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1. OZET

Bu calisma Balikesir ilinde koyunlarda, sinirsel semptomlarla
seyreden hastaligin incelenmesi amaciyla yapildi. Formolde tespit
edilmis ve parafinde bloklanmis beyin dokusunda, histopatolojik ve
immunoperoksidaz boyama teknikleri kullanilarak, Listeria encepha-
litis tespit edildi. Histopatolojik olarak karakteristik lezyonlar, pons
cerebri, cerebellum, m. oblongatada gériildii. Streptavidin-biotin im-
munoperoksidaz boyamalarda; mikroapselerin sekillendigi odaklar-
da, loykositlerin ve az olarak da makrofajlarin sitoplazmalari iginde,
Listeria monocytogenes antijeni tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Listeria encephelitis, koyun
SUMMARY

In this study the disease which is characterised by nervous
symptoms in sheep in Balikesir province was investigated. Listeria en-
cephalitis was detected in formaline fixed and paraffin embedded bra-
in tissues using by histopathologic and immunoperoxidase met-
hods. Typical histopathological lesions were observed in pons cereb-
ri, cerebellum, m.oblongata. L. monocytogenes antigens were determi-
nated in leucocytes and macrophages in the microabscesses foci. In
streptavidin-biotin immunoperoxydase stained slides bacterial anti-
gens were less in macrophages than leucocytes.
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Koyunlarda Listeria Encephalitis - Aksoy

GIRIS
Listeria monoctogenes fakiiltatif intraselltiler bir bakteridir. Tro-

pik bolgeler disinda tiim diinyada; hasta ve saglikli, insan ve hayvan-
lardan izole edilmektedir (1,10,11). )

Enfeksiyon ti¢c ayr1 hastalik veya sendrom seklindedir. Her
sendromun farkl bir patogenesisi vardir. Bunlar gebe uterusta abor-
tus, visseral organlarda apse formasyonu ile karakterize septisemi ve
ensefalitis formlaridir (7,10) Baz1 arastirmacilar mastitis ve prulent
konjunktivitisi de ilave ederek, bu sendromlar1 bes kategoride incele-
mektedirler (11). G6z bulgular:1 bazi yazarlarca abort formunun igin-
de degerlendirilmekte ve silaj tozundan kaynaklandig diistiniilmek-
tedir. Neonatal enfeksiyon ise uterus enfeksiyonunun devami olarak
kabul edilmektedir (10 ).

L. monocytogenes’in beyin stemine affinitesi vardir. Lezyonlar
daha cok medulla ve ponsta daha az olarakta talamusun anterior'i,
ve spinal cort'un servikal béliimiintin posterior’tindedir (3,4,5,9,16).
Intravendéz, intraperitoneal, intra gastrik ve oral inokiilasyonlarla,
lenfoid dokularla (dalak, lenf yumrulari), karaciger ve bagirsaklar et-
kilenmekte, ancak beyinde her zaman encephalitis sekillenmemekte-
dir (10,12,13). Deneysel enfeksiyonlarda: Listeria encephalitis tipik
dagilimini, konjuktival ve intranasal insitilasyon veya fasial dokuya
enjeksiyon durumunda gosterir. Etkenin beyin stemi fibrilleri, medul-
lar néyronlar yaninda, trigeminal sinirin myelinize aksonunda de-
mostre edilmesi, giris yolu hakkinda bilgi vermektedir. Bu durumda,
mukoza ve derideki fiziksel yaralanmalarin (bitki saplari ile dis etleri-
nin zedelenmesi gibi) hazirlayic1 sebep olabilecegi diisiiniilmektedir
(3,4,10).

Listeria encephalitiste sekillenen klinik bulgular; mental kon-
fuzyon, depresyon ve paralizler seklindedir. Karakteristik olarak kafa
rotasyon olmadan bir tarafa deviasyon gosterir. 7 ci sinirdeki paraliz-
den dolay1r gbzkapag1 ve dudaklarda diisme goriiliir. Ayrica maskiila-
tor kas ve farinksde paraliz sekillenebilir (8,10).

Listeria encephalitiste genellikle makroskopik lezyon goériilmez
(3.4,8,10,11). Nadiren medullar meningslerde kalinlagsma (yesilimsi
jelatinéz 6deme bagh) ve yumusama odaklari gortilebilir (5,10).

