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Arastirma Makalesi

Kopek Viseral Leishmaniozis’inde Bobrek Lezyonlarinin Patogenezisinde IgG ve Komplement-3
Birikimlerinin Rolii

Fazilet Canset Ozden, Nihat Toplu

Aydin Adnan Menders Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali, Isikl, Aydin, Tiirkiye

Ozbilgi/Amag: Kanin Viseral Leishmaniozis (KVL) zoonoz karakterde protozoal bir enfeksiyon olup, evcil ve yabani karnivorlarda
lenfadenitis, osteomyelitis, hepatitis, dermatitis ve nefritis ile seyretmektedir.

Materyal ve Metot:Bu calisma ile KVL'de bobrek hasarinin olasi immunpatolojik mekanizmlarinin aydinlatiimasi amaglanmistir.
Arastirmada, Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dal’nda 2002-2015 yillari arasinda rutin ince-
lemeye girmis ve histopatolojik/immunohistokimyasal olarak KVL tanisi konulmus kdpek olgularinin bébrekleri incelenmistir. Bu
amagla, olgularin bobrek dokusundaki histopatolojik lezyonlar tanimlanarak enfekte kopeklerin bobrek dokularinda Leishmania
amastigot antijeni, IgG ve komplement-3 (C3) birikimleri immunohistokimyasal olarak belirlenmistir.

Sonug: Bbbrek glomerulus bazal membranlarinda ve tubulus bazal mebranlarinda IgG ve C3 birikimlerini gosteren immun po-
zitif reaksiyonlar saptandi. Sonug olarak, bu galisma ile KVLli bobreklerde IgG ve C3 birikimleri ¢cok sayida olguda gorilmekle
birlikte, bazi olgularda zayif olarak kaydedilmistir. Bu veriler bobrek lezyonlarin patogenezsisinde 1gG ve C3 birikimleri yaninda
farkl immunpatolojik mekanizmalarin da rol oynayabilecegi diisindirmstiir.

Anahtar Kelimeler: Leishmaniozis, Ig G, Komplement 3, histokimya, immunohistokimya.

The Role of the Deposits of IgG and Complement-3 in the Pathogenesis of Kidney Lesions In
Canine Visceral Leishmaniosis

Background/Aim: Canine Visceral Leishmaniozis (KVL) is a protozoal infection with zoonotic character which processes with lym-
phadenitis, osteomyelitis, hepatitis, dermatitis and nephritis in domestic and wild carnivores. This study aimed to illuminate the
possible immunopathologic mechanisms of renal damage in KVL.

Materials and Methods: In this study, the kidneys of dogs cases diagnosed as KVL histopathologically / immunohistochemically
were examined at Adnan Menderes University Faculty of Veterinary Medicine Department of Pathology between 2002 and 2015.
For this purpose, Leishmania amastigot antigen, IgG and Complement-3 (C3) deposits were specified immunohistochemically in
the kidney tissues of infected dogs by determining histopathological lesions in kidney tissue of the cases.

Conclusion: Immunohistochemically, amastigote positive reactions were obtained in lymphocyte and kidney interstitium in mac-
rophage cytoplasm. In addition to this, IgG positive reactions deposited in the kidney glomerulus basal membranes revealed C3
positive reactions deposited in the kidney glomerulus basal membranes and tubulus basal membranes. As a result, this study
revealed that IgG and C3 immunohistochemical expressions are intense and severe compared to control group of animals in the
form of immunocomplex deposits of infected dogs in kidney tissue, suggesting that KVL is mediated by immunocomplexes of the
pathogenesis of renal lesions.
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Giris

Leishmaniozis, Leishmania cinsi parazitler tarafindan meydana
gelen ve eroziv-llseratif karakterde dermatit, lenfadenopati,
anemi, hepatosplenomegali ve epistaksis bulgularini iginde ba-

rindiran zoonotik ve antroponotik 6limcdl bir hastaliktir (Pu-
marola ve ark, 1991; Salman ve ark, 1999; Rallis ve ark, 2005).

Hastalikta etkilenme yiizdelerinde en biiylk oran kdpekler, in-
sanlar, kediler ve rodentlerdir (Pugliese ve ark, 2006). Daha az
oranda atlarin, tilkilerin, kurtlarin da etkilendigini bildiren vaka-
lar mevcuttur. Toplu ve ark (2007) bir fokta parapoxvirus enfek-
siyonu ile birlikte viseral leishmaniozisi bildirmiglerdir.

Huicre igi bir parazit olup kamgil bir yapiya sahip olan Leishma-
nia paraziti insana kan emici Lutzomyia ve Phlebotomus cinsi
sineklerle bulagmaktadir. Leishmaniozis kdpeklerde gosterdigi
klinik-patolojik semptomlar insan vakalarina ¢ok benzerlik
gosterir (Ciaramella ve ark, 1997). Leishmania retikiloendotel-
yal sistem dedigimiz karaciger, dalak, kemik iligi ve lenf nodlari-
na yerlesir ve gogalir (Rioux ve ark, 1990; Barrouin-Melo ve ark,
2006). Leishmanianin toplam 2 formu vardir. Son konak yani
insan, kopek gibi canlilarda gorilen amastigot formu ve biyo-
lojik vektorii olan Lutzomyia veya Phlebotomus cinsi sinekler-
de olan promastigot formudur (Ozderem, 1992; Ozbel ve ark,
2000). Deriye inokiile olan parazit retikiiloendotelyal sistem-
deki histiositlere amastigot formda girer. Hicre icinde bulunan
amastigotlar konak hiicrenin 6limiyle yayihmina devam eder
(Reis ve ark, 2006b).

