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Ozet

Yapilan bu calismada plazmada nitrik oksit (NO), Tumor Nekrozis Faktor-o. (TNF-o) dizeyleri, adenozin deaminaz (ADA), gama glutamil transferaz
(GGT) aktiviteleri ve alfa naftil asetat esteraz (ANAE) yontemi ile lenfosit oranlar belirlenerek, sigir leptospirozunun immunpatogenezinin ve biyokimyasal
mekanizmalarinin arastinlmasi amaglanmistir. Kars civarindaki koylerde yetistirilen 20 bas leptospirozlu ve 20 bas saglkli danalarin vena jugularislerinden
heparinli tlplere kan 6rnekleri alindi ve histolojik analizler icin frotiler alindiktan sonra, 3.000 rpm'de 15 dak. santrifiij edilerek plazmalari elde edildi. Plazmada NO
duzeyi ile ADA aktivitesi kimyasal ydontemle, TNF-a dlzeyi ile GGT aktivitesi ticari test kitleri kullanilarak kolorimetrik yontemle analiz edildi. T/B lenfosit oranlari
ise perifer kan I6kositlerinde ANAE yontemiyle belirlendi. Leptospirozlu hayvanlarin plazma TNF-o ve NO diizeyleri kontrol grubuna gore sirasiyla P<0.001 ve
P<0.05, ADA ve GGT aktiviteleri P<0.05 duizeyinde ytiksek tespit edildi. ANAE pozitif (T) lenfosit orani ise %43 olarak belirlendi. Sonug olarak enfeksiyonun erken
asamasinda saptanabilen bir sitokin olan TNF-a. ve buna bagli olarak NO diizeylerinin belirgin bir sekilde yiikselmesi, ADA ve GGT aktivitelerinin artmasi ile B
lenfosit ylizdesinin fazla oldugunun tespitinden yola cikilarak, leptospirozun patogenezisinde bu parametrelerden yararlanilabilecegi dustiniilmektedir. Ayrica
dogal enfekte sigirlarda leptospirozun biyokimyasal mekanizmalan tizerine daha fazla calismalarin yapilmasi gerektigi séylenebilir.

Anahtar sozciikler: Leptospiroz, Dana, TNF-a, ADA, GGT, NO

Plasma Nitric Oxide (NO) and Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a)
Levels, Adenosine Deaminase (ADA), Gamma Glutamyl
Transferase (GGT) Activities and to Determine the Rate of
Lymphocytes in the Peripheral Blood Leukocytes Alpha Naphthyl
Acetate Esterase (ANAE) in Cattle with Leptospirosis

Summary

In this study, by determining in plasma the nitric oxide (NO), tumour necrosis factor-a (TNF-a) levels, adenosine deaminase (ADA), gamma glutamyl transferase
(GGT) activities and percentage of T lymphocytes with alpha naphthyl acetate esterase method (ANAE), it was aimed to investigate the immunopathogenesis and
biochemical mechanism of bovine leptospirosis. Blood samples of twenty healthy calves and twenty calves with leptospirosis which grown in the villages around
Kars were collected into heparinised tubes from jugular vein. After taking the blood smear, blood samples were centrifuged at 3.000 rpm for 15 min. Plasma NO
levels and ADA activities were determined with chemical method. TNF-o. levels and GGT activities were determined with commercial kits. T/B lymphocyte ratios
were determined at peripheral blood leukocytes with ANAE method. Plasma TNF-a. and NO levels, ADA and GGT activities in animals with leptospirosis were
found to be high P<0.001, P<0.05, P<0.05, P<0.05 respectively compared to healthy animals. ANAE positive T lymphocytes ratio were determined as 43%. As a
result, TNF-o as a cytokine can be determined in early stage of infection and, accordingly, significantly increased levels of NO, ADA and GGT activities and, on the
basis of the increased in the percentage of B lymphocytes, it is proposed to these parameters could be used for determining in explain the pathogenesis of the
disease. It is tought that, it must be done more studies on biochemical mechanism of leptospirosis besides native infected cattle.
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GiRiS