Histopatolojik olarak karakteristik primer lezyonlar mikroapse-
lerdir. Mikroapseler birkac¢ noétrofil birikimi ile baslayabildigi gibi, bu
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donemde sekillenen glial reaksiyon odaklarma nétrofillerin sizmasi
sonucu da olusabilir. Daha sonra bu odaklarin merkezlerinde erime
baslar ( 10,11,16 ). Lezyonlu bélgedeki beyaz maddede fibrinli eksu-
dat ve 6dem vardir. Parankimal odaklarin drenaji sirasinda vaskuli-
tis sekillenir (3,5,10) ve meningeal infiltrasyon gelisir. Siddetli peri-
vaskitler infiltrasyona bagli mansonlar olusur. Bu kusak lenfosit,
histiosit, az sayida notrofil ve eozinofillerden olusur (3.,4,5,7,8.9,
11,16).

Klinik bulgular ve lezyonlar Listeriosis teshisinde patognomo-
nik 6zellik gostermez. Histopatolojik olarak Listerialar beyin stemin-
de sekillenen mikroapselerle karakterize bulgular meydana getirir,
ancak nihai ve kesin teshis icin etken izolasyonuna ihtiya¢ vardir.
Ancak L. monocytogenesis’in izolasyonu zaman almakta, pahaliya
mal olmakta ve bazi vakalarda basarisiz kalmaktadir. Bu nedenle hiz-
1, hassas bir teste ihtiya¢ duyulmus ve immunohistolojik metotlara
yonelinmistir (10,18). Fare, tavuk, koyun ve sigirlarda bu yénde ya-
pumuis cesitli calismalar rapor edilmistir (9,12,14). Listeria encephali-
tisli koyunlar tizerinde yapilan calismalarda; mikroapse odaklari ve
malazik lezyonlarin sekillendigi bolgelerde, daha cok nétrofillerin ve
makrofajlarin sitoplazmalarinda antijen lokalizasyonunun tespit edil-
digi bildirilmektedir (11,12,13). Etken elektronmikroskopik ¢alisma-
larda; nétrofillerin igindeki fagositik vakuollerde ve daha az olarakta
normal ve dejenere ndyronlarda goriilebilmektedir (3). Deneysel ola-
rak intragastrik, intraperitoneal ve supcutan olarak enfekte edilmis
hayvanlarin ttim lenfoid dokularinda immunohistolojik boyamalarla
bakteriyel antijen tespit edilebilmektedir (13,14)

Bu calismada; teshis amaciyla formolde tespit edilerek génde-
rilmis doku 6rnekleri histopatolojik olarak muayene edilmis ve liste-
ria encephalitis bulgular1 goriilmiistiir. Histopatolojik bulgularin, for-
molde tespit nedeni ile, mikrobiyolojik muayenelerle teyyidi imkani
bulunmadigindan, doku kesitlerinde immunoperoksidaz boyamalar
yapilarak, etiyolojik teshisin gerceklestirilmesi amaclanmustir.

MATERYAL METOT

1998 yili Nisan ay1 icinde Balikesir il Kontrol Laboratuvari Mii-
dirliigiinden %10luk nétral formalin icinde tespit edilmis sekilde
gonderilen, dort hayvana ait, beyin, beyincik, dalak, karaciger, kalp,
bébrek, akciger materyal olarak kullanildi. Histopatolojik muayeneler
icin marazi maddeler akarsu altinda yikanarak formolden arindirildi.
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Telencephalon (hypocampus), diencephalon (thalamus), mesencep-
halon (corpora quadrigemina), metencephalon (pons cerebri, cerebel-
lum), myelencephalon (m. Oblongata) bolgelerinden parcalar alindi.
Alkol ve ksilol serilerinden gecirildi, parafinde bloklandi. Bu bloklar-
dan mikrotomla 4-6 mikron kalimliginda alinan kesitler H&E tekni-
gine gore boyanarak (2), 151k mikroskobunda incelendi.

Listerialarin antijenik lokalizasyonunu belirlemek amaci ile ha-
zirlanan (6,15) doku kesitlerinde, kit protokoliine uyularak, strepta-
vidin-biotin peroksidaz teknigine gére immunolojik boyamalar yapil-
di. Bu amagcla; Shandon marka Standart Omnitags Peroksidaz kit,
AEC kromojen ve L.monocytogenes hiperimmun serumu
(DYFCO,1/1000 sulandirmada) kullanildi. Negatif kontroller primer
serumun uygulandigi basamakta phosphat buffer salin (PBS) ile in-
kiibe edildi. Preparatlar 151k mikroskobunda incelenerek sonuclar de-
gerlendirildi.