Leishmania cinsine bagli patojenler Eski Diinya (Asya, Afrika,
Avrupa) ve Yeni Diinya (Kuzey, Giiney, Orta Amerika) gibi cog-
rafik dagilimlara gore 2 6nemli cinse ayrilmaktadir (Tablo 1).
Eski Diinya ve Yeni Diinya’da viseral leishmaniozisin ve kutanoz
leishmaniozise neden olan parazit alt tipi degismektedir. (Eski
Diinyada’da L.infantum ve L. donovani- Yeni Diinya’da L. chaga-
si visseral leishmaniozisin en sik etkenidir. Kutanoz Leishmania-
nin Eski Diinya’da L. Tropica, Yeni Diinya’da ise L. braziliensis ve
L. Mexicana en sik kaydedilen serovarlaridir.

Amastigot ve promastigot formlar arasinda bazi farklar
bulunmaktadir. Giemsa boyamada amastigot form 2-4 mm
blylkluginde yuvarlak bir sekildedir. Sitoplazma soluk mavi
renkteyken gekirdek ve graniillere koyu kirmizi renk hakimdir.
Amastigot formu kamgisi olmadigindan dolayi hareketsizdir.
Promastigot formu ise amastigot formuna gore daha biylk
olup yaklasik 14-28mm boyunda 2-4mm enindedir. Promasti-
got formun silindir veya ig gibi sekillerde hareketli tek kamgisi
bulunur. Amastigot ve promastigot arasinda farkliliklar bulun-
masina ragmen doku 6rneklerinde morfolojik 6zelliklerine gére
ayirt edilemez. Doku &rneklerinde birbirlerinden ayrimlarini
saglamak icin izoenzimler, antijenler ve nikleik asit bilesimleri
gibi spesifik belirteglere bakmak gerekmektedir (Shaw, 1994;
Solano-Gallego ve ark,2004).

Dogal kosullarda, kan emici sinekler az sayida (100-1000 adet)
promastigot tasirlar ve bu miktar da duyarl konakgida hastalik
olusturmak igin yeterlidir (Deplazes ve ark, 1995). Parazitlerin
¢ogu, komplement faktorleri tarafindan yok edilirler, fakat bazi-
lari degisik yollar kullanarak canliigini strdirdrler (Killick-Kend-
rick ve ark, 1994). Canh kalan promastigotlar hizl bir bicimde
monosit/makrofaj hiicrelerine baglanirlar. Canli kalan promas-
tigotlar hizli bir bicimde monosit/makrofaj hiicrelerine bagla-
nirlar (Campino ve ark, 2000). Komplement sistem bilesenlerini
etkenlerin plasma membranina baglayan en énemli baglanma
reseptorleri Tip | (CR1,CD 35 ) ve Tip I (CR3,CD 11b/CD 18)
olarak bilinen komplement sistem reseptdorleridir (Fondevila ve
ark, 1997; Fernandez-Perez ve ark, 2003). Bu baglanmayi taki-

ben makrofajlarin fagositozu yoluyla parazitlerin sitoplazmaya
alinmasi izler. Fagolizozomlar igerisinde pH’nin ani bir sekilde
5’e dlusmesiyle birlikte promastigotlar hareketsiz amastigot
formlarina dénusurler. Buna ilaveten, etkene ait ylizey antijeni
olan Gp 63 (promastigot ylizey proteazi)’lin proteolitik aktivi-
tesi fagolizozom igerisindeki amastigotlarin canhhklarini devam
etmesini saglar (Campino ve ark., 2000). Parazitlerin, deri igine
inokulasyonu lokal bir yangisal yanita neden olur (Chang ve ark,
2003). Baslangigta, reaksiyonda hakim hucreler nétrofil ve eozi-
nofil I6kositlerdir. Bunu takiben bu alana dogru yogun makrofaj
infiltrasyonu gorular. Ayrica, bu donemlerde dogal katil hiicre-
ler (Natural Killer,NK) de dikkati geker. Hastalik ilerledikge lenfo-
sitler de reaksiyona katilirlar ve yangi grantilomatoz bir hal alir
(Gonzalez ve ark, 1988; Tafuri ve ark, 2001; Lima ve ark, 2004).

Hastaligin kritik safhasi deriden yayilimdir. Direngsiz olgularda,
etkenler birkag saat icerisinde hizla lenf yumrularina, dalaga ve
kemik iligine ulasirlar (Fondevila ve ark, 1997). Direncli olgu-
larda ise, deride sinirh kalirlar ya da lezyona yakin lenf yumru-
larina tasinirlar (Murray ve ark, 1997). Hastaligin savunma me-
kanizmasinda asil rol oynayan NK hicreleridir ve bu hicreler
Interleukin-12 ve parazit antijenleriyle uyariimalarinin hemen
ardindan IFN-y (interferon- y) salgilarlar. IFN-y da, makrofajlar-
da nitrik oksit sentataz’in potansiyel uyaricisidir (Murray, 1997;
Killick —Kendrick, 2002).

Konakg! tarafindan Leishmania etkenlerine karsi koruyucu im-
mun yanitin sekillenmesi karmasik bir stireci gerektirir. Bu siireg
zarfinda, antijen sunan hicreler uygun antijenleri sunarlar, CD4
+ Th 1 lenfosit sayisi artar ve parazitlerin etkin bir sekilde yok
edilmesi igcin makrofajlar aktive edilirler. Makrofajlar, dendritik
hiicreler ve Langerhans hiicreleri Leishmaniozis’de antijen su-
nan belli bagh hiicrelerdir (Killick —Kendrick ve ark, 2002; Fer-
nandez-Perez ve ark,2003).

