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OZET

Leptospirosistamainda LipL 32, OmpL 1 ve 16SrRNA gen bolgelerindeki spesifik
dizileri hedef alan PCR-RFL P yontemlerinin duyar lihiklarimn tespiti

Leptospiroz, tim dinyada i1himan ve yagish iklim 0Ozelligi gosteren
bdlgelerde gorulen en 6nemli zoonozlardadir. Oldukcga genis bir spektrumda klinik
tabloya sebep olan leptospirosisde olgularin sadece %10'unda gorulebilen
hematirinin de spesifik bir semptom olmamas sebebi ile Leptospirosisin klinik
tams son derece zordur. Leptospirozlu vakalarin ¢ogu ya tam almadan
nonspesifik olarak ampirik tedavi almakta veya hastalik spontan iyilesme ile
sonlanmaktadir. Ancak son ikterik dénemdeki hastalar arastirma hastanelerine
zorunlu olarak basvurmakta ve idrar ve kan orneklerinin karanhk alan
mikroskopis ile degerlendirilmes ile non-spesifik ve disik senstivitede tam
almaktadir.

Bu calismada konvensiyonel tamidaki yetersizliklere alternatif olmak tzere,
sUpheli hastaya ait klinik materyallerde; a- leptospira varhgi, b- L.interrogans ve
L.bifleksa tUr tayini yapabilecek, yiksek sensitivite ve spesifiteye sahip ve hizh
sonug Uretebilen PCR bazh tani kiti gelistirilmes amacland.

Karanhk Alan Mikroskopis ve MAT’ ne gore daha sensitif, spesifik ve hizl
bir alternatif tam testi olusturmak tzere 16S5rRNA Nested-PCR RFLP, OmpL1
PCR ve LipL32 Nested-PCR testlerinin kullanilabilirligini belirlemek amac ile,
Cukurova bdélgesinde klinik olarak leptospirosis siiphes olup C.U Tip Fakiltes
hastanes ile SB Adana Devlet Hastanes Enfeksiyon Hastahklar1 Kliniklerine
basvuran 38i yetiskin 9u 18 yas alti hastalardan alinan 47 kan érnegi ile
bolgemizde hematiri ve ikter bulgulari olan 86 biyukbas hayvana ait kan ornegi
47's insan 86'a hasta hayvanlara ait olmak (zere toplam 133 serum/plazma
ornegi degerlendirildi.

Karanhk alan mikroskobisinde (KAM) incelenen 22 insan ve 34 hayvan
orneginde leptospira ile uyumlu gérunti elde edilirken, 7 farklh L.interrogans susu
ve L. patoc susunun antijen olarak kullanildigt MAT ile degerlendirilmes
sonucunda ise insan serum Orneklerinin 21'i ile hayvan serum Orneklerinin
69'unda en az 1/50 titrasyonda bir antijene kars1 seropozitiflik gortldi.16S rRNA
Nested-PCR-RFLP ile 77°s L.interrogans 15'i de L.biflexa olmak Uzere, toplam 92
ornekte hedef diziler tespit edilirken, sadece L.interrogans tirlerinde bulunan
LipL 32 geni spesifik primerlerin kullamldigr PCR ile 6rneklerin 77'sinde, serotip
duzeyinde L.interrogans ayrimina imkan veren OmpL1 PCR ile ise toplam 67
ornekte pozitiflik elde edildi.

Bolgede en sk karsilasilan serotipin %2,1'i insan %25,6's hayvan
orneklerinden olmak lzere %17 oram ile L.hardjo oldugu, bu serotip disinda,
aras ile L.grippotyphosa, L.Bratisava ve L.ichteriohaemmorhagia gibi serotiplerin
goruldiagi tespit edilmistir.

Anahtar sozcikler: L.interrogans, PCR, 16SrRNA, OmpL1, LipL32



ABSTRACT

Detection of sensitivity, PCR-RFLP metods, targeted spesific sequencein
LipL32, OmpL 1 and 16SrRNA generegions for diagnosis L eptospirosis.

Leptospirosis is one of the most important zoonozis, seen in regions with
temperate and rainy climate, including our region. Causing a wide clinical
spectrum, clinical diagnosis of Leptospirosisis extremely difficult because only 10
% of cases with nonspecific symptoms can be seen. Most of the cases of
Leptospirosis are either non-specific empirical treatment without diagnosis, or
disease terminated with spontaneous recovery. However, with patients in the last
icteric period, it is necessary to admit them to research hospitals, and evaluate
them via non-specific and low sensitivity methods with blood and urine samples
through dark field microscopy.

This study is aimed at developing alternative methods for identifying
deficiencies in conventional diagnosis methods, diagnostic kit based PCR-RFLP,
which belong to the suspect patient clinical materials, a- to show existence
leptosipira, b- identification of L.interrogans and L.biflexa types, with high
sengitivity and specificity and can produce rapid results.

A total of 47 human patients, 38 adults and 9 under of 18 age, were
admitted to C.U. Faculty of Medicine and The Depertment of Infectious Disaease
of Adana State Hospital of Health Ministery, and blood samples of 86 cattle
belongs to Cukurova region which showed hematuria and icter symptomps, were
investigated with 16S rRNA Nested-PCR RFLP, OmpL1 PCR and LipL 32 nested-
PCR tests, to create more sensitive, specific and rapid alternative diagnostic tests
to determine the usability of DFM and MAT.

While positivity rates in all samples analyzed in DFM methods, 22 human
and 34 animal, sera appearance were obtained by Leptospira compatible
images, the result of the MAT samples from 7 different L.interrogansstrains
and L.patoc strain were used as an antigen to evaluate, 21 human and 69 animal
serum samples seropositivity were detected in at least 1/50 via antigen titration.
The target sequences within 16SrRNA gene were found to be postive in 92
patients, of which 77 belonged to theL.interrogansand 15 L.biflexa by using 16S
rRNA-specific nested-PCR-RFLP which allows the separation of pathogenic and
non-pathogenic strains. And the result of LipL 32 gene specific primers PCR in 77
samples of all samplesL.interroganswas found, and by using OmpL1 PCR which
allows separation of the level of serotype to L.interrogans, 67 samples wer e found
to be positive

L.hardjo have been identified as the most common serotypes in the region
with rate is 17% including 2,1% of people and 25,6% of animal samples and
except for this serotype, L.grippotyphosa, L.bratisava and L.ichteriohaemmorhagia
respectively have been seen asthe serotypesidentified.

Key words: L.interrogans, PCR, 16SrRNA, OmpL1, LipL32
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1. GIRIS

Leptospirosis, Leptospira cinsi  spiroketlerin neden oldugu muhtemelen
dinyanin en yaygin ve 6nemli zoonotik infeksiyonlardan birisidir. Basta yagmurlarin
bol oldugu tropikal ve subtropikal iklim kusaginda yer alan tlkeler olmak Uzere, tim
dinya da yaygin halde gérilen leptospirosis mevsimsel salginlara sebep olmaktadir.
Insanlarda, hafif grip benzeri semptomlarla seyreden ve spontan sonlanan anikterik bir
hastaliktan, hepato-nefrit ile karakterize ¢coklu organ tutulumu gorilen fatal hemorajik,
ikterik malign form olan Weil hastaligina kadar degisen farkl: klinik tablolarla seyreder.
Weil hastaliginda, antibiyotik kullammina ragmen mortalite %10’ un Uzerine gikabilir.
Bu sebeple hastaligi anikterik dénemde iken tansi ve 6zgul tedavi hayat kurtaricidir.
Ancak leptospiralarin biyolojik 6zellikleri sebebi laboratuar tanilar1 problemlidir. Hicre
duvar: yapisi sebebi ile diger bakterilerin gosterildigi anilin boyalarla boyanmadiklar
icin direkt mikroskopik inceleme leptospiralarin tamsinda kullamlamaz. Floresan
antikor veya immunperoksidaz gibi immuno-histokimyasal boyalar veya Warthin Starry
gibi gimisleme teknikleri gibi daha komplike 6zel boya yontemleri ise ancak gelismis
ve epidemik bdlgelerde hizmet verem tam laboratuarlar: icin bir alternatifdir. Karanlik
alan mikroskopisi, daha az komplike bir yontem olmakla beraber, duyarliligi ve
Ozgulltgunin dusuk olusu, sonuglarinin tecribeli personele ragmen yoruma agik
olmasi, pozitif sonug icin 6rnekte en az 10* leptospira/ml spiroket olmast zorunlulugu
sebebi ile direkt mikroskobi tam igin yeterli bir alternatif olarak kabul edilemez.
Leptospiralarin  diger bakteriler gibi nutrisyonel besiyerlerinde Uretilememeleri,
leptospireminin hastaligin semptomlarinin ortaya cikisindan sonra kisa stire goérultyor
olmasi, kan, vicut sivilar1 ve BOS'un ilk hafta igerisinde alinmasimi zorunlu kilar. idrar
ornegi ikinci haftada alinabilir ancak duyarliligi son derece disukttr. Birkag damla kan
orneginin 5-flourourasil ihtiva eden 10 ml semisolid besiyerlerine inoklasyonu veya
radiometrik bazli kiltir sistemlerinin kullamimasi halinde izolasyon mimkin gibi
gorunsede negatif sonuclarin 13 hafta bekletilmesi, yani sonuglarin geg elde edilmesi ve
sistem kurulumunun pahali olmast sporadik vaka gorulen bolgeler icin bu metodlar: da
tanida alternatif olmaktan ¢ikartmaktadir. Diger taraftan klinik materyalde leptospira
antijenlerinin gosterildigi Radioimmunassay (RIA) ve Enzim-Linked Immunosorbent



Assay (ELISA) tedlerinin guvenilir 0Ozgullikte sonuclar Oretmelerine karsilik
duyarliliklarimin 10%-10° leptospira/ml olmas: antijen arayan testlerin duyarliliginin
dustk olmasina yol agmaktadir. Son yillarda gelistirilen immunomagnetic assay ile
duyarlilik 10% leptospira/ml kadar dustrulmiistir. Ancak bu testlerde gelismis
laboratuarlarda pahali ekipmanlar: gerektiren pahali testler olmalar1 sebebi ile rutin
tanida alternatif olarak kabul edilememektedir. Micro-kapsiil agglutination test (MCAT),
mikroskopik aglitinasyon testi (MAT), LEPTO Dipstick, Makroskopik lam
agglutination test (Macroscopic SAT), LEPTO Latera flow, Indirekt hemaglutinasyon
testi (IHA) ve LEPTO Dri Dot test ve dot-ELISA gibi hastaligin akut déneminde ortaya
cikan IgM tidrd cevabr 6lgen hizli testlerin yam sira Kompleman birlesmesi reaksiyonu
(KBR) gibi epidemiyolojik amagli sonucglar Ureten antikor bazli serolojik testler tam
amacli olarak kullamlmaktadir. Ancak bu testlerin duyarliliklar: ve 6zgulltkler dusuktar.
Mikrobiyolojik tamda yasanan bu yetersizlikler, siklikla hastalarin tam almadan non-
spesifik tedavi edilmelerine yol agmaktadir. Bu sebeple tamda, daha guvenilir, daha
0zgul, sahada uygulanabilir ve ucuz yontemlerin yaratiimasi cabalarim artirmistir. Bu
baglamda bircok viral ve bakteriyel infeksiyonun tamsinda basari ile uygulanan
molekuler tam yontemlerinin gesitli modifikasyonlar: leptospiralar igin de denenmistir.
Mesela klinik 6rneklerde leptospira DNA segmentleri icin gelistirilen 3P proplarinin
kullamldigi dot-blotting ve in-situ hibridizasyon yéntemlerinin duyarhliklarinin 10°
leptospira/lml oldugu gosterilmistir. Diger taraftan kultir kadar 6zgul ama kultirden
daha duyarli sonuglarin birkag saat icerisinde elde edildigi, leptospiralarin konservatif
gen bolgelerindeki spesifik dizileri hedef alan in house spesifik primer-PCR, Random
amplified polymorphic DNA (RAPD) fingerprinting, arbitrarily primed PCR (APPCR),
tek nokta nukleotid polimorfik DNA-PCR, repetitive extragenic PCR (REP-PCR) ve
FAFLP (fluorescent amplified fragment length polymorphism) gibi PCR bazli ¢ok
sayidatest gelistirilmistir.