BULGULAR
MAKROSKOPIK BULGULAR

Materyaller Balikesir Il Kontrol Laboratuvarindan %10 nétral
formalin icinde tespit edilerek gonderilmisti. Muayene istek protoko-
liinde klinik anemnez olarak, sallantili yliriiyiis, dudak ve kulaklar-
da felg, tremoérler, dénme hareketi ve korliik belirtilmis, viral, bakte-
riyel ve paraziter etiyolojinin belirlenmesi istenmisti. Tespite alinmis
beyin ve beyinciklerde makroskopik olarak bir bulgu gériilmedi. i¢ or-
gan numuneleri de normal goriiniimde idi.

HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Yapilan histopatolojik muayenelerde; pons cerebri, cerebellum
ve m. oblongatada, parankimde, ¢ok sayida polimorfoniikleer 16yko-
sit yiginaklarindan olugsan mikro apse odaklar: (Resim-1) ve mikrog-
lialarda artis tespit edildi (Resim-2). Bu odaklar m. oblongatada ¢ok
yogundu. Pons cerebri ve cerebellumda bu odaklarin yanisira, da-
marlar ¢evresinde lenfosit, plazma hiicreleri ve tek tiik 16ykositlerden
olusan manson seklinde hiicre infiltrasyonlar: (Resim-3) ile néyronal
dejenerasyonlar gortildii (Resim-4). Ayni bélgede meningeal damarlar
cevresinde; yogunlukla lenfositler ile az sayida histiosit ve tek tiik 16y-
kositlerden olusan, hiicre infiltrasyonlarinin sekillenmesi ile ortaya
c¢ikan, meningitis tablosu tespit edildi (Resim-4). Ayrica 6zellikle pons
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bolgesinde, hafifden, orta dereceye kadar degisen derecelerde malasik
lezyonlarin varhig: goriildii ( Resim-5).

Incelemeye alinan karaciger, kalp, dalak ve bébrek numunele-
rinde histopatolojik bir bulgu gériilmedi.

IMMUNOHISTOLOJIK BULGULAR

Histopatolojik olarak karakteristik bulgularin goérildiigii doku
6rneklerinde yapilan immunoperoksidaz boyamalarda; bakteriyel an-
tijen lokalizasyonu belirlendi. Cogunlugu ldykositlerin olusturdugu
mikroapse odaklarinda; 16ykositlerin ve daha az olarak da makrofaj-
larin sitoplazmalar: icinde bakteriyel antijen tespit edildi. L. monoc-
togenes antijeni parlak kirmizi renkte, tek veya birlesmis noktaciklar
halinde goériildii (Resim-6). Dejenere néyronlarda, parankim ve me-
ningslerde perivaskiiler mangonlar olusturmug monontikleer hiicre-
lerde, malasik odaklarda ve damar endotellerinde antijen lokalizas-
yonu tespit edilmedi. Antijenik lokalizasyonun yalnizca mikroapse
odaklar1 ile sinirli kaldig gorildii.

Resim 1: Cerebellumda, l6ykositlerden olugan mikroapse odagi, H-E x200
Resim 2: Pons cerebride, mikroglial proliferasyon H.E. x 200.
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Resim 3: Cerebellumda, mononokleer hiicre infiltrasyonlari, H-E x200
Resim 4: Ponscerebride, néyronal dejenerasyon, H-E x400

Resim 5: Cerebellumu oérten meningslerde, monontikleer hiicre infiltrasyonlari, H-E x200
Resim 3: Pons cerebride, malazik odaklar H.E. x 400.
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7 8
Resim 7: Mikroapse odalklarinda l6ykosit ve makrofajlarin sitoplazmalarinda L. monocy-
togenes antijeni lokalizasyonu. Immunoperoksidaz-Hematolcsilen x200
Resim 8: L.monositogenes antijeni lokalizasyonu Immunoperaksidaz-Hematoksi-
lenx400

TARTISMA VE SONUC

Supletal dozlarda tavsan ve domuzlara verildiginde monositozi-
se sebep olmasi nedeni ile L. monocytogenes olarak isimlendirilen et-
ken c¢esitli memeli ve kanatl tiirleri ile insandan izole edilmektedir (1-
9). Bu calismanin materyalini olusturan numuneler %10 nétral for-
malinde tespit edilmis olarak laboratuvarimiza ulastigindan, izolas-
yon ve identifikasyon ¢alismalar1 yapilmamistir.