Organizma antijenle ilk karsilastiklarinda salinan sitokinler
aracihigr ile immun yanittaki T hiicre tipi (Th 1 veya Th 2) tanim-
lanir. Bu yonden bakildiginda leishmania etkenlerine duyarhhk-
ta en onemli sitokin IL-4’dlir (Chang ve ark, 2003; Fernan-
dez-Perez ve ark, 2003). Leishmaniozis’e duyarlilikta en 6nemli
gosterge, IL-4 Uretiminin erken dénemde yikselmesi ve daha
sonralari IL-12’'nin uyarilmasidir. IL-12 bir reseptor komplek-
sine ( IL-12 RB1 ve IL-12 RB2 ) baglanir ve IL-4 , IL-12 reseptor
salinimini diizenler (Reed ve Scott, 1993).

Leishmania enfeksiyonunda duyarliigt ya da direncin
gelismesindeki en belirleyici unsur, enfeksiyonu izleyen 48
saatten kisa bir siire sonra CD4 T hiicrelerinin IL-12’ye karsi
duyarh kahp kalmamasi olarak degerlendirilir (Deplazes ve ark,
1995). Ayrica, IL-12 reseptorlerinin salgilanmasinin sirekliligi
de diger onemli faktordir. IL-12, NK aktivitesini ve IFN-y ak-
tivasyonunun uyarilmasini kontrol ederek, hastaligin seyrinde
¢ok onemli bir géreve sahip oldugu vurgulanmaktadir (Murray,
1997).

Duyarli kopeklerde, klinik bulgular ile lezyonlarin ortaya
cikmasi enfeksiyonu izleyen 3 ay ile 7 yil arasinda degistigi
gozlemlenmektedir. Lenfoid organlarda T-lenfosit bolgelerinin
tikendigi, B hiicre bdlgelerinin de prolifere oldugu saptan-
migtir.  Ayni zamanda, generalize lenfadenomegali ve bazen
hepatosplenomegaliyle sonlanan histiyosit ve makrofaj pro-
liferasyonu da dikkati gekmektedir. Buna ilaveten, hastaligin
klinik bulgulari dolagimdaki az sayida CD4+ T lenfositlerle de
baglantili oldugu belirtiimektedir (Killick-Kendrick, 2002; Chang
ve ark, 2003).

Zayiflamig T-hiicre regulasyonuyla birlikte asiri derecede
yukselen B-hiicre aktivitesi ¢gok miktarda CIC (sirklle immin
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kompleks) olusumuna yol agar. CIC’in kan damar duvarlarinda
birikimi vaskdlitis, poliartritis, Gveitis ve glomerulonefritis’e ne-
den olabilir. Ayrica, eritrositlere, trombositlere ve nikleer pro-
teinlere karsi otoantikor tGretimin oldugu da bildirilmistir (Fer-
rer ve ark, 1991; Lopez ve ark, 1998; Gongalves ve ark, 2003).

KVLli olgularda bobreklerde; fokal nonpurulent interstisyel
nefritisten kronik nefritise kadar giden lezyonlar ile karsilasilir
(Duarte ve ark, 1983; Dutra ve ark, 1985; Killick-Kendrick ve ark,
1994). Ayrica, hiperproteinemi ve antijen-antikor reaksiyonlari-
na (immunopatolojik mekanizmalar) bagli, baslangicta mem-
branéz ya da membranoproliferatif, daha sonralari ise kronik
glomerulonefritise giden lezyonlar sekillenebilmektedir (Nieto
ve ark, 1992; Poli ve ark, 1991; Lopez ve ark,1998). Kronik ol-
gularda, sekonder glomeriler amyloidosis de gelisebilmektedir
(Valliere ve ark, 2009; Daher ve ark, 2013).

Leishmania’da gozlenen bobrek lezyonlari fokal segmental glo-
meriloskleroz, diffiz mezengial proliferatif glomeriloskleroz,
diffiz membranoproliferatif glomerulonefritis, kresentik glo-
merulonefritis ve kronik glomerilonefritis (Poli ve ark, 1991;
Van Alderwegen ve ark,1997) olarak tanimlanmistir.

Yukarida tanimlandigi Gzere Leishmania bobrek lizerinde ¢ok
degisik patolojik bulgular ve mikroskobik gorintilere sebep
olabilmektedir. Leishmania, bobrek tizerine etkisini kendi anti-
jenleri ile gosterdigi gibi TNF-alfa ve sitokinler, CD4 ve CD8 T
hicreleri, ICAM-1 adi verilen adezyon molekilleri aracigiliyla
da gostermektedir (Van Alderwegen ve ark, 1997; Costa ve ark,
2010).

Van Alderwegen ve ark (1997) yaptiklari galismada; KVL'li 6 ko-
pekten 1’inde higbir bobrek lezyonu goriilmez iken 5 tanesinde
glomerdler, interstisyel ve tiibller degisiklikler gézlenmistir.
Bobrekte lezyonlar fokal segmental glomeriloskleroz, diffiiz
membranoproliferatif glomerulonefrit, diffuz mezengial proli-
feratif glomerulonefrit ve kresentik glomerulonefrit olarak ta-
nimlanmistir. Glomerdllerdeki ve interstisyumdaki yangisal in-
filtratta CD4 yardimci T lenfosit ve CD8 sitotoksik T lenfositlerin
varligi belirlenmistir. CD8 T hiicreleri sadece bir hayvanin hem
glomeril hem de intertisyel araliginda gortlmustir. CD4 T hiic-
releri gesitli glomerulonefrtitis olgularinda gorilebilirken, CD8
T hiicreleri sadece kresentrik glomerilonefritiste saptanmistir.
CD4 T hiicrelerinin CD8 T hiicrelerine gore bobrek hasarinda
daha fazla rol aldigi gériilmektedir. CD4 T hiicreleri bobrek ha-
sarina gecikmis tip hipersensitive reaksiyonlari, sitolitik reaksi-
yonlar, major doku uyumu kompleks molekiillerinin anormal
artisi veya B hiicrelerinin aktivasyonu ile iliskili immunpatolojik
mekanizmalari yonettigi disinilmektedir (Van Alderwegen ve
ark, 1997; Costa ve ark., 2000; Costa ve ark., 2003).