Bu calismada leprospirozlu hastalarda klinik tamy: destekleyecek ve tedaviyi
yonlendirecek givenilir bir metod olarak; ompL1-PCR ile LipL32-PCR ydntemlerinin
uygulanabilirlik ve kabul edilebilirliklerinin tespiti amaglanmistir. Caligmanin bir diger
amaci da 16SrRNA PCR-RFLP ile L.interrogans turl igerisinde tip tayini yaparak,
bolgede egemen suslarin, tip dizeyinde tammlanmalarimi saglamak, bolgenin
epidemiyolojik haritasint gikartmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Renal yetmezlikle beraber gorulen ikterik leptospiroz olgusu ilk kez A.Well
(1886) tarafindan Weil Sendromu olarak tammlanmustir'. Ancak klinik materyallerde
leptospiralar gosterilememistir. Benzer klinik materyalden hazirlanan preparatlarda
karanlik alan mikroskopisinde Leptospiralari gosteren Stimson (1907) bu spirallere
Spirochaeta interrogans adini vermistir®.

Patojenik leptospiralarin kiltdrd ilk olarak Almanya da Uhlenhuth ve Fromme
(1916) tarafindan yapilmustir’. Noguchi (1918) leptospiralarla ilgili mikroskobik ve
kiltdr calismalarint son derece detayli bir sekilde yayinlamis ve letospiralarin diger
spiroketlerden farkli, ince spiralli yeni bir tir olmasi gerekliligini savunmustur®. Bu
yayindan sonra tim dinyada leptospiralarla ilgili calismalar hizla artrus ve bu
calismalarda cok sayida yeni tiir/serotip ve vektor/rezervuar hayvan tespit edilmistir>®.
Elektromikroskobi calismalari ile leptospiralarin morfolojik ozellikleri detayli olarak
incelenebilmistir.

Tirkiye' de leptospiroz ile ilgili ilk makale Resat Riza Bey (1915) tarafindan
yayinlanmis, ilk hayvan deneyleri ise Hiusameddin Serif Bey (1922) tarafindan
yapilmistir’. Daha sonra Plevnelioglu |1. Diinya Savasi sirasinda (1947) Bat1 Trakya da

askerler arasinda iki leptospiroz vakasini kesin olarak ispatlamustir®.

2.2 Taksonomi ve Siniflandirma:

Leptospiralar; Spirochaetales takiminda, Leptospiraceae ailesinde, Leptospira
cinsinde yer alirlar. Cinsigerisine 1967’ ye kadar ¢cok sayidatir yerlestirilmekle beraber,
nikleik asit dizeyindeki calismalar leptospiralarin diger bakteriler gibi cins ve tirlere
ayrilamayacagim gostermistir. Guniimiizde Diinya Saglik Orgiitii (DSO) Leptospira alt
komitesi leptospiralari, hastaligin epidemiyolojisine de 1sik tutmak Uzere yulzey
antijenik yapilarim dikkate alarak insan ve hayvanlar icin patojen turleri iceren 300 den
fazla serotipten olusan Leptospira interrogans sensu lato grubu ve cevresel saprofitik
turleri iceren 45 kadar sero tipi olan Leptospira biflexa sensu lato grubu olmak tzere iki
ana grupta toplamustir. Bu iki ana grup, farkli sayida serotip iceren sero gruplara ayrilir.



Cografi bolgelerin iklim sartlari, topragimn yapisi ve infeksiyon kaynagi olan hayvan

turlerinin farkliliklar: nedeni ile Leptospira suslar arasinda bolgeler, tlkeler ve kitalar

arasi farkliliklar bildirilmistir. Ancak deniz tasimaciligi ile kemiricilerin kitalar arasi

tasinmalar1 suglarin cografi sinirlarim ortadan kaldirmustir.

Tablo 1. L. interrogans sensu lato Serogrubuna ait baz: serovarlar®

Serogroup

Serovarlar (Serotipler)

Icterohaemorrhagiae
Hebdomadis
Autumnalis
Pyrogenes
Bataviae
Grippotyphosa
Canicola
Australis
Pomona
Javanica
Sgroe
Panama
Cynopteri
Djasiman
Sarmin

Mini

Tarassovi
Ballum

| cterohaemorrhagiae, copenhagen, zzmbabwe
hebdomadis, jules, kremastos
autumnalis, fortbragg, bim, weerasinghe
pyrogenes

bataviae

grippotyphosa, canalzonae, ratnapura
canicola

australis, bratisava, lora

pomona

javanica

sgroe, saxkoebing, hardjo

panama, mangus

cynopteri

djasiman

sarmin

mini, georgia

tarassovi

ballum, aroborea

Son yillarda DNA-DNA hibridizasyon temeline dayali olarak yapilan genetik

siniflandirmada ise leptospira genom dizilimine gore 16 genom tiire ayirir.



Tablo 2. Leptospiralarda Genomo-tiirlere gére serogruplarin dagilimi ©°

Genomo-tirler

Sero-gruplar

L.

interrogans

. noguchii

. santar osai

. meyeri
.fainel

. borgpetersenii

. kirschneri

- weilii

. inadai

. parvac
. alexanderi
. wolbachii

. biflexa

| cterohaemorrhagiae, Canicola, Pomona,
Australis, Autumnalis, Pyrogenes, Grippotyphosa,
Djasiman, Hebdomadis, Sgjroe, Bataviae,
Ranarum, Louisiana, Mini, Sarmin

Panama, Autumnalis, Pyrogenes, Louisiana,
Bataviae, Tarassovi, Australis, Shermani,
Djasiman, Pomona

Shermani, Hebdomadis, Tarassovi, Pyrogenes,
Autumnalis, Bataviae,Mini, Grippotyphosa, Sgjroe,
Pomona, Javanica, Sarmin, Cynopteri

Ranarum, Semaranga, Sgjroe, Mini, Javanica
Hurstbridge

Javanica, Ballum, Hebdomadis, Sgjroe,
Tarassovi,Mini,Celledoni, Pyrogenes, Bataviae,
Australis, Autumnalis

Grippotyphosa, Autumnalis, Cynopteri,
Hebdomadis, Australis, Pomona, Djasiman,
Canicola, Icterohaemorrhagiae, Bataviae,
Celledoni, Icterohaemorrhagiae, Sarmin,
Javanica,Sgiroe Mini, Tarassovi, Hebdomadis,
Pyrogenes, Manhao,

Lyme, Shermani, |cterohaemorrhagiae, Tarassovi,
Manhao, Canicola, Panama, Javanica

Turneria

Manhao, Hebdomadis, Javanica, Mini

Codice

Semaranga, Andamana



Genom siniflandirma yontemi genel olarak antijenik simiflandirma ile uyum
gbsterse de birkag serovar genom siniflandirma ile farkli grupta bulunmustur. Bununla
birlikte Brenner ve Feresu bazi serovarlarin birden ¢ok tur ile genomik olarak benzerlik
goserdiklerini tespit etmislerdir.

Tablo 3. Birden fazlatiir icinde siniflanmus olan serovarlar®.

Serovar Turler

Bataviae L. interrogans, L. santarosai
Bulgarica L.interrogans, L. kirschneri
Grippotyphosa L. kirschneri, L.interrogans
Hardjo L.borgpetersenii, L. interrogans, L.meyeri
Icterohaemorrhagiae L. Interrogans, L.inadai
Kremastos L. interrogans, L. santarosai
Mwogolo L. kirschneri, L.interrogans
Paidjan L. kirschneri, L.interrogans
Pomona L. /nterrogans, L.noguchii
Pyrogenes L. interrogans, L. Santarosai
Szwajizak L. interrogans, L. Santarosai
Valbuzzi L.interrogans, L. Kirschneri

2.3. Leptospiralarin Ekolojik dzellikleri.

Leptospiralar kutuplarda dahil bitin cografi bolgelerde gosterilmislerdir.
Tabiatta vektor ve rezervuarlar: yabani kemiricilerdir. Ancak bu hayvanlarin idrarlari ile
kontamine olmus tath su kaynaklari, toprak, camur birikintileri, sebze ve meyvelerde

leptospiralar icin hem kaynak hemde tasiyic1 gorevi Ustlenirler.

2.3.1 Dogal Vektor ve Rezervuarlar

Her leptospira serotipinin belirli bir tasiyicist oldugu disuntlmustir. Mesela;
serovar copenhageni fare ile, serovar canicola kopek ile, serovar hardjo sigir ile bir
anilmistir. Ancak yapilan epidemiyolojik calismalarda, bir vektorin birden fazla



serotipe ev sahipligi yapabilecegi gibi bir serotipin birden fazla vektorinin de
olabilecegi gosterilmis, konak segiciliginin ¢ok kesin bir kurali olmadigi anlasilmustur.
Kronik leptospirosis gelisen hayvanlar hastalik stiresince hicbir semptom vermeksizin

idrarlar1 ile mikroorganizmay: yayarlar.

Tablo4. Hayvan tirlerine goreiliskilendirilmis serovarlar®.

Rezervuar tasiyici Serovar

Domuz pomona, tarassovi
Sigir hardjo, pomona

At bratislava

K 6pek canicola

Koyun hardjo

Rakun grippotyphosa

Rat icterohaemorrhagiae, copenhageni
Fare ballum, arborea, bim
Keseliler grippotyphosa
Yarasa cynopteri, wolffi

2.3.2. Dogal Ekolojik Ortamda Leptospira Yayilimi :

Enfekte hayvanlarin idrarlar: ile kirlenmis tath su kaynaklar1 basta olmak Uzere
bitin dogal cevre leptospiralar icin hayat alamdir. Leptospiralar, 6zellikle glnes
1s1gindan uzak 1slak veya nemli alanlarda, enfekte idrar ile kontamine olmus pH’si 6.7-
7.4 olan tatli su birikintileri ve ¢camur igerisinde 11 giin kadar, tuz konsantrasyonu %
3.78 ila 3.85, pH'st da 6,5-6,8 olan deniz sularinda ise ¢ok kisa sire canliliklarim
strdurebilirler.

