobiniiri semptomlar1 gostererek dlen,
1 yas ve 1 yas alt1 3 dananin sadece bobreklerinde levaditi yontemi ile etkeni

tespit edebilmislerdir.

Dokulardan etken izolasyonunun yapilabildigi, fakat etkenin hizla 6lmesi
ve Orneklerin taze olmamasi izolasyon asamasinda giicliik ¢ikarmaktadir (Maxie
1993, Ellis 1983, Pope ve ark. 1997). Giimiisleme teknikleri ile etkenin iyi
boyanabilmesi igin dokunun tespit edilmeden Onceki tazeligi Onem arz
etmektedir. Aksi durumlarda etkenin goriiniimlerinde degisimler oldugu
belirtilmektedir (Falini ve Taylor 1983, Russell ve Faine 1984). Olusan boyle
giic durumlar karsisinda immunperoksidaz metodu ile leptospiroz tanisini
koymak daha kolay (Milli ve Haziroglu 1997, Ellis 1983, Scanziani ve ark 1991),
hassasiyetin %78 ve dogrulugunun %100 oldugu bildirilmistir (Scanziani ve ark
1991). Saglam ve ark (2008) abort fotuslarinda, Yener ve Keles (2001) ise

25



leptospira siipheli sigirlarin dokularina yapilan Levaditi boyamalarinda etkenleri
tespit edemediklerini fakat immunperoksidaz boyamada leptospira antijenlerini
tespit ettiklerini bildirmislerdir. Bu ¢alismada da Levaditi boyama ile sadece 7
vakada pozitiflik varken IHC boyamada patolojik ikteruslu vakalarin hepsinde
pozitiflik tespit edilmesi IHC yonteminin daha hassas ve giivenilir oldugunu

ortaya koymustur.

Leptospira etkenlerinin genelde bobrek tubuluslarinin lumenlerine
yerlestigi (Ellis 1983, Scanziani 1991) koyu kahverengi oldugu ve nefritis
tablosu olusturdugu bildirilmektedir (Maxie 1993, Milli ve Haziroglu 1997,
Jones ve ark. 1997). Bu calismada anti-Leptospira rabbit antiserumu kullanimi
ile bobrek tiibiil epitellerinde belirgin pozitiflik bulunmasi, sigir fétuslarinda
orta ve giiclii derecede antijen tespiti yapilan diger ¢aligmalarla (Szeredi ve
Haake 2006, Saglam ve ark. 2008) uygunluk gdstermektedir. Arastiricilar
(Szeredi ve Haake 2006, Saglam ve ark. 2008) abortuslarda Leptospirozun
immunhistokimyasal ve Levaditi yontemleri ile tanida basta bobrek olmak {izere
karacigerde etken tespit ettiklerini bildirmislerdir. Sunulan ¢aligmada da THC
yontemiyle bobrek daha yogun olmak {izere karaciger antijen pozitifligi tespit
edilirken, Levaditi yontemiyle sadece bobreklerde etkenlere rastlanmustir.
Yapilan ¢alismalarda, anti-Leptospira rabbit antiserumu ile boyanma tarzinin,
dalga formunda ve kiimeler seklinde oldugu bildirilmistir. Bu caligmada
belirlenen antijen kiimelenmeleri seklinde boyanmalar diger c¢alismalarla
(Szeredi ve Haake 2006, Saglam ve ark. 2008) uyumludur. Sunulan ¢alismada
IHC yontemiyle yapilan boyamalarda leptospira antijenleri, bobrekte tubulus

epitel hiicreleri, karacigerde hepatositlerin sitoplazmalarinda tespit edildi.
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5. SONUC VE ONERILER

Calisma sonucunda Isparta ili Sarkikaragag il¢esi mezbahasinda bir yillik
periyotta kesilen sigirlarda ikterus orani1 %3,1, leptospirozis oran1 ise %1 olarak
belirlenmistir. Ayrica ikteruslu vakalarda Leptospirozis orani %31,43 olarak

tespit edilmistir.

Vakalarin patolojik bulgularinin 6nceki ¢calismalarla benzer oldugu dikkati
cekmis, teshiste THC boyamanin daha etkili ve giivenilir oldugu ortaya

konulmustur.

Bu calismada elde edilen sonuglar sigir leptospirozisinin teshisinde
Leptospira etkenlerinin izolasyon zorlugundan kaynaklanan durumlardan dolay1
leptospirozun  spesifik ve erken tanisinda immunhistokimyasal tant
uygulamasinin etiyolojik a¢idan uyumlu ve giivenli sonuglar verdigini, ayrica

Levaditi metodunun da 6nemini ortaya koymaktadir.
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