Francisco Al Costa ve arkadaslarinin (2010) yaptigi calismada,
KVL1i 26 kopegin bobreklerinde immunglobulin ve kompleman
C3 birikimlerini immunohistokimyasal olarak gostermisler ve
enfekte olmayan képekler ile kiyaslamasini géstermislerdir. im-
munglobulin (IgG, 1gM, 1gA) ve C3b depositlerinin glomeriler
kapiller duvarda gosterilmis, ancak istatiksel olarak enfekte ol-
mayan kdpekler ile anlamli bir fark gézlenmemistir.

Materyal ve Metot

Calisma materyali, 2000-2010 yillari arasinda Aydin, Mugla
ve izmir illerinden 8lim nedeninin arastirilmasi icin patoloji
anabilim dalina getirilen toplam 13 kopekten (7 erkek, 6 disi)
olusturuldu. Hayvanlardan 3’G saf irk iken, 10’'u melez idi. K6-
peklerin yaslari 2 ile10 yas arasinda degismekteydi. Anamnez
bilgilerde, sahipli kopeklerden 1’inde KVLye karsi bir tedavi dy-
kiisu kaydedildi.

Sistemik nekropsi uygulamasini takiben, doku &rnekleri %10
tamponlu formalin solusyonunda tesbit edildi ve bilinen yon-
temlere gore takip edilerek parafinde bloklandi. Alinan seri
kesitler (5 mm) hematoksilen-eozin (HE) ve immunohistokimy-
asal boyamalarda kullanildi.

2.1 immiinohistokimyasal inceleme
Leishmania Amastigot Antijeni;

Leishmania parazit antijeninin tesbiti icin, doku kesitlerine
polymer tabanli immunoperoksidaz (Thermo) kit uygulandi.
Poly-L-lysine kapli lamlara alinan kesitler (5 mm) ksilol seril-
erinde parafini giderildikten sonra, alkol serilerinde rehidre
edildi. immunperoksidaz boyama igin; dokulardaki endojen
peroksidaz aktivitesini gidermek amaciyla kesitler %70 meth-
anoldeki  %3’lik H,0,'te 30 dakika tutuldu. Dokular %0,1’lik
proteaz K solusyonunda 37 °C’de 10 dakika inkube edildikten
sonra phosphate-buffered saline (PBS; pH 7.3) solusyonunda
yikandi. Nonspesifik boyanmalari gidermek amaciyla kesitler
%2’lik normal kegi serumu ile 5 dakika inkube edildikten sonra
1/1000 sulandirmadaki fare anti-leishmania epitope monoklo-
nal antikoru (Cedarlane Laborotories, Burlington, ON, Canada)
ile 4 °C bir gece inkube edildi. PBS’de 10 dakika yikanan dokular,
primer antikor promoter ile 5 daikaka inkube edildikten sonra,
isaretli anti-fare IgG polymer horseredish peroksidaz ile oda
isisinda 10 dak. inkube edildi. Tekrar yikamadan sonra, kesit-
ler diaminobenzidine (DAB) kromojenik substrat ile reaksiyon
sonlandirildi. Mayer hematoksilen ile gekirdek boyamasi ger-
ceklestirildikten sonra, dokular alkol serilerinde dehidre edildi
ve lamelle kapatildi. Kontrol amagli, seri kesitler primer anti-
korun yerine normal fare antikoru kullanilarak ayni basamaklar
izlenildi.

C3 ekpresyonu igin de yukarida belirtilen polymer tabanh im-
munperoksidaz testindeki ayni basamaklar uygulandi. Primer
antikor olarak fare anti C3 poliklonal antikoru (1/250 sulandir-
ma) kullanildi. Kontrol amagli bébrek lezyonu icermeyen 3 ko-
pek bobrek kesitine ayni basamaklar uygulandi.

IgG ekspresyonu igin, biotin ile isaretli tavsan anti-dog IgG
primer antikoru kullanildi. Polymer tabanli kit uygulamasinda
primer antikora kadar olan siiregteki basamaklar aynen tekrar-
landi. Biotin ile isaretli tavsan anti-dog 1gG antikoru bir gece
inkube edildikten sonra PBS ile dokular yikandi. Streptavidin
peroksidaz konjugati ile 15 dak. inkube edildikten sonra Leish-
mania amastigot antijeni belirlenmesinde kulanilan metottaki
basamaklar, 1gG igin de aynen uygulandi. Primer antikor basa-
maginda rabbit anti 1gG antikoru kullanildi. Tekrar yikamadan
sonra, kesitler diaminobenzidine (DAB) kromojenik substrat ile
reaksiyon sonlandirildi. Mayer hematoksilen ile gekirdek boya-
masi gergeklestirildikten sonra, dokular alkol serilerinde dehid-
re edildi ve lamelle kapatildi. Kontrol amagli olarak KVL negatif
ve lezyon icermeyen 3 kopek bobrek kesitine ayni basamaklar
uygulandi.

Bulgular
Histopatolojik Bulgular

Preskapular lenf yumrularinda kapsilada lenfosit ve makrofaj
infiltrasyonlari; kortikal ve medullar lenfoid follikiler hiperplazi;
plazma ve makrofaj proliferasyonlari ile karakterize kronik lez-
yonlar tanimlandi. Diger taraftan histopatolojik olarak KVL'nin
tanisinda oldukga karakteristik bir bulgu olan makrofaj sitoplaz-
malarinda amastigot formasyonlari bitlin olgularda gorilmek-
le birlikte (Sekil 1) bazi vakalarda makrofajlardaki hemosiderin
pigmentleri amastigot morfolojilerini golgeledigi dikkati ¢ekti.