Leptospiroz, Leptospira cinsi spiroketlerin sebep oldugu
diinyaca yaygin bir zoonozdur. Hem endistriyel Glkelerde
hem de gelismekte olan Ulkelerde rastlanmaktadir. Enfekte
hayvanlarin idrariyla direkt temasla ya da kontamine
suyla indirekt temasla bulasir ™. Leptospira viicuda girdigi
zaman konakg¢inin hedef organlarina ulasir ve proksimal
renal tubul gibi immun sistemin cok daha az etkili oldugu
bolgelerde cogalir. Avirulent leptospiralar viicuda girdikten
birkag¢ saniye sonra retikuloendotelyal sistem hiicreleri
tarafindan hizla fagosite edilerek ortadan kaldirilir.
Virulent olanlar ise, fagositozisden kurtularak yasamaya
devam ederler ve hastaligin ilk haftalarinda kandan izole
edilebilirler 2. Adenozin Deaminaz (ADA)'nin en dnemli
fizyolojik roll lenfositlerin farklilasmasi ve cogalmasiyla
ilgilidir. ADA aktivitesi lenfositlerde eritrositlere oranla 10
kat daha fazla, T lenfositlerde ise B lenfositlere gore daha
yuksek oranlarda bulunmaktadir. T hicrelerinin fark-
lilagsmasi esnasinda oOzellikle olgunlasmamis ve farklilas-
mamis hiicrelerde belirgin artis olmaktadir B\ Leptospiroz
olgularinda ADA aktivitesinin belirlendigi calisma sayisi cok
azdir. Ancak ozellikle kan hicrelerinin ve damar duvarinin
hasarina, dolayisiyla hemolize sebep olan leptospirozda ADA
aktivitesinde degisim olmasi beklenmektedir. Plazma gama
glutamil transpeptidaz (GGT; EC 2.3.2.2) aktivitesi safra
kesesi tikanikligina bagh karaciger hasarinin oldugu kadar
hiicre immunitesinin de belirteclerinden biridir .

Nitrik oksit (NO) renksiz, kucik molekuilli, yagda
¢6zlinen, yari dmri oldukga kisa olan ve hiicre zarlarindan
kolaylikla gecebilen reaksiyon yetenegi oldukca yuksek
olan toksik etkili nérotransmitter bir maddedir . immun
sistemde sitokinler (IL-1, TNF, IFN-y) ve endotoksinler
tarafindan olusturulan uyarilar sonucu birka¢ saat iceri-
sinde baslayan ve glinler boyu siiren nanomol diizeyde
NO sentezi gerceklestirilmektedir ©. Tumor nekrosis fak-
tor-alfa (TNF-av), yangi, hiicre yasaminin devami ve hiicre
Olimd sureglerinde yer alan énemli bir sitokindir. Bu mole-
kdl makrofajlarin farliklasmasini ve uyarilabilir nitrik oksit
sentetazi (iINOS) aktive ederek NO Uretimini arttirabilmek-
tedir 7. iNOS normalde hicre icinde yapisal olarak
sentezlenmez, uygun bir immun uyari araciligi ile sentezi
baslar. Diger NO sentetaz izoformlarindan farkli olarak
ortamda bulundugu siirece NO sentezler. Sitotoksik ve
zararh etkilere karsi iNOS tarafindan sentezlenen NO
miktar yiiksektir. Ozellikle bakteri, interferon-g veya yiik-
sek miktarda lipopolisakkarit uyarilari ile makrofajlar ta-
rafindan asiri miktarda tretilen NO'un, bakteri, parazit ve
timor gibi yabanci hiicrelerde sitostatik veya sitotoksik etki
meydana getirdigi gosterilmistir . Sigir babesiozisinde
yapilan bir calismada parazit tarafindan uyarilan makro-
fajlarin TNF-o. diizeylerini ve bu molekilin de NO salini-
mini arttirdidi, NO' in sitotoksik etkisi nedeniyle bu meka-
nizmalarin konakgi organizmanin parazite karsi gelistirdigi
savunma mekanizmasi sonucu meydana geldigi ileri
strtilmektedir @,

Biyokimyasal parametrelerin histolojik olarak destelen-
mesi amaciyla incelenecek olan alfa naftil asetat esteraz
(ANAE) lizozomal bir enzimdir ¥\, Pratikte, gerek dokularda
ve gerekse de perifer kan frotilerinde T-lenfosit, B-lenfosit ve
monositlerin birbirinden ayirt edilmesinde yararlanilan
bu enzimin T-lenfosit olgunlasmasinin ilk asamalarinda
kazanildigi bildirilmistir "%. Nonspesifik esterazlardan olan
ANAE'nin T lenfositlerde bulundugu, B lenfositlerde
bulunmadigi belirtilmektedir ..

Yapilan bu calismada plazmada NO, TNF-o. dizeyleri,
ADA, GGT aktiviteleri ve ANAE yontemi ile lenfosit oranlari
belirlenerek, sigir leptospirozunun immunpatogenezinin
ve biyokimyasal mekanizmalarinin arastiriimasi amacg-
lanmistir.