L.australis A serotipinin pH ‘si 6,1-6,2 olan toprakta enfektif gtictinii 32-45 gun,
L. pomona’ nin da nemliligi %15,2-31,4 ve pH’s1 6,7-7,2 olan toprakta canliligim 74 giin
kadar koruyabildigi gosterilmistir*>**. Non-patojen leptospiralar ve ac1 ve tuzlu sulardan
izole olan halofilik suslar da, durgun sular, yeralt: sulari, toprak ve ¢amurdan izole
edilebilir. Celtik tarlalari, bara] sular1 ve goletler de dogadaki devamliligini korumasi



icin 6nemlidir. L.australis A serotipinin bir ¢eltik tarlasinda, pH 7,0-7,8 de ve 1-30°C
arasindaki 1sida 7-14 guin canli kaldigi gosterilmistir. 1sinin 42°C 'ye ¢ikmasi halinde ise

mikroorganizmalarin 3 saat icerisinde 6ldiigti gorulmiistir™.

2.3.3.Cografi ve iklimsel Faktorler :

Leptospiralarin tastyict olmadan viicut digi ortamda varliklarini stirdirebilmeleri
Ozellikle ortamin nem ve asiditesine baglidir. Cevrenin nemlilik oranimi ve ne siire ile
nemli kalacagim ortamdaki; yagis, toprak kalitesi ve dip suyu, gibi jeolojik faktorler ile
yuzeyin egimi, agaclandirma ve bitki ortusi ile sicaklik belirler. Bu faktorler sadece
leptospiroz bulas faktorlerini ve dogal ortamdaki canlilik siiresini belirlemekle kalmaz
ayni zamanda insanlarin sosyal ve kulturel yasantisini, muhtemel vektorlerin gorilme
siklig1 ve tar dagilimi gibi ekolojik Ozelliklerini de etkiler. Bu nedenle leptospiralarin
toprakta ve suda bulunma yogunluklarint ve populasyonlarin etkileyen en onemli

etmenler cografik ve iklimsel faktorlerdir.

2.4. Leptospiralarin Morfolojik Ozellikleri

Leptospiralar 0.1 x 6-20 pum boyutlarinda, siki spiralli, uclar1 gengel seklinde
kivrik gorinumde, iki uctan c¢ikan birer adet endoflagellalart yardimu ile oldukca
hareketli, oksidaz pozitif, zorunlu aerobik, gram negatif, sporsuz, kapsilsiiz
bakterilerdir’®. Por bilyikligli 0.45um olan filtre kagidindan gegebilirler.
Leptospiralarda anatomik olusumlar ¢ temel baslik altinda degerlendirilebilir. Bunlar;
1-organizmay1 kusatan membran kompleksi veya ortll, 2-homojen hareket orgam olan
aksial flament veya endoflagella veya periplazmik flagella ve 3-spiral seklindeki
protoplazmik silindir ve igyapr elemanlaridir. Leptospiralar ¢ift membran yapisina sahip
bakterilerdir. Sitoplazmik membran ile peptidoglikan bir biri ile yapisik denecek kadar
i¢ icedir ve bu membran kompleksi bir dis membran veya dis zarf olarak tammlanan
kilif tarafindan sarilir. Flagella membran kompleksi ile dis membran arasinda yer alr.
Dis membran yapisinda yer alan lipopolisakkarit (LPS)’de leptospiralara hiicre duvari
antijenik 0Ozelligi kazandirr. Bu yapisal olarak gram negatif mikroorganizmalarin
LPS'sine benzer. Ancak spirallerin sik ve ince olusu gram boyama ile morfolojik
Ozelliklerin gosterilmesini guglestirir. Bu sebeple goruntileme, ya metal artefaktin
hicre duvarinda prespitasyonu esasina dayali gumisleme yontemiyle veya



immunoperoksidaz ya da immunofluoresan gibi immuno-histokimyasal yontemlerden
birisi ile hazirlanmis preparatlarla yapilabilir. Protoplazmik silindirin ince kesitlerinde
tubller yapya sahip oldugu, osmofilik grandller icerdigi ve graniler tarzda
cikintilarimn oldugu tespit edilmistir. Protoplazmik silindiri saran ve distile su veya
serum fizyolojikle yikama ile kolaylikla uzaklastirilabilen sogan seklindeki kabarik non-

grantiler 6rtii meveuttur *'.

2.4.1. HucreDuvari

Bu yam 3-5 tabakali dis zarf (OE) ve c¢ift membran yapisi 0zelligi gosteren
peptidoglikan-stoplazmik membran kompleksinden olusur. Leptospiralarda stoplazmik
membran ve peptidoglikan yapi birbiri ile yakin iliskilidir ve membran gegisini saglayan
porinleri bulunduran OE ile gevrilidir. OE'nin yapisim; somatik LPS yapi, LipL32,
LipL21 ve LipL41 gibi lipoproteinler ve OmpL 1 gibi integral membran proteinlerinden
olusan porin proteinlerinin olusturdugu patogenezde de Onemli rol oynayan dis
membran proteinleri (OMPs), glikokaliks proteinler ve fosfolipitler gibi bircok protein
kompleksi olusturur. Hicre yiizeyinde yer alan proteinler lokasyonlarinin geregi olarak
konak ile leptospira arasindaki iliskinin diizenlenmesinde, hiicre dig1t matrikse adezyon,
kolonizasyon, immunsistemin uyariimast ve immun sistemden kagis gibi énemli roller
ustlenirler. Besiyerinde Ureyen leptospira kilturlerinde, proteinler her zaman adheziv
karakter gosterirler. Protein miktari ancak santriflij yikama ile belirlenebilir seviyelere
dusebilir; ancak gercekte herhangi bir yikama adherent materyal ile birlikte OE’yi de
kaldirir®®,

Bu gine kadar yapilan calismalarda Lsa24/Len ailesi proteinler, LigA/LigB,
Lsa21, LipL32, TlyC, Lp30, Lp95, Lsab3, OmpL 37, LIC10258, L1C11834, LI1C12238,
L1C12253, L1C12880 ve LIC12895 genlerinde kodlanan hiicre disi matrikse baglanan
yuizey proteinleri genom diizeyinde tammlanmstir. Leptospiral surface-adhesin olarak
adlandirilan Lsa63 laminin ve kollajen 1V’ e baglamrken LIC12238, LIC12880 geninde
kodlanan Lp30 ve L1C10258 geninde kodlanan ytizey proteinleri plazminojene, LipL32;
kollajenl, kollajenV, laminin, kollajenlV ve plazma fibronektinine baglanir. LI1C11834
ve LIC12253 genleri tarafindan kodlanan Lsa33, Lsa25, LIC12895 geninde kodlanan

Lsa27 proteinlerinde laminine ve plazminojene baglandig gosterilmistir.



Son calismalarda bu dis membran proteinlerinin disinda membranla iliskili olup
fonksiyonlar1 tam olarak aydinlatilamamis olan OmpL36, OmpL37, OmpL47 ve
OmpL 54 ile duyarl1 hiicreye saldir1 ve invazyonlailiskili yeni bir ompA benzeri protein,
Lsa66, varligi da tespit edilmistir*®.

LPS leptospiralarin major yizey antijenidir ve yapisindaki varyasyonlar 250 den

fazla olan serovarlarin ayriminda kullanilir %

Sekil.1. Leptospiranin e ektron mikroskobunda gorintiisi

DuslUk konsantrasyondaki ethanol, deterjanlar ya da tripsin gibi proteazlar OE’1
hizlica denatire eder ve sarmal yap1 kademeli olarak agilir. OE in yikim ile bazi
antijenik yapilar1 ve muramik asiti igeren ici bos bir tip yap: ortaya ¢ikar. Bu asamada
fibriller spiral yapiya sarilmug  halde gordlebilir.  Peptidoglikan, fagositoz
mekanizmasinin uyarilmasinda ve monositlerden TNF-alfa sitokini salinmasinda rol
oynar?,

Leptospira peptidoglikani, endotel hicrelere yapismaya neden oldugundan
polimorfoniikleer I6kositler icin sitotoksiktir®, Hiicresel yapismada endotelial hiicre
bagiml1 stimulasyon, leptospiroz patolojisinde 6nemli rol oynar.

Leptospiralarin hiicre membraminda oransal olarak yiksek total lipit miktar: ve
farkl yag asitleri bulunur®®. Total lipitin %14-26 ‘si olan kuru agirliginin %50-70 kadar:
fosfolipitlerden olusur®.
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2.4.2. Protoplazmik Silindir.

Protoplazmik silindir icerisinde, pasif hareketli stoplazma, nikleer materyal,
ribozom, fibriler materyal ve mezozom ile bazen elektron-yogun yuvarlak enerji
grandlleri oldugu tahmin edilen inkltzyonlar gorultr. Halofilik leptospiralar icerisinde
cok fazla sayida sodyum klorid iceren inklizyon cisimcikleri bulunur.

2.4.3. Flagella

Leptospiralarda her iki uctan baslayan ve peptidoglikan kompleksden kdken alan
FlaA ve FlaB proteinlerinden olusan 2 tane periplazmik flagella gorultr. L.biflexa flaB
mutant suslarda flagella olmamasina ragmen spiral yap1 korunur. Bu, borellia'lardan
farkl: olarak, leptospiralarda flagellamn spiral yapimin olusmast veya korunmasi igin
desil sadece hareket icin gerekli oldugunu gosterir®. Nitekim leptospiralar 6zellikle sivi
fazda flagellar: ile son derece hizli yizerler. Hareket de leptospiralar igin énemli bir
virulans faktoridir. Bu organizma sivi fazin yam sira bag-doku gibi jel benzeri yar kat1
matriksde de ylzme hareketi yapabilir. Harereket, deterjanlar ve etanol gibi hicre
ylzeyini bozan gjanlar, fiksatifler, halojen iyonlar, lipazlar, pH 6.4 dan disuk asidik pH
ve pH 9.8 Ustl alkali ortamlarda bozulur.

Leptospiralar boltndiklerinde yeni olusan hiicre kendisine hemen yeni bir
kamgci daha gelistirir. Yapisal olarak flagella diger gram negatif bakteri flagellalar: ile
benzer yap1 gosterir. Bakteri proksimal ucunda, hiicre duvari tabakalar1 arasina giren
disklerin kasiimasi sonucu, kanca yapi olusturur?’. Karanlik alan mikroskopisinde ok
net olarak izlenilebilen hareketlilik, spiroketin periplazmik zarfi igerisindeki ug
kisimlardan baglayan ve ortasinda sonlanan aksial flamentinin kasilip gevseyerek
olusturdugu hareket, uzun eksen etrafinda donme sonucu olusan hareket ve kayma
hareketi ile 3 sekilde olusur. Aksiyal flamentin kasilmasi sonucu bakterinin ucu Turk
hangeri olarak da tanimlanan, etek askisi seklinde ice dogru kivrik kanca goruntmunu
alir. Hareketli leptospiralar karanlik alan mikroskobisinde, kancal1 ug sebebi ileC, S, L,
T harflerine, sperme ve 8 rakamina benzer gortntiler izlenebilir. Besiyerinde pasgjlama
sayisi arttikga kivrik uglu gorantt azalir.
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2.5. HicreBolinmes

Leptospiralar sivi besi yerinde, orta eksen boyunca ortadan ikiye bélinerek
cogalirlar. Leptospiral hiicre uzamada maksimum boya ulastigi zaman, protoplazmik
slindirdeki bolinmeyi baslatan ve her yeni hiicrenin uglarina dogru uzanan bir yapi
gorulur. Genellikle bolinme tamamlanmadan 6nce iki leptospira bir siire bagli kalir ve
bagimsiz doniise devam ederler. Bazen ayrilma gecikir ve birbirine bagli 10 veya daha
fazla bakteriden olusan olaganiistii uzamus leptospira sekilleri goruilebilir®.