Bobreklerdeki doku hasari ve yangisal yanitlar glomeruluslar
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ve interstisyumda sekillendigi gozlendi. Glomeruluslardaki
lezyonlar endotel, mezangial ve glomeriler bazal membran
kalinlagsmalari ile karakterize membranoproliferatif yangisal
yanittan olugmaktaydi. Bu lezyonlara bazi olgularda glomeri-
ler atrofi ve glomeriloskleroz da dahil olmustu. Yangisal ya-
nitin kroniklestigi olgularda interstisyel fibrozis de glomeriler
lezyonlara eslik etmisti. Genel olarak interstisyumdaki yangisal
yanit fokal/multifokal lenfosit ve plazma hiicreleri ve makrofaj-
lardan olugsmustu.

Sekil 1. Lenf yumrusunda makrofajlarin sitoplazmalarinda Leis-
hmania sp. amastigotlari.4X0.H.E.

Figure 1. The amastigotes of Leishmania sp. within macropha-
ges of the lymph node.40X.H.E.

On (g olgunun glomeruluslarinda endotel ve mezengial hiicre
proliferasyonlari (Resim 2) en goze ¢arpan bulgulardandi (Tablo
1). Bu lezyonlar 5 olguda (olgu no:2, 3, 4, 11, 12) siddetli, 2
olguda (olgu no:7, 13) orta ve 4 olguda (olgu no:5, 6, 8, 10)
hafif siddette tanimlandi. PAS boyamalarda en ¢ok gbze ¢arpan
bulgulardan digeri de glomerulus bazal membran kalinlagmasi
(Resim 3); 7 olguda (olgu no:1, 2, 3,4, 11, 12, 13) siddetli, 2 ol-
guda (olgu no:6, 10) orta ve 4 olguda (olgu no:5, 7, 8, 9) siddet-
li idi. PAS boyamada, Bowman kapsiili kalinlasmasi 6 olguda
(olguno:1, 2, 3, 4,12, 13) siddetli, bir olguda (olgu no:10) orta
ve 5 olguda (olgu no:6, 7, 8, 9, 10) hafif siddette tanimlandi
(Sekil 4) Glomerdler atrofi 3 olguda (olgu no:1,2,11) siddetli,
2 olguda (olgu no:3, 4) orta ve 7 olguda (olgu no:5, 6,7, 8,
9,10, 13) hafif siddette saptandi (Sekil 5). Glomeruloskleroz
4 olguda (olgu no:1, 2, 3, 11) siddetli, bir olguda (olgu no:4)
hafif ve 5 olguda (olgu no:6, 8, 9, 10, 13) hafif siddette belir-
lendi. Tubulus bazal membran kalinlasmasi PAS boyamada, 3
olguda (olgu no:1, 3, 4) siddeti, bir olguda (olgu no:2) orta ve 9
olguda (olgu no:5, 6,7, 8,9,10 11, 12, 13) hafif siddette saptan-
di. interstisyel dokuda lenfosit infiltrasyonlari ve plazma hiicre
proliferasyonlari ile karakterize yangisal yanit 11 olguda (olgu
no:1,2,3,4,5,6,7,9, 10, 12, 13) belirlendi (Sekil 6). Hematok-
silen eozin boyamada Leishmania spp.’nin amastigot formu 4
olgunun (olgu no:1, 6, 10, 13) bébrek interstisyumunda infiltre
makrofajlarin sitoplazmalarinda saptandi. immunoperoksidaz
metotta ise amastigot immunpozitif reaksiyonlar 9 olgunun
(olguno:1,2,4,6,7, 8,9, 10, 13) bobreklerinde infiltre makro-
fajlarin sitoplazmalarinda belirlendi (Resim 7). intertubuler bél-
gede fibrosit ve kollegen demet proliferasyonlari 3 olguda (olgu
no:4, 6, 12) hafif siddette gozlendi.

Sekil 2. Bobrek glomeriiler kapillarlarinda endotel ve mezengial
hicre proliferasyonu ile karakterize lezyonlar. 2X0.H.E.

Figure 2. The proliferation of Endohelial and mesengial cells in
glomerular capillary of the kidney.20X.H.E

Bl AP Y
Sekil 3. A. KVL enfekte bir hayvanda Bowman kapsull ve glo-
meruler bazal membranlardaki kalinlagsmalar. B. Normal Bobrek
kesiti.40X.PAS boyama.
Sekil 3. A. The thickness of Bowman capsule and glomerular ca-
pillary in Kidney with canine viscreal leishmaniosis. B. Normal
kidney tissue. 40X.PAS staining.

> SR AR i
Sekil 4. A. KVL enfekte bir hayvanda Bowman kapstli ve glo-
meriler bazal membranlardaki kalinlasmalar ve buna bitisik
interstisyel dokuda monontklear hiicre infiltrasyonlari.20X.PAS
boyama.

Sekil 4. The thickness of Bowman capsule and glomerular capil-
lary and lymphocyte infiltrations in Kidney with canine viscreal
leishmaniosis.20X.PAS staining.
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Sekil 5. Bobrek interstisyumunda makrofaj sitoplazmalarinda
amastigot pozitif immunreaksiyonlar.40X. Streptavidin peroksi-
daz metot.

Sekil 5. Amastigote immunolabelling in the infiltrated macro-

phages in the interstitial tissue of the kidney. 40X. Streptavidin
peroxidase staining.

immunohistokimyasal Bulgular

Preskapular lenf yumrularinda amastigot immunpozitif reaksi-

kesitlerde immunpozitif reaksiyonlar gériilmedi

Sekil 6. Lenf yumrusunda makrofaj sitoplazmalarinda amasti-

got pozitif immunreaksiyonlar. 40X.
metot.

Figure 6. Amastigote immunolabelling in the cytoplasma of
macrophages in the lymph node. 40X. Streptavidin peroxidase
method.