Literatiir bilgileri hastaligin genellikle kis aylar1 ve ilkbahar bas-
larinda ortaya c¢iktigini, ancak bu sezonal seyrin sebebinin tam ola-
rak aciklanamadigmi goéstermektedir (5,9). Bu calismada incelenen
materyallerin laboratuvara gelisi Nisan ve Mayis aylarindadir. Bu du-
rumu aydmlatmak icin bélgedeki hayvanlarin, stres, barmndirma ve
ozelliklede beslenme sartlarmin incelenmesi gerekmektedir.

Calismada kullanilan materyallerin makroskopik muayenele-
rinde, patolojik bir bulgu goriilmemistir. Bu durum Listeria encepha-
litislerde bildirilen genel bilgilere uygunluk géstermektedir (4-5,9,16).
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Arastiricilar hastalikta sekillenen karakteristik, histopatolojik
lezyonlarin, beyin steminde ¢zelliklede pons ve m.oblongatada sekil-
lendigini bildirmektedir.(3-4, 11-12,16) Ne var ki bu lokalizasyon he-
matojen yayilim i¢in ¢ok uygun goériilmemektedir. Bu nedenle patoge-
nez ¢alismalarinda N. Trigeminus 6zellikle incelenmektedir. Charlton
yaptig1 calismada L. encephalitis’li onyedi koyundan dokuz tanesinde
karakteristik lezyonlarla birlikte, unilateral trigeminal neutis tespit
etmistir (5). Bu ¢alismada sistemik otopsi yapma imkani olmadigin-
dan, N. trigeminus incelenememistir. Pons cerebri, cerebellum ve
m.oblongata dan yapilan doku kesitlerinde; ¢ogunlugu léykositler-
den olusan mikroapse odaklari, mikroglial proliferasyonlar, perivas-
kiiler mononitikleer hiicre infiltrasyonlari, malazik lezyonlar ve non-
suppuratif karakterde meningitis tespit edilmistir. L. encephalitisler
icin karakteristik olarak kabul edilen bu bulgular, diger arastiricila-
rin sonuglar ile aynidir (4,5,7,8,9,11,12,16).

Hamir ve ark. (1998) bir lama tizerinde yaptiklar1 deneysel ca-
lismada beyin lezyonlarmin yami sira lenfoid dokuda da degisiklikle-
ri rapor etmektedir. Mide ici L. monocytogenes inokiilasyonu ile en-
fekte edilen bir lamada, histopatolojik olarak suppuratif meningitis
bulgularmin yanisira, dalakta lezyon tespit etmislerdir. Arastiricilar,
immunoperoksidaz boyamalarda dalak ve meningslerde antijenin
varligini ortaya koymuslardir. Ancak bu durum inokiilasyondan son-
ra olusan bakteriyemi devresinde, etkenin meningslere ulagmasi ola-
rak yorumlanmistir (7). Benzer sekilde Marco ve ark.nm (1991) fare-
lerde olusturduklar1 enfeksiyonda; lenfoid dokulardaki bulgulardan
bahsedilmis, ancak merkezi sinir sistemi ile ilgili bir tespit aciklan-
mamistir (13). Bu calismada diger i¢ organlarla birlikte, incelemeye
almabilen tek lenfoid doku olan, dalak numunelerinde patolojik bir
bulgu goériilmemistir.