Kesin olmamakla birlikte, yeni olusan hiicrenin sonuna dogru, yeni bir kamgi
motor eleman olusturulur veya bolinme tamamlanmadan Once yeni hticrenin motor
eleman organize edilir. Bu kokten sentezlenen yeni kamgi orijinal uzunluguna ulasana
kadar leptospiranin merkezine dogru buyur. Leptospiralarin hiicre bolinme olayinin
diizenleme ve entegrasyon hakkinda kesin olarak bilinen cok az sey vardir®®,

2.6. Genetik Kompozisyon

L. interrogans tirlerinde birisi 4.332.241 baz cifti (bp) (Cl) bluyilk, digeri de
358.943 bp (Cl1), buyukluginde kiuctik olmak Gzere toplam 4,691,184 bp uzunlugunda
iki sirkiler DNA’dan olusur. Diger spiroketlerle kiyaslandiginda, 1.138.006 bp olan T.
pallidum ve 1.519.857 bp biyukluginde olan B.burgdorferi genomundan, oldukca
blyudktir bir yapidir. Leptospiralarda G+C oram % 35-40 oraninda olup bu oran
L.interrogans icin ortalama %36 ‘dir. Bu gruba ait tirlerde genomun % 78.40 (%73-
77)'1 agik okuma bolgeleri (ORF) olup yaklasik olarak 4727 ‘si fonksiyonel proteinler
olmak Uzere 4768 kadar proteini kodlanir. L.patoc susunda ORF oram %92.5 olup
yaklasik olarak 3560 protein kodlarir. L.interrogans turlerindeki ORF dizilerinden,
37'si tRNA, 4 tanesi de rRNA alt dnitelerinin kodlamak Uzere, toplam 41'i yapisal
proteinler ile ilgili genlerdir. Fonksiyonel genlerden 4360 "1 Cl Uzerinde kodlanirken
367’'si Cll den kodlanir. Yapisal 41 genin yani, rRNA and tRNA genlerinin tamam ClI
sarmalinda kodlanir. L.interrogans genomunda yapisal ve fonksiyonel genler disinda
IS1500, [1S1501, 1S1533 ve 1S9Linl ailesi mensubu gibi insersiyon segmenlerinden
olusan toplam 30-41 kadar tekrarlayan kisa dizi yer alir?®303%?,

L.biflexa ve L.interrogans tlrlerinin tamam, birbiri ile biytk 6lctiide benzerlik
gogteren iki ribozomal 23S rRNA icerir. L.interrogans sv Canicola’ da, her biri diger
RNA geninden uzak yerlesik olarak ikiser adet 23SrRNA ve 16SrRNA genleri
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bulunurken, genomda sadece bir tane 5SrRNA geni kodlayan bolge bulunur®. Biitiin
Obakterlerde oldugu gibi bu gen bolgesi atasal susdakine benzer sekilde iyi korunmus
olup turler arasinda benzerlik gosterir.

2.7. Fizyolojik ozellikler, M etabolizma ve Klltur karakterleri

Leptospiralar kemo-heterotropik zorunlu aerob bakterilerdir. Karbonhidratlari
karbon kaynagi olarak kullanamazlar. Nitrojen kaynagi olarak amonyagi, enerji
metabolizmalarinda, beta oksidasyon yolaginda, karbon kaynag: olarak da uzun zincirli
yag asitlerini  kullanrlar.  Leptospiralar  hicre yapilarindaki  yag  asitlerini
sentezleyemediginden Ureme ortamlarinda yag asitlerinin mutlaka olmasi gerekir.
Ancak yag asitlerinin toksik yapisindan dolay: treme ortamlarina; %10 tavsan serumu
ya da %1 sigir serum, B1 ve B12 vitaminleri ve oleic asit ve polysorbat ile diger uzun
zincirli yag asitlerinin yam sira abimin de ilave edilmelidir. Leptospiralar diger
bakterilerden farkli olarak yaglari, palmitovasenik, linoleik ve oleik asitler gibi
glikoprotein fraksiyonlari igerisinde bazi lipidleride hidrosilaurik, palmitik ve oleik
asitler gibi LPS ve lipopolisakkarit benzeri yapilar icerisinde uzun zincirli yag asitleri
olarak depolarlar. Leptospiralarda LPS'nin yapisi da alisilmisin disindaki  6zel
metillenmis fosfat gruplari iceren yag asitleri komposizyonu sebebi ile diger gram
negatif bakterilerden kesinlikle farklilik gosterir. Lipit A yap: ve fonksiyonel dzellikleri
ile diger bakterilerden farklidir.

Leptospiralarin optimal treme 1sis1 28-30 °C derece ve optimal pH degeri de
6.8-7.4 arasindadir. Diger bakterilerin aksine, Leptospiralar nikleik asit yapiminda
pirimidin bazinin dis kaynaklarint kullanmazlar. Bu sebeple leptospiralar, pirimidin
analog 5-fluorourasil de etkili antibakteriyal etkinliklere direnclidirler. Bu nedenle
leptosipiralarin izalasyonunda, kontaminasyonun engellenmesinde neomisin siilfat,
polimiksin B, rifampisin ve vankomisin gibi, bu tir segici antibiyotikler kullamlabilir.
Genellikle besi yeri olarak %1 lik sigir serum albimini ve Tween 80 iceren
Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) besi yeri kullanmilir. Yine, serum
iceren Korthof ve Fletcher gibi sivi veya yari sivi besi yerleri kullamlabilir. Kultirler
ekimden 3-4 gun sonra kontaminasyon varligi acisindan kontrol edilmelidir. ilk
izolasyonda, kilturler 4-5 hafta inkubasyonda tutulmalidir. Bu slreden sonra
organizmalarin canliliklarinin korunmasi igin 21 giinde bir pasajlanmast gereklidir.
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Patojenik ve saprofitik leptospiralar, morfolojik ve kilttr 6zellikleri bakimindan
benzerlik gosterir. Saprofit leptospiralar: patojen formdan ayiran en acik 6zellik, 13 °C
derece ve 8-azaguanin (225 pg/ml) varliginda treyebilmeleridir. Ayrica 1M NaCl icinde
hiicre yapilarini koruyamaz ve dormant (kiresel hiicre) forma donerler.

Sekil 2. Leptospiralarin karanlik saha mikroskopisinde 200" 10k blyitmede gorinimi

2.8. Antijenik ozellikler
Leptospiralarin hiicre duvarinda bakterisidal antikorlarin hedefi olan basta LPS
olmak Gzere dis membran proteinleri, lipoproteinler, integral membran proteinleri ve

glikoproteinlerden olusan ¢ok sayida antijenik molekdl yer alir.

2.8.1.Protein Antijenler

Leptospiralarin  hicre yilzeyinde konak hiicreye baglanmadan sorumlu ve
enfeksiyon siiresince immuncevabir uyarabilecek ¢ok sayida dis membran proteini
(OMPs) yer alir. Patojenik suslarin genom dizi analizleri sonucu in-silico yontemi ile
200 den fazla dis membran proteininin varligi tespit edilmistir. Bu proteinlerden
cogunun, Yyamsal, fonksiyonel, antijenik ve genomik Ozellikleri detayli olarak
calisilmistir. Total genom calismalarinda L.interrogans tirlerinde 6 st hem dis ve hem

ic membranda yerlesik integral proteinler olmak Uzere toplam 12 membran proteinini
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kodlayan gen bolgesi tammlanmustir. Leptospira genusu icerisinde yer alan 300’ e yakin
serotipin antijenik farklilasmasinda, LPS nin yam sira dis membranda yer alan bu
protein ve lipoproteinlerin (OmpL) Ozellikle de OmpL1, LipL32 ve LipL41'in yapisal
farkliliklarinin rolt vardir. Lipoproteinler, amino-terminal uclarinda sistein rezidi
tastyan proteinler olup yag asitleri tarafindan dis membrana (OM) baglanmistir®. SDS-
PAGE calismalar1 patojen leptospiralarin hiicre duvarinda yer alan en fazla eksprese
edilen ve immunojen olan OMP nin %75 oran ile LipL32 oldugu bunu LipL36 ile
yuzeyde yer alan LipL41 ve LipL21 proteinlerinin izledigi goralmistdr. Bu antijenlerin
humoral immunitede major hedefler olduklarida tespit edilmistir.

OmpL1 geni tarafindan kodlanan OmpL1 proteini, immunopresipitasyon testleri
ile tammmlanan ilk leptospiral ytizey antijeni olup sadece patojen suslarin ylizeyinde yer
alan, 320 aminoasit rezidinden olusan, 31 kDa agirliginda bir integral membran
proteinidir. Bir porin proteini olan OmpLlin yamsinda tahminen 10 tabakali
transmembran segmentleri yer almaktadir®™. Hidrofilik maddelerin periplazmik alana
transferinde rol oynayan OmpL1'e karsi1 ortaya cikan antikor cevabinin koruyucu
oldugu gosterilmistir.

LipL32, leptospiral proteinler arasinda en iyi bilinen proteindir ve insan
leptosirozunda immunodominat antijenidir®™®. OmpL1 ve LipL41 gibi sadece patojen
tirlerde gosterilmistir. LipL32 hem kultirde Uremede hem de enfeksiyon siiresince
yuksek seviyelerde tespit edilebilir. Kiltlrde erken Greme fazinda LipL 36 bol miktarda
gorulurken, orta Ureme fazinda miktarinda azalma gorulUr.