MATERYAL ve METOT

Hayvan Materyali ve Numunelerin Toplanmasi

Kars civarindaki kdylerde yetistirilen ve klinik belirti-
lerden yola cikilarak toplanan idrar numunelerinde karanlk
saha taramasiyla belirlenen leptospirozlu (20 bas) ve
klinik olarak saglikl (20 bas) dana hayvan materyali olarak
kullanildi. Danalarin vena jugularislerinden heparinli tiip-
lere kan ornekleri alindi. Histolojik analizler icin frotiler
alindiktan sonra, 3.000 rpom'de 15 dak. santriflij edilerek
elde edilen plazmalar biyokimyasal analizler yapilincaya
kadar -20°C'de (derin dondurucu) saklandi.

Biyokimyasal Analizler

Plazmada ADA aktivitesi Giusti ve Galanti'nin ™ bildir-
digi yonteme gore yapildi. Bu yontemde substrat olarak
kullanilan adenozin, numune ile 37°C'de 1 saat inkiibe
edildiginde amonyak meydana gelmekte, olusan amonyak
da alkali ortamda sodyum hipoklorit ve fenol ile kuvvetli
olarak mavi renkli indofenol olusturmaktadir. Amonyak
derisimi indofenoliin absorbansiyla dogru orantili olup,
sodyum nitroprussid katalizor etkisi gostermektedir.

Nitrik oksit dizeyleri, Miranda ve ark./nin 2 bildir-
dikleri yontemle tayin edildi. Bu ydntemde nitrat,
vanadyum (lll) klorir ile nitrite dondstirdlar. Nitritle
stlfanilamidin asidik ortamda N-(1-Naftil) etilendiamin
dihidrokloriir ile reaksiyonu sonucu kompleks diazonyum
bilesigi olusur. Olusan bu renkli kompleksin absorbansi 540
nm'de o6lcildl. Standart grafiginden yararlanilarak NO
dizeyleri tespit edildi.

TNF-a (R&D Systems; Bovine TNF-alpha DuoSet, 15
Plate) ve GGT (DDS; Diasis Diagnostic System, Holzheim,
Germany) dizeyleri ticari test kitleri kullanilarak tayin
edildi. TNF-a test kiti antikor kaplanmamis olarak alindi ve
mikro-plaklar 6lciimden 6nce antikorla kaplandi.

ANAE Yontemi ile T/B Lenfosit Oranlarinin Bulunmasi

Leptospirozlu ve saglikli sigirlardan alinan heparinize
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kan 6rneklerinden frotiler hazirlanarak oda isisinda kuru-
tuldu. Gluteraldehid-aseton tespit sivisinda -10°C'de 3 dak.
tespit edilip, distile suda yikandiktan sonra oda Isisinda
kurumaya birakildi. ANAE enzim aktivitesinin belirlenmesi
icin, 0.067 M fosfat tamponunun (pH 5.0) 40 ml'sine
2.4 ml hekzazotize edilen pararozanilin (Sigma P3750)
¢ozeltisi ve 0.4 ml asetonda ¢dzlilen 10 mg alpha napthyl
acetate (Sigma N8505) eklenerek hazirlanan inkibasyon
cozeltisi kullanildi 1'%, inkubasyon ¢ozeltileri 2N NaOH ile
pH 5.8% ayarlandi. Uc saatlik inkubasyonu takiben metilen
mavisi ile 10 dak. ¢ekirdek boyasi yapildi. Isik mikroskopta
(Olympus BX51, JAPAN) her frotide 3 degisik alanda toplam
300 lenfosit sayilarak ANAE porzitif lenfosit orani belirlendi
(10x40 blyltme).

istatistik Analizler

istatistiksel analizler SPSS Windows 16.0 paket programi
ile yapildi. Gruplar arasi (saglikh Grup | ile leptospirozlu
hayvanlardan olusan Grup II) énemliligin belirlenme-
sinde tek yonll varyans analizi (ANOVA) uygulandi U3,
Tum veriler ortalamazstandart hata (x+Sx) olarak goste-
rildi ve P<0.05 degeri istatistik olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Klinik Bulgular

Yiksek viicut sicakligina sahip leptospirozlu olgularda
anoreksi, eksitasyon, ishal, anemi, ikterohemoglobindri,
konjuktiva ve mukoza membranlarda sarilik ve koyu
kirmizi idrar gorildi. Klinik belirtiler leptospiroz enfek-
siyonu icin belirleyiciydi.

Mikrobiyolojik Bulgular

Klinik olarak stipheli olgularin idrarlarinda karanhk

saha mikroskopisi ile incelerek spiroketlerin varligi
tespit edildi.