Listeriosisin kesin teshisi i¢cin bakteriyel izolasyon gerekmekte-
dir. Ancak bazi durumlarda, kiiltivasyonda basarisiz olunmaktadir.
Bunun disinda tespite alinan materyallerde bakteriyolojik muayene
yapma imkani olmamaktadir. Bu sebeplerden dolayr doku kesitlerin-
de immunoperoksidaz teknigi yaygin olarak kullanilmaya baslanmis-
tir. Cornel Universitesinde yapilan bir ¢alismada; histolojik lezyon
goriilmiis ve L. monocytogenes izolasyonu yapilmis 14 ve histolojik
olarak listeriosis sliphesi olan, fakat bakteriyel kiiltiivasyonda nega-
tif bulunan 8 hayvana ait beyinler incelenmistir. Yapilan immunope-
roksidaz boyamalarda; konfirme edilmis 14 beyinin tamaminda, stip-
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heli olan 8 beyinden ise 3 tanesinde antijenin varlig1 tespit edilmis ve
testin glivenilirligi bir kez daha teyit edilmistir (16). Formolde tespit
edilmis ve parafinde bloklanmis doku kesitlerinde, immunoperoksi-
daz boyamalar1 uygulayan diger arastiricilar da listeriosisin teshisin-
de, bu metodu giivenilir bir teknik olarak tavsiye etmislerdir
(5,7,10,11,12,13,14,16). Bu calismada alinan sonuclar; formolde tes-
pit edilerek laboratuvara ulastirilan materyallerde, immunoperoksi-
daz teknikle yapilan boyamalarla etiyolojik teshisin miimkiin oldugu-
nu gostermis ve diger arastiricilarin bu konudaki gériiglerini teyit et-
mistir.

Weinstock ve ark. (1995) encephalitisli hayvanlarda Listeria an-
tijeninin tespiti amaci ile yaptiklar1 calismada; antijeni yogunlukla
notrofillerin, daha seyrek olarak da makrofajlarin sitoplazmalar: igin-
de tespit etmislerdir. Nekroze bolgelerde ise birkag hiicrede boyanma
oldugunu bildirmiglerdir (16). Marco ve ark. (1988) bu bulgularla bir-
likte, malazik lezyonlarin sekillendigi odaklarda da antijenik lokali-
zasyonun varligimi gérmiislerdir (12). Lectin kullanilarak gerceklesti-
rilen bir baska immunohistolojik arastirmada, notrofil ve makrofajla-
rin yani sira damar endotellerinde de listeria antijeninin varhg orta-
ya konmustur (11).

Bu ¢alismada incelenen encephalitisli beyin dokularinda L. mo-
nocytogenes antijeni, yalnizca mikroapselerin sekillendigi odaklarda-
ki notrofil 16ykositlerin ve az olarak da makrofajlarin sitoplazmalarm-
da tespit edilmistir. Seri kesitlerde yapilan ¢alismalarda bunun disin-
daki bolgelerde boyanma olmadigr goriilmiistiir. Arastiricilar mikro-
apse odaklarinin disinda sekillenen farkl lokalizasyonlarm tam ola-
rak agiklanamadigini, bu durumun lezyonlarin gelisim stireci ile ilgi-
li olabilecegi goruisiinii benimsemektedirler (11,12,16).

Yapilan bu ¢alismada ; teshis amaci ile gonderilen dért koyuna
ait beyin ve beyinciklerde, histopatolojik olarak; mikro apselerinde
bulundugu bir meningoencephalitis tablosu tespit edilmistir. Etiyo-
lojik sebebin belirlenmesi maksad: ile, immunoperoksidaz boyama-
lar yapilmis ve L. monocytogenes antijenin varligina dayanilarak, Lis-
teria encephalitis teghisi konulmustur. Bu calisma tilkemizde; for-
molde tespit edilip, parafinde bloklanmis doku kesitlerinde immuno-
peroksidaz teknikle, Listeria encephalitisin teshis edildigi ilk saha ¢a-
lismasidir.

Bu ¢alismanin sonuglar1 gostermistir ki; Balikesir'de bir Liste-
ria encephalitis problemi yasanmistir. Elimizdeki bilgilere gore, isle-
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nen materyallerden iki tanesi ayni sahsa ait hayvanlardan alinmistir.
Yeni vakalarin ortaya cikmasii 6nlemek i¢in; bundan sonraki asa-
mada, epidemiyolojik ¢alismalarin yapilmasi, 6zellikle bélgede uygu-
lanan bakim ve besleme sartlarinin gézden gecirilmesi, hazirlanan si-
laj yemler tizerinde bakteriyolojik calismalarin baslatiimasi uygun
olacaktir.

TESEKKUR

Sistemli calismalar:i ile marazi maddelerin enstitiimiize ulas-
masin1 saglayan Balikesir Il Kontrol Laboratuvar1 Miidiirliigiine, im-
munoperoksidaz boyamalarda kullanilan L. monocytogenes hiperim-
mun serumu'nun temininde yardimeci olan, Gida Kontrol Laboratuva-
r1 sefi Uzman Veteriner Hekim Yildiz AYAZ'a tesekkiir ederim.
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