Immunoprespitasyon yontemi ile yapilan calismalar LipL41'in de OmpL1 gibi
hiicre duvarinda yer aldigini, OmpL1 gibi patojen leptospira tirlerinde iyi korunmus
membran proteinlerinden oldugu ve koruyucu immun cevabi provoke ettikleri
gbgtermistir. Leptospiralarda, 1s1 sok proteinleri (heat shock proteins-Hsp) olan GroEL
(p62) ve DnaK (p76) sinifi separon proteinlerinin de dominant immuno-reactive
proteinler olduklart gosterilmis ve bu proteinlerin genom, yapi ve fonksiyonlari
irdelenmistir. Leptospiralarda sayilar: tirler arasinda degismek tzere cok sayida Hsp
sentezledikleri tespit edilmistir. Mesela; L.biflexa’da 9 farkli Hsp sentezlenirken,
L.interrogans ‘da 7 farkli Hsp sentezlenir*” GroEL and DnaK proteinlerinin memeli
hicrelerde kolonize suslardaki ekspresyonu 1si artisina paralel olarak arttigi, in-vivo
calismalarda 1simn 37-42 °C'ye cikartiimas: ile Gretimin en yiksek diizeye ulastig:
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gogterilmistir. Bu galismalarda Hsp58 ve Hpl0'un 2.7 kb'lik GroEL operonu benzeri
bir DNA fragmentinde kodlandigi, tavsanlarda yapilan immunizasyon calismalari
sonunda Hsp58'e kars: elde edilen antikorlarin, ¢esitli leptospira turlerine ait hiicre
lizatlarimin SDS-PAGE ile elde edilen protein fraksiyonlarin ile karsilastirildiginda
yaklagik 65 kDa'luk bir proteini tamdigi, tirler arasindaki capraz reaksiyonun da
yapilan dizi analizi sonucunda bu proteini kodlayan genlerin homolojisinden
kaynaklandigi gosterilmistir. Leptospirozlu hasta serumlarinda Hsp58-ELISA ile %82
oraninda seropozitiflik tespit edilmistir. Diger taraftan immunoblot yontemi ile yapilan
bir calismada akut dénemde toplanan serum orneklerinin %45 inde sadece GroEL
antijeni belirlendigi, bu oramn daha yiksek immunojen oldugu diustnilen LipL32
(37%) den daha yuksek oldugu tespit edilmistir. Ancak akut ve konvelesan dénemde
serolojik yonden serum Orneklerinin degerlendirilmesinde GroEL’in serokonversite
oramnin %16'da kalmasina karsilik LipL32 ye karsi serokonversiyonun %50’ nin
Uzerinde oldugu gosterilmistir. Konvelesan donemdeki disik serokonversiyon oran
GroEL proteinlerin diger bakteri turlerine ait GroEL proteinlerle dusik homojenite
gosermesi ve bu sebeple capraz resksiyonlar sonucu ortaya cikacak cevabi
etkilememesi ile izah edilmistir. Delezyon analiz ¢alismalar: ile Hsp58 geni icerisindeki
360-380 aminoasitlik bir bolgenin, humoral immun cevabi provoke eden fragmenti
olusturdugu, bu aminoasit dizilerinin de humoral immun cevap icin major hedef oldugu
gosterilmistir.

2.8.2.Lipopolisakkaritler (LPS)

Lipopolisakkaritler (LPS) leptospiralarin hiicre ylzeyinde yer alan major
antijenik yapichr. Leptospira turinde LPS' lerin yapilarinda ramnoz, fruktoz, riboz,
arabinoz, ksiloz, mannoz, galaktoz, glukoz, gaaktozamin, glukozamin, 4-0 metil
mannoz, glukoz-6-fosfat ve mannoz-6-fosfat gibi 6zgin sekerler ve amino sekerler yer
alir. Bu sekerler LPS ye antijenik 6zellik kazandirir ve enfeksiyon siiresinde agiga cikan
humoral Ummin cevaba sebep olur. LPS ye karsi olusan antikorlar opsonizan ¢zellige
sahip olup koruyucu immuniteyi saglarlar. Serotipik identifikasyon LPS antijenlerindeki
farklilik temel alinarak olusturulmustur. Ancak bazi serotipler arasinda ve bazi
enterobacterecea ailesi Uyeleri ile gapraz reaksiyonlar gorulir. Bu capraz reaksiyonlar
serotipe dayal1 siniflandirmanin zayif tarafidir. Tam amagli olarak da kullanilan ve
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LPS'yi hedef alan serolojik yontemlerde kros-reaktif serotiplerde daha spesifik antijenik
determinantlara kars1 ortaya cikan antikorlarin tespiti icin absorbsiyon bazli, mesela
mikroskopik-agglutination test (MAT) gibi, yontemler kullanlir. lipopolisakkaritin
(LPS) kimyasal yapisimi buyik 6lclide rhamnose, galactose, arabinose ve xylose gibi
seker reziduleri olusturur. Sekerlerin miktar: antijenik farklilig1 belirlerken sinirl sayida
seker olmasi ¢apraz reaksiyonlarin sebebi olarak kabul edilebilir.

Leptospiral LPS, makrofgjlarda toll-benzeri reseptor 2 (TLR2) tarafindan
taninan major dis membran komponentidir®®. Leptospiral LPS karbonhidrat bilesenine
kars1 kazanilmis immiin cevap, serotip-spesifik bagisikligi saglar.

2.9.immun Cevap

Leptospiralara karst hem humoral hemde hiicresel immun cevap olusur. Ancak
olusan cevabin tamamina yakininda humoral bagisiklik ile leptospiralara karsi olusan
antikorlar rol oynar. Organizmalarin viicuda girmesi B ve T-hticre bagimli immuniteyi
uyarir. Ilk eleminasyon fagositler tarafindan, fagositoz yolu ile yapilir. Fagosit yapan
hicrelerin en buytk kismint makrofajlar olusturur. Leptospiralar fagosit vakuolu
icerisinde birgok enzim tarafindan sindirilir. Polimorfonikleer hicreler fagositoz
aktivasyonunu uyarmak icin opsonizing antikorlar tarafindan uyarilir. Leptospiralar icin
olusan hticresel yanitin, 6zellikle renal lokalizasyonu 6nlemede 6nemli bir rol oynadig:
rapor edilmistir. Olu as1 uygulamas: yapilan sigirlarda in vitro CD4 + T hiicreleri ve y§
T hicrelerindeki artis ve antijen preparati uygulamasindan sonra interferony
Uretimindeki artisin goriilmesi hiicre-aracili bagisiklhigin roliinii gdstermektedir.

Enfeksiyonunun ilk 2 ayinda hasta serumunda yiksek dizeyde IgM tiri
antikorlar gozlemlenebilir. Bu sire igerisinde 1gG turu antikorlar agiga ¢ikar ve hizla
titresi artar. 1gG turG antikorlar IgM turt antikorlara gore daha uzun sireli ancak
degisken ve belirli donemlerde tespit edilemeyen bir immun cevap olusur. Ayrica,
hastaligin 5. ginde IgA tarh antikorlar: tespit edebilir ve 9 aya kadar devamliliginm
surddrebilir. Bu yonleri ile 1gG antikorlarina gore seroepidemiolojik calismalarda daha
faydal1 bir marker olduklar: dustntltr. Tar-spesifik antikorlar genellikle ilk ortaya cikar
ancak daha hizl1 duser. Fakat serotip-spesifik antikorlar ge¢ gorinir ve daha uzun sire

Olgllebilir seviyelerde kalir. Enfeksiyonun iyilesme doneminde litik ve opsonik

17



antikorlarin varligi ve ayrica kan ve dokularda fagositik aktivitenin devamlilig
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2.10. Insanda Hastahgin Klinik Ozellikleri

Leptospiroz semptomlari hastalar arasinda farklilik gosterir ve klinik tablo basit
gripal bir enfeksiyondan ciddi multiorgan tutulumlu hastaliga kadar oldukc¢a genis bir
spektrum sergileyebilir. Klinik olarak bifazik bir tablo ile seyreden leptospirosis de
vakalarin % 85-90' inda kendiliginden diizelen anikterik donemi, yine vakalarin % 10-
15'inde, multiorgan tutulumunun gorildiigii klasik ikterik Weil sendromu tablosu izler®.

Leptospirosis icin kulugka siiresi 2 ila 20 gun arasinda degismekle beraber

genellikle 7 ila 12 guindir. Kulucka sliresi serotipleri arasinda anlamli derecede farklilik

gostermez ve prognostik 6nem tasimaz. Inkubasyon peryodu viicuda ve dolasima giren
organizma sayisi ile baglantilidir*. ikterik dénemde leptospiremiye BOS tutulumu ve
retikiloendotelial sistem tutulumu eslik eder. Bu donemde klinik tabloyu, pseudo-
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menenjizm, hepatomegali ye bagl: ikter ve mediilladaki damar endotelindeki hasara
bagl1 sekonder olarak gelisen hematiiri sekillendirir.

2.10.1. Anikterik Leptospiroz

Inklibasyon déneminin sonunda, aniden Ustime, titreme ile 39-40°C'ye kadar
yukselen ates, halsizlik, siddetli bas agrisi ve kas agrilar1 ile influenza benzeri klinik
tablo olusur. Bas agrist frontal veya tempora bolgeye lokalize olup analjeziklerle
kontrol altina alinamayabilir. Ozellikle sirt, karin ve baldir kaslarini tutan myalji,
leptospira enfeksiyonunun énemli bir 6zelligidir. Oyle ki bu kaslarin tizerindeki deriye
hafifce basmakla bile hasta siddetli agr1 duyar. Hastalarda genellikle bulanti, kusma
vardur. ilave olarak ishal veya kaoizlik da olabilir. Bircok olguda 6ksiiriik, goguis agrisi,
daha az hastada ise hemoptizi akciger tutulu- munun bulgular: olarak gorulebilir. Fizik
muayenede en sik saptanan bulgu atestir. Ayrica konjunktivada hiperemi, hepatomegali,
splenomegali, yaygin batin hassasiyeti, sarilik, dokunti olabilir. Akut donemde kan,
beyin omurilik sivisi (BOS) ve dokulardan leptospira izole edilebilir. BOS'ta
mikroorganizma saptanabildigi halde menenjit bulgulart 6n planda degildir. Bu akut
dénem 3-7 gin kadar surdikten sonra kendiliginden geger. Bakterinin
lipopolisakkaridlerine karsi gelisen 1gM grubu antikorlar enfeksiyonu sinirlar. Bunu
izleyen 1-3 gunlik asemptomatik donemden sonra hastalik tekrarlar. Hastaligin bu
ikinci donemine immin faz adi verilmektedir. Bu dénemde hastada 6zgul antikorlar
olusmus, leptospiralar BOS ve kandan kaybolmustur. Ancak idrarda mikroorganizma
saptanabilmektedir. Immiin fazda ates daha azdir. Siddetli bas agrisi devam eder,
siklikla gelisen aseptik menenjit ileilgilidir.

Olgularin yaklasik %80'inde semptomlu veya semptomsuz aseptik menenjit
gelisir. Ciddi mental degisiklikler nadirdir. Ancak orta siddette deliryum gozlenehilir.
Bulanti, kusma, karin ve kas agrilar1 da devam etmektedir. Semptomlar birkag giinde
kaybolur, nadiren birkag hafta sirebilir. Anikterik leptospiroz olgularimin %90’ inda
BOS'ta pleositoz mevcuttur ve bunlarin yarisinda aseptik menenjit klinigi vardr.
Aseptik menenjit olgularinin %5-13'Gnden L.interrogans sorumlu  tutulmaktadr.
Menenjit, genellikle bir kag glinde sonlanir ve anikterik olgularda fatal seyretmez.