Streptavidin peroksidaz

yonlar kortikal ve medulla bélgedeki makrofaj sitoplazmalarin-
da gobze garpti. Ayrica amastigot pozitif reaksiyonlar kapsulaya
infiltere olmus makrofajlarda da belirlendi (Sekil 8).

Glomeruluslarda 1gG ve C3 birikimleri mezengial alanlarda ve
glomerller bazal membranlar boyunca belirlendi. Burada-
ki reaksiyonlar genellikle segmental ya da daha ender olarak
da diffuz boyanmalar seklinde goruldi. Glomeruluslarda 1gG
birikimi 3 olguda (olgu no:1,5, 13) ve C3 birikimi de 6 olguda
(olgu no:3, 5, 8, 10, 11, 13) gozlenmedi. IgG birikimi 3 olguda
(olgu no:2, 4 ,8) hafif, 3 olguda (olgu no:3, 9, 12) orta ve 4 ol-
guda (olgu no:6, 7, 10, 11) siddetli pozitif reaksiyonlar belirlen-
di (Resim 9). C3 birikimleri 3 olguda (olgu no:1, 9, 12) hafif, 3
olguda (olgu no:2, 4, 6, 7) orta siddette reaksiyon gorullrken,
siddetli pozitif reaksiyon gozlenmedi (Sekil 10).

Tubuluslardaki 1gG ve C3 birikimleri tubulus bazal membran-
lari boyunca dikkati ¢ekti. Tubuluslardaki 1gG birikimi 1 olguda
(olgu no:1) ve C3 birikimi de 2 olguda (olgu no:6, 11) gozlen-
medi. 1gG birikimi 2 olguda (olgu no:6, 10) hafif, 5 olguda (olgu
no:1, 2, 8, 12, 13) orta ve 4 olguda (olgu no:3, 4, 6, 9, 12) sid-
detli pozitif reaksiyonlar belirlendi. C3 birikimleri 2 olguda (olgu
no:6, 10) hafif, 5 olguda (olgu no:1, 2, 8, 12, 13) orta ve 3 olgu-
da (olgu no:3, 4, 7, 9) siddetli pozitif reaksiyon gorilda. Kontrol

Sekil 7. A. KVL enfekte kopegin bobrek glomerulus bazal
membranlarinda birikim gostermis IgG pozitif reaksiyonlar (ok-
lar). 40X.Streptavidin peroksidaz metot. B. Kontrol hayvanda
1gG birikiminin yoklugu.

Figure 7. IgG immunopositive accumulations (arrows) in glo-
merular basement membrans of the kidney. 40X. Streptavidin
peroxidase method. B. No positive reaction in control kidney
section.
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Tablo 1. Glomerdl, Bowman Kapsill ve Tubuluslerde 1gG ve C3 brikimleri.
Table 1. IgG and C3 deposits in the glomeruli and tubulus of the kidneys.

Glomerulus Bowman Kapsiilii Tubulus
Olgu No

1gG c3 1gG Cc3 1gG
1 - + - + -
2 + ++ + ++ +
3 ++ - +++ - +++
4 & ++ + ++ +++
5 - - - s +
6 +++ ++ + + +++
7 +++ ++ +++ ++ ++
8 + - + - ++
9 ++ + ++ + +++
10 +++ - + - ++
11 +++ - +++ - +
12 ++ + ++ + +++
13 - = - - +

B
..!'f aatel - i =
Sekil 8. A. KVL enfekte kopegin bobrek glomerulus bazal memb-
ranlarinda ve tubulus bazal mebranlarinda birikim gostermis C3
pozitif reaksiyonlar (oklar). 40X. ABC metot.
Figure 8. I1gG immunopositive accumulations (arrows) in the

glomerular basement membrans and tubular basement memb-
ranes of the kidney. 40X. Streptavidin peroxidase method.

Tartisma

KVLnin inkubasyon periyodu genellikle uzun bir sire alabil-
mekle birlikte, etkenin patojenitesi ve cinsi, konakginin yasi,
kondisyonu ve immun sistemin durumuna goére degiskenlik

gosterebilmektedir. Etken ve konakgl hayvan arasindaki bu et-
kilesimlere bagh olarak klinik-patolojik bulgularda da farkliliklar
tanimlanabilmektedir (Solano-Gallego ve ark, 2004; Reis ve ark,
2006a; Reis ve ark, 2006b). Birgok arastirici, dogal KVL olgula-
rinda siddetli kilo kaybi, eksfoliyatif ya da eroziv-ilseratif der-
matitis, lenfadenopati, splenomegali, hepatomegali ve kronik
nefritis bulgularini tanimlamaktadirlar (Keenan ve ark, 1984;
Ferrer, 1988; Tafuri ve ark, 2001; Lima ve ark, 2004; Pugliese
ve ark, 2006). Bunun yaninda bazi dogal olgularda yukarida ta-
nimlanan klinik-patolojik bulgulardan farkh olarak hepatoense-
falopatiye iliskin sinirsel bulgular; trombositopeni, trombosito-
pati, uzun pthtilagsma siiresi ve immun aracil vaskdlitisi iceren
hemostatik degisikliklere iliskin bagirsak ve idrar kesesinde
gozlenen erosiv-llseratif ve kanamali lezyonlar ya da hemo-
rajik diyatez gibi atipik KVL olgulari tanimlanmistir (Pumarola
ve ark, 1991; Font ve ark, 1994; Blavier ve ark, 2001). Boyle
atipik olgular, KVLnin klinik-patolojik tanisini zorlastirabilmek-
tedir (Lamothe, 1997; Koutinas ve ark, 1999; Blavier ve ark,
2001; Pugliese ve ark, 2006). Sonugta KVLnin kesin tanisinda
paraziter antijeni immunohistokimyasal olarak ortaya koymak,
klinik-patolojik ve histopatolojik bulgulara 6nemli katkilar sag-
lamaktadir (Toplu ve ark 2007).

