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Öz: Leptospirozis dünyada ve ülkemizde yaygın olarak gözlenen zoonoz bir hastalıktır. Hastalık insanların yanı sıra, sığır, koyun, 
kedi, köpek ve diğer evcil hayvanları da etkilemektedir. İnsanlarda ciddi sağlık problemlerine, hayvanlarda da önemli 
ekonomik kayıplara sebep olan hastalıkta, bazı canlılar vücutlarında etken olmasına rağmen herhangi bir klinik semptom 
göstermeden hastalığı yayarlar. Bu nedenle hastalığın farklı hayvan türlerinde sürekli araştırılması önem arz etmektedir. 
Hastalıkla ilgili dünya genelinde insanlarda ve hayvanlarda yapılmış birçok çalışma mevcuttur. Türkiye’ de ise hastalıkla ilgili 
yapılan çalışmaların çoğu serolojik çalışmalar olup, farklı hayvan türlerinde immunohistokimyasal çalışmalar da yapılmıştır. 
Hastalığın tanısında çalışmanın örneklerinin sağlandığı Erzurum bölgesinde immunohistokimyasal yöntemler ile sığır ve koyun 
abortları üzerine çalışmalar yapılmış olmasına rağmen, köpeklerde bir çalışmaya rastlanılmamıştır. Bu çalışmada, doğal 
enfekte köpeklerin testis doku örneklerinde Leptospira interrogans (L. İnterrogans) antijenlerinin immunohistokimyasal 
yöntemler ile dokudaki varlıkları ve yerleşim yerlerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. Çalışmada makroskobik lezyon 
aranmaksızın toplanan 30 adet köpek testis dokusu örneği immunohistokimyasal yöntem ile incelendi. İnceleme sonucunda 
köpek testis doku örneklerinde %26.66 (8 adet) oranında L. İnterrogans antijen varlığı tespit edildi. Araştırma sonuçları 
leptospirozisin köpeklerde de önemli sağlık sorunu oluşturduğunu göstermiştir. 

Anahtar Kelimeler: İmmunohistokimya, Köpek, 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. İnterrogans) 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. İnterrogans 
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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GİRİŞ

eptospirozis, farklı Leptospira interrogans (L. 
interrogans) serovarları tarafından oluşturulan 

zoonoz bir hastalıktır. Hastalık insanlar başta olmak 
üzere sığır, koyun, at, kedi, köpek ve fareleri de 
etkileyerek ölüm dahil ciddi sağlık sorunları ile birlikte 
ekonomik kayıplara da yol açmaktadır (1-6). 
Hastalıkta insanlar son konaktır ve insandan insana 
bulaşma ender gerçekleşir. Bulaşma hasta 
hayvanların idrarları veya idrar ile kontamine olmuş 
maddelerle temas sonucu oluşmaktadır.  Ayrıca süt, 
çiğ et tüketilmesi, veneral ve transplasental yol ile de 
bulaşma oluşabilmektedir (1,5,6). Leptospira 
etkenlerinin en önemli rezervuarları kemiriciler olup 
bu hayvanlar semptom göstermeden hastalığı 
çevrelerine yayabilirler. Ancak sığır, koyu-keçi, kedi 
ve köpeklerde hastalığın rezervuar konakçıları 
arasında yer alırlar (7-10). 

Leptospira etkenleri, non-patojen (Leptospira 
biflexia) ve patojen (L. İnterrogans) olmak üzere iki 
suşa ayrılmaktadırlar. Non-patojen suşlar genellikle 
subklinik seyir göstermelerine rağmen, patojen 
suşlar; ateş, kusma, iştahsızlık ve zayıflık ile birlikte, 
hemoglobinüri, ikterus, infertilite, abort gibi klinik 
bulgulara ve ölümlere yol açabilirler (5,6,10,11).  

Hastalık etkenleri deride ki portantrelerden 
vücuda girerek kana karışır ve böbrekler başta olmak 
üzere karaciğer, akciğer, dalak, uterus, testis ve kas 
gibi doku ve organlara yerleşerek etkenin türüne 
bağlı olarak klinik belirtilerin oluşmasına sebep 
olurlar (6,9). Bazı doku ve organlarda histopatolojik 
olarak meydana gelen bulgular hastalığın tanısı 
açısından oldukça önemlidir. Bu bulgular böbreklerde 
tubül epitellerinde dejenerasyon ve nekroz, 
intersitisyel nefritis ile birlikte tubül lümenlerinde 
hiyalin silindirleri görülmesidir (12). Yine karaciğerde 
fokal nekrotik odaklar ile birlikte, remark 
kordonlarında bozulma ve mononükleer hücre 
infiltrasyonlarına rastlanılmaktadır (13). Hastalıktan 
etkilenen uterus dokusunda; uterus mukoza epitel 
hücrelerinde dejenerasyon ve nekroz, endometrium 
katmanında ise yoğun miktarda nötrofil lökosit hücre 

infiltrasyonları gözlenir (14). Testis ve epididimiste; 
orşitis ve balonopostitise sebep olduğu bildirilmiştir 
(15).  