Immiin donemin en 6nemli fizik muayene bulgular:; tasikardi, servikal veya
yaygin lenfadenopati (LAP), dokuntl, kas duyarliligi, hepatosplenomegali ve goz
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bulgularidir. Gozlerde agr1, fotofobi, konjunktival hiperemi veya kanamamn yan sira
iridosiklit, koriyoretinit, Uveit gelisebilir. Uveite ikincil olarak goz ici basinc artabilir.
Hastalarda makiler, makilopapller, eritematdz, purpurik dokuntiler gordlebilir.
Dokuntller esas olarak govdede olup kendiliginden gecer. L.autumnalis ve daha az
oranda L.pomona serovarlarinin etken oldugu Fort Bragg atesinde pre-tibial bdlgede 1-5
cm capli eritematdz dokuntllerin olmasi karakteristiktir. Bu olgularin ¢ogunda
splenomegali saptanir. Anikterik formun iyi huylu bir seyri vardir ve hastalar bir ay
icinde iyilesirler. Leptospirri klinik bulgular kaybolduktan sonra iki hafta veya aylarca
devam edebilir.*®

2.10.2. ikterik L eptospiroz

Leptospirozun 6lumcil seyredebilen bu ciddi formu daha cok L.interrogans
serovar icterohaemorrhagiae infeksiyonlarinda tanimlanmistir. Ancak diger serovarlar
da Weil sendromuna neden olabildigi gibi leptospiramin diger serotiplerinde de
gorilebilmektedir. Hastalik esas olarak bobrek ve karaciger fonksiyon bozuklugu,
kanama, kollaps, biling bozuklugu ile karakterizedir. Akut baslayan hastaligin 1-3
gununden itibaren 40°C’ nin Uzerinde ates, karaciger hasari, bobrek yetmezligi, kalpte
ritm bozukluklari, hemorajik pnémoni, dolasim yetmezligi gelisebilir. Sag Ust kadranda
hassasiyet ve hepatomegali sik gordlir. Serum transaminaz seviyeleri nadiren 200
U/L'nin Uzerine c¢ikar. Biliribin degerleri ise 20 mg/dL'nin altindadir. Nadiren
hipoprotrombinemi olusur. K vitamini uygulamasi ile protrombin zaman: normale doner.
Iyilestikten sonra kalici bozukluk olmaz. Akut olarak ikter gelisen hastada, serum
transaminaz dizeyleri orta derecede yiUkselmisken kreatinin fosfokinaz (CPK)
dizeyinin belirgin artmus olmasi leptospirozun diger akut hepatitlerden ayirt
edilmesinde yardimci olur. Ayrica akut viral hepatitten farkl: olarak leptospirozda ates
daha uzun sirer, konjunktival kizariklik ve bas agrist vardir. Akut bobrek yetmezligi;
hastaligin ikinci haftasinda ani baslayan tremi ve oliguri ile karakterizedir. Renal kan
akimindaki bozulmaya bagli olarak akut tubiler nekroz gelisebilir. Baslangicta kan tre
azot (BUN) dizeyleri 100 mg/dL, kreatinin 8 mg/dL’nin altindadir. Ancak hastaligin
ilerleyen doneminde BUN duizeyi 300 mg/dL’ye, kreatinin seviyesi ise 18 mg/dL’ye
yUkselebilir. Bu donemde dializ gerekebilir. Iyilesen olgularda kalict bobrek hasar:

gbzlenmez.
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Hastaligin ikinci haftasinda pulmoner tutulum gortlebilir. Hemorajik pnémoni
ve akut solunum sikintisi, 6ksiiriik, dispne, hemoptizi olabilir. Oldiriicti komplikasyon
olarak respiratuar distress sendromu yanminda konjestif kalp yetmezligi, hemorajik
myokardit, aritmi gelisebilir. Nadir gozlenen adrenal kanama da ani 6lime neden
olabilir. Gebelikte leptospiroz gegiren annelerin bebeklerinde konjenital bir anomali
saptanmamustir. Ancak spontan diistikler olabilir. Iyilesen hastalarda ditirez tekrar baslar,
sarilik azalir. Konvelesan donem 1-2 ay sirer. Bu donemde birka¢ gunligiine de olsa
ates, bas agris;, myalji, genel halsizlik tekrar ortaya cikabilir.*

2.11. Patoloji ve Patogenez

Leptospirozun patojenik mekanizmalari, bakterinin patojenitesinin derecesi ve
enfeksiyon konaginin immin cevabi dogrultusunda sekillenir. Leptospiralar buttnl gl
bozulmus deriden veya mukozalardan kolaylikla viicuda girebilirler. Giristen 24 saat
sonra, spiroketler doku makrofajlar1 araciligi ile lenf dolasimina, periferal kilcallar
aracilig1 ile de genel dolasima katilirlar. Yaklasik olarak 2-4 gin icinde maksimum
treme hizina ulasan mikroorganizmalar 7 guin kadar stiren bir bakteriyemi déneminden
sonra ya kandan temizlenirler veya hizla cesitli dokulara dagilirlar®. Primer lezyon iyi
tammmlanmamis leprospira yizey elemanlart veya toksk sekresyonlarin  damar
endotelinde actig1 hasra bagli olarak gelisen kanama ve buna sekonder olarak gorilen
iskemi ile iliskili doku ve organ patolojileridir. Doku penetrasyonu ve isgali tahminen,
bir cift eksenel filamentinin sagladigr burrowing hareketi ve hiyaltronidaz salimmi
araciligiyla gerceklestirilir®®. Bakteri 6zellikle bobrek, bobrek tistii bezleri, karaciger ve
akciger zarlarina lokalize olma egilimindedir. Bu baglamda renal tubular nekroz,
hepatosellller ve pulmonar hasar, meningitis, myositis ve placentitis en sik karsilasilan
organ yetmezlikleridir**. Trombosit yetmezligi ve endotel hasarina bagl: kanama, sarilik
tablosunun derinlesmesine yol acar. Patojenite, serovarlar arasinda farklilik gosteririken,
aym serovarin farkli suslar arasinda da degisebilir™. Patogeneze etki eden farzi
faktorler arasinda adezyon ve fagositozdan kagistan sorumlu 36 kDa blyuklGgindeki
fibronektin baglayan protein, sayilart 8-10 arasinda degisen adeziv OMP’ler, konak
hiicre endoteli arasindaki siki baglari tahrip ederek bitinlik bozulmas: ve inflamatuvar

cevaptan sorumlu hyalorinidaz, bir B —hlicre mutajeni olan LPS, 6zellikle toksik Lipid-
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A, eritrosit membraminda porlar olusturarak lizise sebep olan spingomyelinaz, benzer

aktivite gosteren ve ShpA geninde kodlanan ShpH proteini sayilabilir.

2.12. Leptospirozun Laboratuar Tams

Leptospirozun degisik klinik gorinimlere sahip olmasi, tamda kilttr, direkt
mikroskobik inceleme ve molekuler yontemler gibi laboratuar yontemlerinin dnemini
artirir. Laboratuar tamda direkt ve indirekt yontemlerden faydalanilir.

2.12.1. Direkt Tam YoOntemleri

Supheli vakalarda leptospiralarin kesin teshisi icin direkt tam yontemlerinin
kullamlmas: 6nemlidir. Ancak molekiler yontemler disinda bu yontemler ile elde
edilecek sonuclarin zaman alici, pahali, tecriibeye dayali, ge¢c sonuc veren veya distk
spesifite ve sensitiviteye sahip olmalar1 tam degerlerini distrtr. Bu baglamda klinik ile
korele edilmek sart1 ile tecribeli personel ve dogru ornek ile yapilan karanlik alan
mikroskobisi incelemesi tedavi protkollerinin diizenlenmesinde 6nemlidir.

2.12.1.1. Direkt Mikroskobik inceleme

Hastaligin ilk 10 gininde Ozellikle 3-7 gunler arasi leptospiralar kan, idrar gibi
kinik materyallerde karanlik alan mikroskobisi ile direkt gbzlenebilir. Mikroskobik
inceleme ancak etkenlerin gozlenebildigi hastaligin ilk gunlerinde deger tasr.
Leptospira etkenleri pozitif supheli materyalin karanlik alan mikroskobu altinda
incelemesinde hizli hareket eden beyaz cizgiler olarak tespit edilebilir. Karanlik alan
mikroskopisi 151tk mikroskopundan sadece kondansator farkliligi nedeniyle ayrilir. En
cok paraboloid kondansatorler kullamimaktadir. Orta kismu  kapatilmistir.  Isik
kaynagindan gelen sinlar1 oblik olarak yansitarak preparatin ytizeyinde, tepes asagida,
yayvan bir 1ginsal koni olusturulabilen nitelikteki kondansatorlerdir. Isinlar yanlara
dogru yansitilip objektife dogru yansitiimadiklarindan mikroskoba bakildiginda goruntt
alam karanlik gorllur. incelenen preparatta bulunan hareketli mikroorganizmalar
kendilerine gelen 1sinlar: yukar: yansittiklarindan, ancak bu isinlar objektif ve okilerden
gecip gOze ulasarak, mikroorganizmalar siyah zeminde parlak olarak goérunir hale

gelirler.
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Bu yontem artikaftlar nedeniyle sik sik hatalara yani yalanci pozitif sonuclarin
alinmasina yol acabilir. Tamda histolojik incelemelerde giemsa veya gimis boyama
gibi ¢esitli boyalarla hazirlanmis yayma preparatlarda kullanilmasina ragmen bu
metodlarinda sensitivite ve spesfitelerinin - disik olmast  kullanim  alanlarinm
sinirlandirmaktadir.

Doku kesitleri ve cevresel Ornek incelemerinde bir diger degerli alternatif
Immunofloresan (DFA) veya Immunperoksidaz (IP) gibi immunohistokimyasal
yontemlerin kullanilmasidir. Bu yontemlerin ortak dezavantajlar;; uygun numuneler
gerektirmeleri ve sonuclarin yoruma dayali olmasidir.

2.12.1.2.Leptospira Kulturd

Kaltur metodu ile leptospira izolasyonu kullamlan drnege ve hastaligin asamasi
baglidir. Kultdr icin kullanidan klinik materyaller, idrar, beyin omurilik sivisi (BOS) ve
kandir. Hastaligin ikinci ve Uglncl haftalrinda Kan ve BOS 6rnekleri kdlttr icin
kullarlabilir*. Patojen Leptospiralar icin kiiltiir uygulamalar: son yillarda degisiklik
gogtermistir. Steril tekniklerle toplanan vendz kan kaltdr igin kullamshdir. Bu amagla 1-
2 damla kan yari-kat1 besi yeri icerisinde inokule edilir. Diger organizmalarin
kontaminasyonunu engellemek icin inokulum icerisine 5-fluorourasil eklenebilir. BOS
orneklerinden inokulasyon, 6rnekten alinan 0.5 ml, uygun 6zellikte yar: kat1 besi yerine
ekilerek yapilabilir. Kan ve BOS o6rnekleri heparinli veya sodyum oksalath tuplerle
toplanilip oda sicakliginda taginabilir. Ancak sitratl tlpler Leptospiralar icin inhibitor
etkilerinden dolay1 kullamlmamalidir®.

Insanda leptospirozun ilk 1 haftasindan sonra kandaki antikor artis1 artar ve
hastaligin bu asamasinda leptospiralarin izolasyonu igin en uygun materyal idrardir. Bu
amacla taze orta akim idrar toplamp hemen inokile edilmelidir. Clnkl leptospiralar
insan idrarinda uzun sire canliliklarini koruyamazlar. Kontaminasyonu onleme amagli
5-fluorourasil iceren yar1 kat1 besi yerine ekim igin 1 damla idrar drnegi genellikle
yeterlidir. Kulttrler aerobik kosullarda, 28-30 C° de karanlik ortamda saklanmalidir ve
4-6 aylik peryotlarla tremenin varligi kontrol edilir. Kalttr yontemi ¢ok zaman alici ve
zahmetli bir istir. Bu nedenle kultir yontemi tam testi olarak kullammda tercih
edilmezken, epidemiyolojik arastrmalarda ve as1 Uretiminde deger tasir. Ayrica
leptospira duyarlilik testilerinde kiiltiir kullanlir®’,
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2.12.1.3. Molekiler Metodlar

Gunumizde, izolatlarin tam ve kimliklendirilmesinde DNA tabanli yeni
yontemler Uzerinde yogunlasmistir. Molekuler yontemler klinik materyalden hizli ve
sensitif sekilde leptospiral DNA nin tespitine olanak veren yeni bir yaklagim saglamustur.