Sunulan tez galismasinda segilen olgularda KVL tanisinin ke-
sinlestirilmesi amaci ile, lenf yumrularinin histopatolojik ve
immunpatolojik incelemeleri yapilmistir. Diger arastiricilarin
(Keenan ve ark, 1984; Tafuri ve ark, 2001; Lima ve ark, 2004;
Giunchetti ve ark, 2008) bildirdikleri gibi, sunulan ¢alisma olgu-
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Tablo 2. Glomeriil, Bowman Kapsiilii ve Tubuluslardaki bulgularin degerlendirilmesi (H&E ve PAS)

+: Hafif, ++:0rta siddette, +++:Siddette

Table 2. Histopathological sores in glomeruli, Bowman's capsula and tubulus of the kidneys.

Olgu Endote_l, Bowm"an Glomeriiler . Glomeriiler intersitisyel Jubllus intersitisyel Amastigot .
Mezengial Kapsul Bazal Mebran Glomerulosklerozis ) Bazal Membran " n Amastigot (IHC)
Proliferasyon Genislemesi Kalinlagmasi Atof Yang! Kalinlagmasi Bibrczis (H&E)

1 +++ 4 4 +H+ ++ +++ - + +++
2 +++ 4+ 4+ +++ 4+ ++ ++ - - ++
3 +++ 4+ +++ +H+ ++ + 4+

4 +++ +++ +H+ ++ ++ + 4+ + ++
5 + + + + +

6 + + ++ + + + + T ++ 4
7 ++ + + + + + +
8 + + + + + 1 s
9 + + T + + + +
10 + + ++ + + + + + ++
11 +++ ++ +++ +++ +++ 4
12 +++ +++ +++ + + +
13 ++ +++ +++ + + + 1 & ++

larinda kapsuladaki lenfosit ve makrofaj infiltrasyonlari; korti-
kal ve medullar lenfoid follikiiler hiperplazi; plazma ve makrofaj
proliferasyonlari ile karakterize kronik lezyonlar tanimlanmistir.
Diger taraftan histopatolojik olarak KVLnin tanisinda oldukga
karakteristik bir bulgu olan makrofaj sitoplazmalarindaki amas-
tigot formasyonlari bitlin olgularda gorilmekle birlikte, bazi
vakalarda makrofajlardaki hemosiderin pigmentleri amastigot
morfolojilerini golgeledigi gorilmistir. Fare anti-leishmania
epitope monoklonal antikoru ile yapilan immunohistokimyasal
incelemeler galigmanin biitiin olgularinda KVLnin tanisini ke-
sinlestirmistir.

Sunulan ¢alisma olgularindaki glomerdiler ve interstisyel lez-
yonlar, daha 6nce kaydedilen KVL ve HVL (human visceral leis-
hmaniozis) olgularindakilerle benzerlik gdstermistir (Duarte ve
ark, 1983; Dutra ve ark, 1985; Poli ve ark,1991; Nieto ve ark,
1992; Lopez ve ark, 1998; Costa ve ark, 2000; Costa ve ark,
2003; Daher ve ark, 2013). Dogal enfekte kopeklerde, memb-
ranoproliferatif ve mezangial glomerulonefritis en belirgin bul-
gular olarak goze carpar (Benderitter ve ark, 1988; Nieto ve ark,
1992, Costa ve ark, 2003). Benzeri sekilde, HVL'de en siklikla
gbzlenen lezyonlar da mezangial hiicre proliferasyonu ve glo-
merulosklerozdur (Brito ve ark, 1975; Dutra ve ark, 1985). Bu
degisiklikler, calisma olgularinda da interstisyel degisikliklerle
birlikte en ¢ok gbze ¢arpan lezyonlari olusturmustur. Glom-
eriler degisikliklerden endotel ve mezengial hiicre prolifer-
asyonu ile karakterize lezyonlar yalnizca iki olguda gorilmez
iken, olgularin 5’inde siddetli, 2’sinde orta ve 4 olguda da hafif
siddette belirlenmistir. PAS boyamalarda tanimlanan glom-
eriler bazal membran kalinlasmasi ise genel olarak endotel
ve mezengial hicre proliferasyonunun artis gosterdigi olgular
ile parallel bir seyir izledigi dikkati gekmistir. Diger taraftan ise
calisma olgularindaki interstisyel bobrek lezyonlari ise 13 olgu-
dan 11’inde fokal lenfosit ve plazma hiicre proliferasyonlari ile
karakterize iken, yalnizca 3 olguda ise fokal bag doku prolifera-
syonlar dikkati cekmistir. Histopatolojik incelemede fokal len-
fosit kiimeleri aralararinda serpilmis makrofajlarda Leishmania
sp.nin amastigot formu yalnizca 4 olguda gdze carpmistir. im-
munohistokimyasal incelemede ise amastigot immun reaksiy-
onlar 9 olguda (2 olguda siddetli, 4 olguda orta ve 3 olguda hafif
siddette) pozitif gorilirken 4 olguda ise hig saptanmamistir.
Histopatolojik ve immunpatolojik degerlendirmeler birlikte ele
alindiginda, gerek daha 6nceki bildirimlerde ve gerekse sunulan