Hastalığın tanısında; bakteriyolojik kültür ve  
aglütinasyon testleri yaygın olarak kullanılmaktadır. 
Ancak bu testlerin oldukça uzun zaman almasından 
dolayı rutinde kullanılması tercih edilmemektedir 
(16). Hastalığın tanısında moleküler (17) ve 
immunohistokimyasal yöntemler oldukça yaygın 
olarak kullanılmaktadır (12,13,18). Ülkemizde yapılan 
prevalans çalışmalarında köpeklerde serolojik olarak 
en düşük %4 (19), en yüksek %43.96 (20) oranında 
değerler bildirilmiştir. Köpek testis dokularında 
hastalığın varlığının araştırılmasında 
immunohistokimyasal yöntemler kullanılmamış 
olmasına rağmen, sığırlarda ve koyunlarda hastalığın 
tanısında immunohistokimyasal yöntemler ile 
yapılan çalışmalar bildirilmiştir (12,13). Bu 
çalışmalarda; abort sığır fötüslarında %24.24 (12), 
koyun abort fötüslarında ise %17 (13) oranında 
immunopozitiflik belirlenmiştir.  

Yapılan bu çalışmada, Erzurum ilinde bulunan 
sokak köpeklerinin testis dokuları leptospirozis 
hastalığının varlığı ve yaygınlığı yönünden incelenmiş, 
L. interrogans etkenlerinin dokuda yerleşim yerleri 
immunohistokimyasal yöntem ile belirlenmiştir. 

MATERYAL ve METOT  

Bu çalışma materyalini, Erzurum Büyükşehir 
Belediyesi Hayvan Barınağı, Atatürk Üniversitesi 
Veteriner Fakültesi Hayvan Hastanesi ve Erzurum 
ilinde faaliyet gösteren özel veteriner kliniklerinden 
toplanan 30 adet köpek testis doku örneği 
oluşturmuştur. Çalışma izni Atatürk Üniversitesi 
Rektörlüğü Veteriner Fakültesi Birim Etik Kurulu 
tarafından onaylanmıştır (Karar Sayısı: 2021/11). 

Histopatolojik İnceleme 

Kastrasyon yapılan köpeklerden makroskobik 
lezyon aranmaksızın sağlanan 30 adet testis 
örnekleri, histopatolojik ve immunohistokimyasal 

L 
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yöntemler için 48 saat %10’ luk tamponlu formalin 
solüsyonunda bekletildi. Rutin doku takibi 
işlemlerinin ardından, dokular parafin ile bloklandı ve 
her bloktan mikrotom cihazı (Leica RM 2255) ile 4 μm 
kalınlığında kesitler alındı. Bütün kesitler 
Hematoksilen-Eozin (H&E) boyası ile boyandı ve ışık 
mikroskobu altında incelendi. Mikroskobik bulguların 
resimleri alındı (Olympus BX52 ile DP72 kamera 
ataçmanı). Görülen histopatolojik lezyonlar yok (-), 
hafif (+), orta (++) ve şiddetli (+++) olarak 
değerlendirildi (12).  

İmmunohistokimyasal Boyama Yöntemi 

Alınan doku kesitleri ksilol ve alkol serilerinden 
5’er dk geçirildi. Kesitler distile suda 5 dk 
bekletildikten sonra hücre duvarlarında endojen 
peroksidaz enzimini inaktive etmek için %3’lük 
H2O2’de 10 dk bekletildi. Daha sonra dokularda 
bulunan antijeni açığa çıkarmak amacıyla %1’ lik 
antijen retrieval (sitrat buffer (pH+6.1) 100X) ile 2 kez 
kaynatma işlemi yapıldı ve dokular oda ısısında 
soğumaya bırakıldı. PBS ile yıkanan dokulara protein 
blok damlatılarak 5 dk bekletildi. Dokular üzerine 
primer antikor (L. interrogans. katolog no: P-Ab0006 
sulandırma oranı: 1/100, U-Protein Express BV) 
damlatılıp 370C’ de 1 saat bekletildi. Kromojen olarak 
DAB (3-3’ Diaminobenzidine) kromejeni kullanıldı. 
Boyama işleminin ardından bütün dokular ışık 
mikroskobunda incelenerek pozitif bulgu gösteren 
örnekler belirlendi ve resimleri çekildi (Olympus BX52 
ile DP72 kamera ataçmanı). Görülen 
immunpozitiflikler yok (-), hafif (+), orta (++) ve 
şiddetli (+++) olarak değerlendirildi (13). 