2.12.1.3.1. Nukleik Asit Prop ve Hihridizasyonu

Molekuler klonlama teknigi gen-spesifik prob hazirlanmast ile mimkin hale
gelmis ve klinik drneklerden etken teshisi igin hibridizasyon teknikleri kullammin
saglamistir. Bu amagla radyoaktif veya radyoaktif olmayan molekdille etiketlenmis gene
0zel prop kullanmlir. Hazirlanan spesifik prob, érnekten tamamlayici tek iplikli DNA’1
yakalayabilir ve sonuglar radyoaktif olmayan malzeme ile etiketlenmis olanlarda
kolorimetrik o6lcim, radyoaktif madde ile isaretli prob ise otoradyografi tarafindan
izlenebilir.

Ik olarak 1986 yilinda, Terpestra ve ark leptospira enfeksiyonunun erken tespiti
icin DNA hibridizasyonunu, %P ve biyotin ile isaretli preparatlarla leptospiral DNA nin
gosterilmesi amac ile kullandilar®®. Bir yil sonra, Terpestra ve arkadaslar: dokularda
kullanim igin DNA hibridizasyon yontemini gelistirerek ve bu teknigin kisa zamanli ve
yiksek spesifik sonug alinabilen bir yontem oldugunu raporlamistir. Yine aym yil
Miller ve arkadaslart DNA hibridizasyonu ile biyolojik sivilarda leptospiralarin tespit
olabildigini gostermistir®®.

Terpestra ve arkadaglart sigir idrarinda patojenik Leptospira tespiti icin DNA
hibridizasyon, bakteriyolojik kultir ve MAT tekniklerini karsilastirdi ve DNA
hibridizasyon tekniginin sirasiyla, MAT ve kilttrel yontemden daha yiksek spesifite ve
duyarliliga sahip oldugu sonucuna vardr®. Ramadass ve arkadaslari 1990 ve 1992
yillarinda; L. interrogans serovarlari arasindaki yakinligi gosterdi ve yeni bir tir olan L.
kirshemeri ‘yi slot-blot DNA hibridizasyon yontemi ile tespit etti®'. Shen ve Baoman,
genomik kittphaneden alinmis Southern hibridizasyonu ile serovarlar: belirlenmis 20
leptospira susu ile farkli bant dizilimlerini ayirt etmek amaciyla rekombine prop
diizenledi®®. Vankatesha, her serovarda bulunan unige dizilerin DNA hibridizasyonunu
saglamak icin duzenlenecek yeni bir probun, serovarlarin tespitinde etkili ve
kullanilabilir oldugunu ileri siirdi®™. DNA hibridizasyonu, kiiltir ve biyokimyasal
testleri sonuglanmadan dnce tam teyidi saglayabilmesi agisindan, tamda 6nemlidir.
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2.12.1.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PCR yontemi hedef DNA dizisinin, termostabil DNA polimeraz yardimiyla in-
vitro enzimatik ¢ogaltiimas: yontemidir. Cogaltmak igin aramlan ilgili dizilim igin bir
cift kisa DNA fragmani hazirlanmistir. Bu yontem ile cogaltilan DNA parcalary,
etidyum bromir ile boyanan agaroz jel Uzerinde UV transilluminator ile kolayca
gorintdlenebilir. PCR yontemi, icerisinde en az 10 leptospira etkeni bulunduran farkl:
bircok klinik érnekten leptospiral DNA ‘y1 algilayabilir*®. Leptospiralarda bu amacla
ana hedef olarak 16SrRNA ya da 23SrRNA ve dis membran proteini genleri, en sik
kullarulan bélgelerdir™.

Leptospira tespiti icin PCR ilk olarak Van Eys ve arkadaslar: tarafindan 1989
yilinda, enfekte hayvanlarin idrar 6rneginde kullamlmis ve mililitresinde en az 10
leptospira igeren idrar 6rneklerinde pozitif sonuc alinmistir™®. Merien ve arkadaslar
tarafindan, Uveitli bir hastamn humor aquous sivisindan alinan drnekte leptospiral DNA
tespit edilmistir>’.

Sonrasinda, Shukla ve arkadaslar: patojen ve patojen olmayan Leptospiralarin
ayrimint saglamak icin PCR amplikasyonda kullamlabilecek, 16S rRNA geninine ait
yeni bir bélge tespit etmisler™, Savio ve arkadaslar: tarafindan PCR ile L. interrogans
serovarlarini  belirlenmistir®. Calismada kullanlan PCR  primerleri, genomda
tekrarlanan elemanlar: igeren, klon 590 pL bolgesinin bir dizi pargasina gore segilmistir.
Calismanin sonucunda yontemin, L.interrogans serovarlart arasinda ayirici olabildigi
bildirilmistir.

Haake ve arkadaslar1 2000 yilinda leptospiral major dis membran proteini olan
LipL32 gen bdlgesindeki, 32-kDa' luk lipoproteini kodlayan gen bolgesini klonlarmistir™.
Calismada leptospiral protein profilindeki en dnemli protein olarak, LipL32 gen bolgesi
tanmmlanmis. LipL32 geni yalmz kiltivasyon boyunca degil, aym zamanda memeli
enfeksiyonu srasinda da kodlanmaktadir ve gen dizilimi ve kodlamasi patojen
Leptospira turleri arasinda iyi korunmustur. Bu bulgular is1ginda LipL32 gen bolgesinin
leptospirozun patogenezi ve tanisinda 6nemli olabilecegi belirtilmistir.
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2.12.2. Serolojik Yontemler

Immunolojik  yontemler  laboratuarlarda genel tam  araglart  olarak
kullanilmaktadir. Ayrica hastaligin prognozu ve epidemiyolojisi ile ilgili bilgi almak
icin kullanlabilir. Bu yontemlerin etkinligi, enfeksiyonda leptospiralara karsi
antikorlarin olustugu zamamna bagli olarak degisir. Genellikle antikorlar enfeksiyonun
baglangicindan itibaren 7 ila 10 glin sonra tespit edilebilir ve varligim aylar hatta yillar
boyunca koruyabilir. Kalici antikorlar retrospektif diagnoz icin dnemlidir. Bununla
birlikte, leptospirozu belirlemede sonucun guvenilirligi agisindan antikor titres
belirlerken, serokonversiyon veya 4 kat yikselen titrenin belirlenmesinde aym hastadan

2 serum drnegi kullamimalidr.

2.12.2.1. Mikroskobik Aglitinasyon Testi (MAT)

Mikroskopik aglitinasyon testi (MAT) yuksek duyarliligin ve o6zgullugi
nedeniyle leptospiroz tamisinda atin standart yontem olarak kabul edilir®®. MAT
serumda antikorlar1 aglitinasyon ile belirler ancak sonucglar yoruma bagli oldugundan
uzman ve laboratuvarlar arasinda degiskenlik gosterebilir. MAT tedtinin pozitif
yorumlanabilmesi icin standart kriter antikor titresindeki 4-kat artis veya seronegatif
serumda 1/100 ya da Uzeri bir titrenin belirlenmesidir. Bu test, leptospiral serovar veya
serogruplari belirlemek icin de kullamlmaktadir. MAT testi canli kiltir ya da nétralize
formaldehit ilavesi ile 6ldurtlen stispansiyon kilturleri ile gergeklestirilir. MAT tetinin
saglikli yapilabilmesi; titizlikle hazirlanmis leptospira serovar kiltir koleksiyonu ve
antijen olarak kullanilacak alt-kulturlerin diizenli kontrold, kullamilan stispansiyonlarin
saflig1, ve aglitinasyonu degerlendirecek nitelikli egitimli calisanlar, guvenilirlik icin
uygulanan rutin kalite kontroller gibi bir ¢ok unsura baglidir. Akredite teshis
laboratuvarlarinda mevcut kullanilan standardize edilmis leptospira suslari, merkez
referans laboratuardan temin edilmektedir®.

2.12.2.2. Hizh Lateks AglUtinasyon Testi

Hizl1 lateks aglutinasyon testi, serum Orneginde Leptospira spesifik antikorlarin
tespit edilmesi icin dizayn edilmistir. Hizl1 ve uygulamada 6zel ekipman gerektirmeyen
bir testtir. Testinin prensibi, spesifik antikorlar: baglamak Uzere Leptospira antijeni ile
kaplanarak hazirlanmig mavi lateks partiktllerin ¢okturtlmesini esas alir.
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Naigowit ve arkadaslari. leptospiroz hastaliginin serodiagnozunda kullanmak
Uzere, lateks aglutinasyon (LA), test yontemini kullanarak leptospiral antikorlar: tespit
etmeye yonelik bir tarama yontemi gelistirmistir®. Toplanan serum érnekleri LA, ticari
Strip ve IFA tedleri ile incelenmistir. LA testi, ¢ test arasinda en yiksek (%94.7)
duyarlilik oramna sahip bulundu. Caligma sonucunda Naigowit ve ark., leptospiroz
serodiagnozunda LA testini, 6zel ekipman ve beceri gerektirmeyen, basit, hizl1 ve ucuz
bir yontem olarak kullanish ve tavsiye edilir buldular.

2.12.2.3. Enzim Bagh immuno-Sorbent Testi (ELISA)

ELISA, gunimizde insan ve hayvanlarda yaygin olarak kullanilan tr-spesifik
bir tarama testidir. Testte genel olarak 1gM tespitine yonelik cins-spesifik antijenler
kullanilir. ELISA hastaligin erken déneminde IgM antikorlar: tespit edebilir. Ancak,
IgM sinift antikorlarin birkag yil boyunca kanda tespit olabilecegini akilda tutmak
gerekir. Bu nedenle elde edilen pozitif sonug; gegmis veya yeni leptospirozu gosterebilir.
Tar-spesifik ELISA testi, hastaliga 0zgu antikorlart MAT testine gore daha erken
(semptom baslangicindan genellikle 5 giin sonra) tespit edebilmektedir®. Testte Cins-
spesifik antijen icin, tek bir antijen kullamr ve akut fazda leptospiroz 6n laboratuar
tamsinda kullanighidir.  Akut drneklerde yaklasik %70 sensitivite oramyla ELISA, akut
ve iyilesme donemindeki serum Orneklerinde tam icin en elverisli test olarak
distnul mektedir.

ELISA tedtinin hem peroksidaz hem de Ureaz etiketli konjugatlari
kullamilmaktadir. Rutin testin temelini gbzle okunabilen stabil belirtegler olusturur.
Ancak ELISA testi teknik olarak hatali sonuclar verebildiginden sadece bir 6n test
olarak tercih edilmelidir. ELISA iyi bir tarama testidir fakat bu testin dezavantaj:
endemik bolgelerde yasayan hayvan rezervuarlarindaki distk titrede antikorlar icin
yalanci pozitif sonug verebilmesidir.