Biyokimyasal Bulgular

Klinik olarak saglikli ve leptospirozlu danalarin plazma
TNF-o. ve NO diizeyleri ile GGT ve ADA aktiviteleri Tablo T'de
verildi.

Leptospirozlu danalarin plazma TNF-o dlzeyleri
saglikhlara gore P<0.001, diger parametreler ise P<0.05
diizeyinde yuksek bulundu.

Histolojik Bulgular

ANAE porzitif lenfositlerin cogunda 1-2 adet kirmizi-
kahverengi graniller goruldi (Sekil 1 ve Sekil 2). Graniil-
lerin gorildugld htcreler T, granillerin gorilmedigi
hiicreler B lenfosit olarak belirlendi. Saglikli sigirlarin
perifer kaninda ANAE pozitif (T) lenfosit orani %61, lepto-
spirozlu sigirlarin ANAE pozitif (T) lenfosit orani ise %43
olarak belirlendi.

Tablo 1. Klinik olarak saglikli ve Leptospirozlu hayvanlarda biyokimyasal
parametrelerin ortalama ve standart hatalari (XxSEM)

Table 1. Mean and standart errors of biochemical parameters in clinically
healthy and animals with Leptospirosis

paameve | S| Lo |
TNF-a (pg/ml) 408.72+53.08 3098.66+300.92" 0.001
NO (nmol/L) 8.15+0.72 12.85+1.32" 0.05
GGT (U/L) 12.10+0.64 25.48+4.08" 0.05
ADA (U/L) 5.94+0.80 17.99+5.4 0.05
‘Ayni satirdaki degerler arasindaki fark 6nemlidir (P<0.001 ve P<0.05)

v

Sekil 1. Leptospirozlu sigir. Ok: ANAE pozitif (T)

lenfosit, ANAE, (bar: 20 um)

Fig 1. Bovine with leptospirosis. Arrow: ANAE Positive

(T) lymphocyte, ANAE, (bar: 20 pm)
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Sekil 2. Leptospirozlu sigir. Oklar: ANAE pozitif (T)
lenfosit, ANAE, (bar: 20 um)

Fig 2. Bovine with leptospirosis. Arrow: ANAE positive
(T) lymphocyte, ANAE, (bar: 20 um)

TARTISMA ve SONUC

Leptospiroz ates, bobrek ve karaciger yetmezligi ile
pulmoner belirtiler ve reprodiktif basarisizlikla karak-
terize, insan ve baslhca kopek, sigir, domuz gibi evcil
hayvanlarin sistemik bir hastaligidir. Klinik belirtiler hayvan
tlrleri arasinda oldukea cesitlilik gosterir. Sigir ve domuz-
larda hastaligin belirtileri reprodiiktif yetmezlik, abort, 6li
dogum, fétal mumyalasma, zayif buzagi dogumu ve laktas-
yonun kesilmesidir . Bu ¢alismada leptospirozlu sigirlarda
tespit edilen klinik bulgular diger calismalardakiyle >
benzerlik gostermektedir. Calismadaki klinik belirtiler,
mikrobiyolojik olarak idrarda spiroketlerin karanlik saha
taramasiyla " desteklendi.

Leptospira sitoplazmik membran ve peptidoglikan
hiicre duvarindan olusan tipik ¢ift membranli yapiya sahip
bir bakteridir. Dis membranda yer alan lipopolisakkaritler
bakterinin temel antijenik etkisinden sorumludur . Bu
bakteriyel lipopolisakkaritler |6kositleri aktive eder ve
bdylece TNF-a. gibi pro-inflamatuar sitokinlerin salinimina
sebep olur "8, TNF-a, makrofajlar ve diger proinflamatuar
hiicrelerin aktivasyonunu takiben kanda en erken saptanan
sitokinlerden birisidir ', Yapilan bu calismada TNF-a
dizeyleri saglikh gruba goére dogal olarak enfekte
leptospirozlu hayvanlarda dnemli derecede yiksek tespit
edildi. Bir¢ok calismada 2°2" TNF-a'nin laboratuvar hayvan-
larinda deneysel olusturulan leptospirozda arttiginin
ortaya konulmasina ragmen, dogal olarak enfekte sigir
leptospirozunda TNF- ile ilgili bir calismaya rastlanilamadi.
Leptospirozun tirlere gore cesitliligi ve belirtilerinin her
turde farkli seyretmesi nedeniyle sunulan bu calismada ilk
defa bu sitokinin diizeylerinin belirlenmesi 6nemlidir.