BULGULAR 

Histopatolojik Bulgular 

Testis dokularına ait örnekler histopatolojik olarak 
incelendiğinde, L. interrogans yönünden pozitif bulgu 
gösteren dokularda, organın serozasında fibröz 
kalınlaşma, intertubuler aralıklarda fibröz bağ doku 
proliferasyonu, intertubuler aralıklarda hafif düzeyde 
mononükleer hücre infiltrasyonu, tubulus 
duvarlarında incelme, spermatositlerde 

dejenerasyon ve nekroz görüldü. Tubulus 
lümenlerinde ise çok az sayıda spermatozoon 
gözlendi. L. interrogans yönünden pozitiflik 
göstermeyen testis dokularında, bir olguda 
tubuluslarda atrofi, intertubuler aralıklarda ödem, 
tubulus lümenlerinde çok az sayıda spermatozoon ve 
damarlarda şiddetli konjesyon belirlendi. 3 olguda 
testiste lokal tubulus hasarı ve tubulus epitellerinde 
dejenerasyon gözlenirken, 2 olguda sadece serozada 
kalınlaşma ve tubulus lümeninde spermatozoon 
sayısında azalma gözlendi (Şekil 1). 16 olguda ise 
patolojik bulgu gözlenmedi. Histopatolojik bulgular 
Tablo 1’de özetlendi. 

 
Şekil 1. Testis dokusu, normal histolojik görünüm (A), 
L. interrogans pozitif olgular (B,C,D). Serozada fibröz 
kalınlaşma (oklar), mononükleer hücre infiltrasyonu 
(yıldız), tubulus epitellerinde dejenerasyon 
(okbaşı)(B), intertubuler aralıklarda fibröz doku artışı 
(oklar), mononükleer hücre infiltrasyonu (yıldız), 
tubulus eptellerinde dejenerasyon (okbaşı)(C), 
intertubuler aralıklarda fibröz doku artışı (oklar), 
mononükleer hücre infiltrasyonu (yıldızlar), tubulus 
eptellerinde dejenerasyon (okbaşları)(D), H&E, Bar: 
50µm. 
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: 50µm. 
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Tablo 1. Testislere ait doku örneklerinin histopatolojik ve immunohistokimyasal bulgularının skorlanması. 
Table 1. Scoring of histopathological and immunohistochemical findings of tissue samples of testes. 

Protokol 
No 

İHK 
Boyanma 
Skoru 

Serozada 
Kalınlaşma 

İntertubuler ve 
İnterlobuler 
kalınlaşma 

Yangısal 
Reaksiyon 
Skoru 

Spermatosit 
Sayısında 
Azalma 

Tubul lümenlerinde 
spermatozoon 
sayısında 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 - - - - - - 

İmmunohistokimyasal Bulgular 

Çalışmada sokak köpeklerinden elde edilen 30 
adet testis dokusu örneğinin tamamı 
immunohistokimyasal yöntem ile boyandı ve 
incelendi. İnceleme sonucunda, 8 (%26.26) adet 
testis dokusu örneğinde L. interrogans 
immunpozitiflik saptandı. Pozitifliklerin 2 olguda 
şiddetli, 3 olguda orta düzeyde, 3 olguda ise hafif 
düzeyde olduğu görüldü.  

Testis örneklerinde ki immunpozitiflikler, tubül 

epitel hücreleri ve intersitisyel hücrelerin 

sitoplazmalarında gözlendi (Şekil 2). 

İmmunohistokimyasal bulgular Tablo 1’de özetlendi.  

 
Şekil 2. Testis dokusu, L. interrogans negatif (A), 
intersitisyel hücrelerin sitoplazmasında L. 
interrogans pozitiflikleri (oklar) (B), tubulus epitel 
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hücrelerin hücrelerin sitoplazmasında L. interrogans 
pozitiflikleri (okbaşları) (C), tubulus epitel ve 
intersitisyel hücrelerin sitoplazmasında L. 
interrogans pozitiflikleri (okbaşları) (D), IHC-P, Bar: 
50µm. 
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 epithelial cells 
(arrowheads) (C), L. interrogans positivity in the 
cytoplasm of tubular epithelial and interstitial cells 
positives (arrowheads) (D), IHC-P, Bar: 50µm. 