¢alisma olgularinda, bdbreklerde amastigot lokalizasyonu ve
dagihminin disiik diizeyde kaldigi gorilmektedir. Bu durum
bazi arastiricilar tarafindan bobreklerde gozlenen glomeriiler
ve interstisyel lezyonlarin yalnizca Leishmania spp parazitinin
doku hasart iligkili olamayacagi kanisini olusturmustur (Dutra ve
ark, 1985; Costa ve ark, 2003; Gongalves ve ark, 2003; Costa ve
ark 2010). Konu Uzerine bazi arastiricilar, glomeriillerde topla-
nan antikorlar/immunkompleksler C5a ve IL-8'i araciligi ile n6t-
rofilleri glomerdler kapillarlarlara gekmesi ile glomeriiler hasari
tetiklemektedir. Notrofiller salgiladiklari proteazlar araciligi ile
glomerdil bazal membran yikimina, oksijen kaynakl serbest ra-
dikaller ile hiicre hasarina ve arasidonik asit metabolitleri ile de
glomerdler filtrasyon hizinda azalmaya sebep olurlar (Brito ve
ark, 1975; Tafuri ve ark, 1989; Poli ve ark, 1991; Nieto ve ark,
1992; Font ve ark, 1994). Benzeri mekanizma, KVLli olgularin
akciger ve bagirsaklarda olusan histolojik degisikliklerin siddeti
ile parazit yakinin ters orantili seyri icin de diistiniilmektedir
(Duarte ve ark, 1986). Sonugta bu hipotezi dogrulamak igin
yapilan birkag immunpatotolojik g¢alisma ile KVL olgularinda
bobrek lezyonlarinin patogenezinde immunkompleks birikim-
leri gosterilmis ancak hala agikliga kavusturulmasi gereken nok-
talar oldugu gorilmektedir (Duarte ve Corbett, 1984; Duarte ve
ark, 1986; Ferrer ve ark, 1991; Nieto ve ark, 1992; Gongalves ve
ark, 2003; Lopez ve ark, 1998).

Sunulan ¢alisma olgularinda bébrek lezyonlarin sekillenmesinde
olasi immunpatolojik mekanizmalarin ortaya konmasi igin, IgG
ve C3 birikimlerini belirlemek igin streptavidin/polimer tabanli
immunoperoksidaz metodundan yararlanilmistir. immunobhis-
tokimyasal sonuglar 1gG birikimlerinin 10, C3 depozitlerinin de
7 olgunun glomeriiler bazal membran ve mezengial bolimle-
rde segmental ya da diffuz boyanmalar seklinde oldugunu or-
taya koymustur. Proksimal ve distal tubuluslardaki IgG (12 olgu)
ve C3 (11 olgu) birikimleri de tubulus bazal membranlarinda
bazi vakalarda da tubuluslarda goézlenmistir. Sonugta konu tze-
rine iki ¢alismada belirtildigi gibi (Poli ve ark, 1991, Tafuri ve
ark, 2004) 1gG ve C3 birikimleri KVLi birgok ¢calisma olgularinda
belirlenmistir ve KVLnin bobrek lezyonlarinin patogenezisinde
onemli bir role sahip oldugunu gostermistir. Ancak, (Costa ve
ark, 2010) C3 ve IgG birikimlerini KVLli olgularda saptamasina
karsin, kontrol hayvanlarda da bu birikimleri saptamasi nedeni
ile bobrek lezyonlarinin olasi immunpatolojik mekanizmasina
supheli yaklagmistir. Sunulan calisma olgularinda IgG ve C3
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ekspresyonlarinin kontrol hayvanlara gére yogun ve siddetli
olarak gorulmesi ancak bazi olgularda hafif ya da gézlenme-
mesi; KVL'nin bobrek lezyonlarinin patogenezisinde yalnizca
immunkopleksler aracili olamayacagini gostermektedir. Van Al-
derwegen ve ark, 2009 vurguladig gibi; Leishmania parazitinin,
bobrek tzerine etkisini kendi antijenik uyarimi ile TNF-alfa ve
sitokinler, CD4 ve CD8 T hiicreleri, ICAM-1 adi verilen adezyon
molekdlleri aracigiliyla da gosterdigi dustintilmektedir. KVLnin
patogenezisini tam olarak aydinlatabilmek icin, daha detayl im-
munpatolojik ve biyokimyasal mekanizmalarin ortaya konmasi
icin kontrolli deneysel galismalara gereksinim duyulmaktadir.

KVLde klinik olgularda bobrek fonksiyon testlerinde saptanan
Uremi, yliksek kreatinin seviyesi, idrar testlerinde saptanan
proteiniri gibi parametrelere ve ilerleyen sireglerde bobrek
yetersizligi ile sonuglanan olgulara siklikla rastlaniimaktadir.
Diger taraftan o6len KVLUIli olgularda mebranoproliferatiften
glomeruloskleroza kadar giden glomerulonefrititis olgulari he-
men bitin olgularda gozlemlenmektedir. Bu veriler bébrek
lezyonlarinin KVL'li olgularda 6nemli klinik semptomlara ve
hatta hayvanin 6limine neden olacak bir duruma yol agabi-
lecegi gorilebilmektedir. KVL'de bobrek lezyonlarinin agikliga
kavusturulmasi ve bu mekanizmalar lizerinden bobrek lezyon-
larinin engellenmesi ya da tedavi segeneklerinin gelistirilmesi
gerekliligi dogmaktadir. Sunulan ¢alisma olgularindaki IgG ve
C3 bobreklerde glomeruluslar ve tubuluslarda birikimi; bobrek
lezyonlarinin patogenezisinde parazitin direk etkisinden zi-
yade bu birimlerin sonucu immunpatolojik mekanizmalarin
tetiklendigini gostermektedir. Sonugta KVLIi olgularda IgG ve
C3 birikimlerinin 6nline gegilecek karsi mekanizmalarin gelistir-
ilerek bobrek fonksiyon bozukluklarinin oniine gegilebilecek
terapatiklerin gelistirilmesi saglanabilir. Bu nedenle kompleks
immunpatolojik mekanizmalarin agikhga kavusturulmasi igin
deneysel ¢calismalara 6nem verilmesi gerekmektedir.
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