Sitokinler iINOS'u uyararak NO Uretimine sebep olur.
Bu calismada leptospirozlu grupta tespit edilen yuk-

sek NO duzeyleri diger calismalarla 5?2 benzerlik gos-
termektedir. Proinflamatuar veya antiinflamatuar etkile-
riyle akut ve kronik yangida 6nemli bir role sahip olan
NO oldukca reaktif bir molekuldiir ve peroksinitrit olu-
sumu yoluyla oksidan etki gosterir. Bu oksidan 6zelligi
nedeniyle bakterilere karsi sitotoksiktir ve savunma sis-
teminin bir parcasi olarak gorev yapar ?2. Yangisal has-
taliklarda savunma sisteminin normal kapasitenin Ustiine
¢tkmasi hastaligin seyrinin kotilesmesine de yol aca-
bilmektedir. Ornegin, artritisli hastalarda yapilan calis-
malarda 2324 iNOS inhibitorlerinin strekli bir sekilde
verilmesi hastahidin kilinik belirtilerini azaltmis veya
durdurmustur. Bu nedenle hastaligin tedavisinde Non
steroidal antiinflamatuar ilaglarin yaninda iNOS inhibitor-
lerinin de verilmesi iyilesmeyi hizlandirabilir.

Nonspesifik esterazlardan olan ANAE enziminin T
lenfositlerde bulundugu fakat B lenfositlerde bulunmadigi
bildiriimektedir "9, T lenfositler ve B lenfositler saglkli
canhnin perifer kaninda belirli oranlarda bulunurken, baz
proliferatif hastaliklarda bu oranlarda énemli degisiklikler
gorilmektedir . Lenfosit sistemine ait diizensizliklerde ©9,
sistemik lupus eritamatozis gibi bag doku hastaliklarinda
ve ayni zamanda lenfositik ve monositik [6semiler gibi
bazi proliferatif hastaliklarda da ©?” basit sitomorfolojik bir
metot olan “ANAE demonstrasyonu” metodundan yararla-
nilmaktadir. Leptospirozun patogenezinde erken ve
ilerlemis olmak Uizere 2 safha vardir. Erken safhada humoral
immunite s6z konusu iken, ilerlemis safhada ise hiicresel
immunite s6z konusudur 28, Yapilan bu calismada, saglkli
hayvanlarin T lenfosit oranlar %61 iken, leptospirozlularin
%43 olarak belirlenmistir. Bu oranlar, leptospirozda T
lenfosit orani azalirken, B lenfosit oraninin arttigini yani
humoral immunitenin baskin oldugunu gostermektedir.
Lokositlerin farkli tiplerinin miktarlarinin flow sitometri
yontemiyle sayildigi baska bir calismada & da bulgularimiza
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benzer olarak toplam T lenfosit, T-helper, T baskilayici
ve T-helper/T baskilayici indeksi sayisinda azalma tes-
pit edildigi, bunun yaninda aktif T lenfosit sayisinda,
dogal oldirictu (NK) htcrelerinin alt tlrlerinde ve B
lenfosit sayisinda ise artis oldugu bildirilmistir. immun
sistemle ilgili biyokimyasal parametreler olan ADA ve
GGT aktiviteri de leptospirozlu hayvanlarda saglikhlara
gore yuksek tespit edildi. ADA aktivitesi tim hicre
tiplerinde bulunmakla birlikte, lenfoid dokular, timus ve
periferal lenfositlerde daha fazladir. Bu enzim, lenfosit
fonksiyonu ve T lenfositlerinin normal biytme, farkli-
lasma ve c¢ogalmasi icin esansiyeldir Bl GGT o&zellikle
bellek T hicreleri olmak Uzere T hicrelerinin aktivas-
yonunda artmaktadir . Calismamizda ADA aktivitesi
leptospirozlu hayvanlarda yiiksek diizeyde tespit edilir-
ken, Tonin ve ark!nin 2% ratlarda olusturduklari deney-
sel leptospiroz modelinde ise hem erken hem de
gec donemde disik tespit edilmistir. Dogal enfekte
sigirlarda ise ADA ve GGT aktivitesinin olculdigu herhangi
bir calismaya rastlanilamamistir.

Sonug olarak, enfeksiyonun erken asamasinda sapta-
nabilen bir sitokin olan TNF-a ve buna bagli olarak
NO dizeylerinin belirgin bir sekilde ylkselmesi, ADA
ve GGT aktivitelerinin artmasi ile B lenfosit ylizdesinin
fazla oldugunun tespitinden yola cikilarak, leptospiroz
patogenezisinde bu parametrelerden yararlanilabilecegi
distnilmektedir. Ayrica 6zellikle dogal enfekte sigirlarda
biyokimyasal mekanizmalar (izerine daha fazla calismalarin
yapilmasi gerektigi sdylenebilir.
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