TARTIŞMA ve SONUÇ 

Leptospirozis, insanlarda ve hayvanlarda 
subklinik ya da çeşitli klinik semptomlar ile seyreden 
bir hastalıktır (1,7). Hastalık ile ilgili insanlar (21,22) 
ve hayvanlarda (2,12,13,23) birçok çalışma 
yapılmıştır. Bu çalışmaların birçoğu serolojik (20,24) 
çalışmalar olmasına rağmen immunohistokimyasal 
çalışmaların (12,13) az sayıda olduğu gözlenmiştir. 
Sağlanan testis doku örnekleri histopatolojik ve 
immunohistokimyasal yöntemler ile incelendi ve  
%26.26 oranında L. interrogans yönünden 
immunpozitiflik belirlendi. Araştırmanın yürütüldüğü 
Erzurum ilinde daha önce immunohistokimyasal 
yöntem ile yapılan çalışmada leptospirosis varlığına 
sığır aborte fötüslerde %24.24 (12), koyun aborte 
fötüslerinde %17 (13) oranında antijen varlığı 
saptanırken, yine aynı bölgede yapılan serolojik bir 
çalışmada ise %17.8 oranında seropozitiflik 
belirlenmiştir (24).   

Leptospira etkenlerinin testis dokusuna yerleşip 
spermatositlerde hasara neden olduğu ve buna bağlı 
olarakta döl verimini etkilediği bildirilmiştir (7,10,15). 
Yapılan bir çalışmada; leptospira ile enfekte köpek 
testis ve epididimis dokularında orşitis ve epididimitis 
ile birlikte penislerinde balonopostitise de sebep 
olduğu ortaya konulmuştur (15). Bu çalışmada 
literatür ile uyumlu olarak, leptospira antijen varlığı 
tespit edilen testis dokularının bazılarında orşitis 
bulgusunun meydana geldiği gözlenmiştir. Yine testis 
dokusunun seroza katmanında, intertubuler ve 

interlobüler bölgelerde fibröz bağ doku artışına bağlı 
olarak kalınlaşma meydana geldiği ortaya 
konulmuştur.  

Bu çalışmada da leptospira etkenleri ile enfekte 
olduğu tespit edilen testis dokularında histopatolojik 
olarak gözlenen spermatozoon sayısında azalma, 
spermatositlerde meydana gelen dejenerasyon ve 
nekroz bulgularının, döl veriminde meydana gelen 
azalmanın en önemli sebeplerinden olduğu 
düşünülmektedir.   

Leptospirozisin teşhisinde makroskobik ve 
mikroskobik aglütinasyon testi, ELISA, Polimeraz 
Zincir Reaksiyonu (PZR), levaditi boyama, 
immunohistokimya ve immunofloresan gibi birçok 
tanı yöntemi kullanılmaktadır (2,13,20,23,25). 
Köpeklerde hastalığın tanısında dünyada ve 
ülkemizde kan ve idrar gibi örneklerden yapılan 
serolojik (17,23) çalışmalar fazla olmasına rağmen, 
dokudan immunohistokimyasal (26,27) yöntemler ile 
yapılan çalışmaların sayısı oldukça sınırlı kalmıştır. 
Yapılan literatür taramalarında köpek testis 
dokularında leptospira etkenlerinin varlığının 
araştırılmasında immunohistokimyasal yöntemlerin 
kullanıldığı bir çalışmaya rastlanılmamıştır. 
Günümüzde birçok hastalığın tanısında olduğu gibi 
leptospirozisin üzerinde yapılan çalışmalarda da 
immunohistokimyasal yöntemlerin kullanıldığı rapor 
edilmiştir (12,13,28,29). Bu çalışmada 
immunohistokimyasal yöntemler ile elde edilen 
değerlerin araştırmanın yapıldığı bölgede daha önce 
diğer hayvan türlerinde yapılan çalışmalarda 
bildirilen prevalans değerleriyle benzer olduğu 
görülmüştür. Çalışma verileri Leptospira hastalığının 
teşhisinde immunohistokimyasal yöntemlerin duyarlı 
bir tanı yöntemi olduğunu göstermektedir.  

Sonuç olarak yapılan bu çalışma ile Erzurum 
ilinde sokak köpeklerinin testis dokularında 
leptospira antijenlerinin varlığı ve lokalizasyonları 
immunohistokimyasal yöntem ile belirlenmiştir. 
Daha önce farklı hayvan türlerinde yapılan 
çalışmalarda tespit edilen prevalans değerlerinin bu 
çalışma verilerine benzer oranlarda olduğu 
saptanmıştır. Zoonoz bir hastalık olan leptospirozisin 
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günümüzde diğer hayvan türlerinde olduğu gibi 
köpeklerde de yüksek oranlarda seyrettiği ve önemli 
bir sağlık problemi oluşturduğu görülmüştür. 
Özellikle ev ortamında bakılan köpeklerin maruz 
kalacağı leptospirozisin halk sağlığı açısından sorun 
oluşturabileceği dikkate alınmalı ve buna yönelik 
koruma ve kontrol tedbirleri uygulanmalıdır. 

Çıkar Çatışması 

Yazarlar, çıkar çatışması olmadığını beyan eder. 
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