2.12.2.4. Lepto-Dipstikler

Lepto-dipsticklerin calisma prensibi, leptospiral antijen ile isaretli stiklerle
serum Orneklerindeki spesifik IgM antikorlarinin yakalanmasi temeline dayanir. Hizli
ve 6zel malzeme gerektirmeyen bir testtir. insan serum 6rneginde Leptospira spesifik

IgM antikorlarinin varligi durumunda olusacak olan antijen-antikor bilesigine, ortamda
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bulunan 6zel anti-insan IgM boya konjugat1 baglanarak goézle izlenebilen antijen grup
boyanmasi (pozitif sonug) olusmaktadir. Kullanilan genis spektrumlu Leptospiral
antijen, farkli bircok tir leptospiral enfeksiyonun tespitine olanak saglar. Ancak,
dipstick tahlil yontemi ile; HIV, Hanta virisl, Toksoplazma enfeksiyonu, Lyme
borreliyozu, meningokok menenjit ve Hepatit A enfeksiyonlari olan hastalarin
serumlarinda gapraz reaksiyon bildirilmistir. Yine IgM tespiti yapilan ELISA testi ile
serumda bu capraz reaksiyon gozlemlenmemistir®. Dolayisiyla, elde edilen pozitif
sonucun onaylanmasi icin MAT velveya IgM ELISA gibi baska bir tahlil daha
yapilmas: gereklidir.

2.12.2.5. Indirekt Immuno-Florasan Antikor Testi (IFA)

Indirekt immiuno-floresan antikor testi (IFA) leptospiral antikor diizeylerinin
belirlenmesinde hizl1 ve glvenilir bir yoludur. Leptospiral IFA testi, antijen olarak,
leptospiralar arasinda genel belirleyiciligi olan L.biflexa serovar Patoc strain Patoc
susunu kullanan cins spesifik bir testtir. Leptospires bu tek genis reaktif susu
kullanimasinin nedeni genellikle farkli bir gruba bir patojen ve digerine kars: antikorlar
arasinda olusan capraz reaksiyon olmasidir. IFA testi, bu sekilde genis belirleyici olma
Ozelliginden dolay1 ELISA testi ile karsilastirilabilir.

Leptospiralar mikroskop lami Uzerine kaplanir ve serum dillsyonlar1 bir
mikropipet ile antijen noktalarina uygulamir. Antijene baglanms anti-L eptospiral
antikorlar, floresan-konjuge sinifi spesifik antikor ile boyamr ve sonug floresan
mikroskop altinda gozlenir. IFA test sonuglar: ELISA testi ile benzerlik gosterir.

Appassakij ve arkadaslar: insan leptospirozu tamisinda MAT ile immtinofloresan
antikor testinin tam degerini arastirdiklari calismalarinda akut serum Uzerinde
uygulanan testlerde, 1FA titresi > 1:100 olan serumda 0.97 spesifite bulmusglar ve daha
karmasik ve daha az duyarli olan MAT tegtinin yerine kullanilmasinin uygun oldugunu
belirtmislerdir®.
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Sekil 4. Floresan isaretli antikorlarla tespit edilen etkenlerin floresan-mikroskop altinda
gorintasi.

IFA tegtinin avantaji, enfeksiyon duyarli ve spesifik bir serolojik gosterge
olmasidir. En biiyuk dez avantaj ise floresan mikroskop gerektirmesidir.

2.13. Leptospirozda Tedavi

Leptospiroz tedavisinin amaci hastaligin agir formu olan Weil sendromuna bagli
olumleri engellemektir. Hastaligin yayiliminin  6nlenmesinde tasiyict hayvanlarin
belirlenmesi nemlidir. Insan leptospirozunda, hastaligin ilk 4 gin icinde belirlenip
antibiyotik kullanimina baslanmasi, semptom gorilme siresini azaltacaktir. Y apilan
calismada, 7 gun slre ile giinde 2 kez oral 100mg doksisiklin veya yine 7 giin boyunca
2.400.000-3.600.000 U/giin dozda oral penisilinin gun iginde boliinerek uygulanmasi
klinik semptomlarin gorilme siiresini etkili olarak kisaltmistir®.
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Tablo5. Leptospiroz tedavisinde ve korunmasinda énerilen antibiyotikler ve dozlari®

Endikasyon flag Doz
Doksisiklin 100 mg ordl 12 seet araile
ginde iki kez

Hafif leptospiroz 500-750 mg oral 6 saat

. Ampicillin - >
olgularinin tedavisi P arailegiinde dort kez
- 500 mg oral 6 saat araile
Amoxicillin .. .
glnde dort kez
Penicillin G 1.5MU IV 6 saat araile

glnde dort kez
Ceftriaxone 191V gindebir kez
0.5-1glV 6 saat araile
glnde dort kez

200 mg ora haftada bir
kez

Orta-agir leptospiroz
olgularinin tedavisi

Ampicillin

Kemoprofilaksi Doksisiklin

Doksisiklin kisa stireli kemoprofilaksik tedavide oldukga kullanisli bulunmus ve
Onerilmistir. Bobrek ve karaciger yetmezliginin 6n planda oldugu Well hastaligi
tedavisinde penisilinin intravendz kullamiminin erken olmast ve uygun destek tedavisi
(bObrek  yetmezliginde dializ, elektrolit dengesinin  dizenlenmesi, kanama,
trombositopenide steroid tedavisi) hastaligin ilerlemesinde ve mortalitenin kontrolunde
onemlidir®

Penisilin, kloramfenikol ve tetrasiklin leptospiroz tedavisinde etkili ajanlardr.
Hafif olgularda doksisiklin 2x100 mg veya ampisilin 4x500-750 mg veya amoksisilin
4x500 mg dozda etkilidir. Orta-agir ve siddetli olgularda ise penisilin G 4x1.5 milyon
MU, seftriakson 1x1 g IV veya ampisilin 4x 500-1000 mg IV Onerilir (Tablo-5).
Penisilin tedavisi sirasinda nadiren Jarish-Herxheimer reaksiyonu gelisebilir.

2.14. Leptospiral Enfeksiyonlarda Epidemiyoloji

Siddetli yagmurlarla iliskili leptospiroz salginlari Hindistan, Salvador ve
Brezilya gibi gelismekte olan Ulkelerde hem endemik hem de epidemik olarak
gorulebilir. Degisen iklim, su baskinlar: topraktan organizmalarin hareketini veya ylizey
sularina kanalizasyon karisimint kolaylastirir. Hastalik kimi zaman hafif semptomlarla
veya subklinik gegirildiginden tam koyulamamakta ve bu nedenle diinyada hastaligin
goriilme insidans rakamlar: saglikli olarak bilinememektedir®. Ancak insidans sicak
iklim tilkelerinde belirgin sekilde artmaktadir®.
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Tropikal bolgelerde 0zellikle yagmurlu mevsimlerde leptospiroz nedeni
bilinmeyen atesin en 6nemli sebebidir. Bazi tropikal Ulkelerde lokal serovarlarla antikor
prevalans oranlar1 gecirilmis veya yakin zamanda enfeksiyon icin %80’ lere cikabilir.
ABD’de oran %0.5 iken Havai’'de %1.8 olarak belirlenmistir. Tayland' da yillik
insidans: 100.000de 0.3, Irlanda da milyonda 1.3, Seysel adalarinda 100.000 de 45,
Barbados da 19.2 olarak tammlanmustir. Banglades calismasinda kontrol grubu olarak
secilen 30 kisinin % 48 ‘inde leptospira antikor pozitifligi saptanmustur.

Leptospiroz kopek, koyun, sigir, domuz ve at gibi evcil memeli hayvanlar ve
insanlarda gorulmekle beraber dogada asil rezervuar gérevi goren hayvanlar kokarcalar,
rakunlar, ratlar gibi vahsi kemirgenlerdir®. Ayrica artropodlardan, amfibialardan,
kanatllardan ve siiriingenlerden de leptospira izole edilmistir®. Leptospira lar tastyict
hayvanlarin bobrek tiblllerine yerlesirler ve infekte hayvanlarin idrarlari ile cevreyi
surekli olarak kontamine ederler. Su icerisinde 1 ay kadar canl: kalabilirler. insanlara
bulas, genellikle enfekte hayvanlarin idrar1 ile direkt veya indirekt yollarla bulasik hale
gelmis sularin kullammi yoluyla olmaktadir™.  Patojenik leptospiralar genellikle deri
Uzerindeki yaralardan, mukozal yuzeylerden, konjiktival yollardan veya enfekte
aerosollerin direkt solunmasi ile viicuda alinir™.

Insanda Leptospiroz, patojenik Leptospiralar ile dogrudan veya dolayl: temas
yoluyla olusmaktadir. Dogrudan bulas, akut enfekte hayvanlarin organizmalar: iceren
kan veya vicut sivilariyla veya enfekte hayvanlarin idrariyla temas sonucu olmaktadir.
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Rodents, wild animals

Brotagraph by . Fane

Domestic animals

Sekil 5. Leptospira etkenlerinin dogal donduisi®

Diger taraftan, daha cok dolayli bulas gorilmekte ve kontamine atik su veya
leptospirozlu idrarla bulasik toprak yolu ile ortamda bulunan canlilara gectigi
disinilmektedir>.  Kontaminasyon genellikle biitiinltigli  bozulmus deri  veya
mukozalardan gegis yolu ile olur. Kontamine su ile temas, uzun sireli ve sirekli ise
saglam deri yoluyla gerceklesebilir. Konjonktival yolla, kontamine aerosollerin
inhalasyonu ile, tastyict hayvanlarin isiriklar: veya ciftlesme ilede bulas gorilebilir”.
Kronik enfeksiyonlu hayvanlar tasiyict gorevi gorirler. Kronik asemptomatik renal
enfeksiyonlarda etken idrar ile atilamaya devam eder. Bazi akut enfeksiyonlu
hayvanlarda hastaligin yayiliminda tetikleyici olabilir. Organizmamn vucuda girmesi
hayvanlarda antikor yapimini uyarir. Olusan antikorlar iyilesmeyi baslattigi gibi
serolojik kontrollerde enfeksiyonun taminmasina yardimci olur. Ancak renal tubillerde
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enfeksiyon olusmadan etkeni tasiyan hayvanlarda antikor olusmadigindan serolojik
testlerle belirlenemez, ancak haftalik yapilan idrar testleri ile etken gosterilebilir

Elverisli toprak tipi ve asit oranlarinda, leptospiralar uzun siire canli kalabilirse
de kuru topraklarda uzun sire canliliklarim koruyamazlar. Benzer sekilde, leptospiralar
Ozellikle yuzey sularinda, su birikintilerinde, kanalizasyonve diger atik sularda,
bataklik, dere ve nehirlerde uzun siire yasayabilir. insana bulas genellikce bulasik sular
ya da hayvanlar yoluyla olmasina karsilik insan-insan bulasina da L.interrogans tiriinde
emzirme yolu ile anneden bebege gecis olarak rastlanmistir™®. Leptospirozun insanlarda
gorilmesi genellikle, iklim, nifus yogunlugu ve bakim ve tasiyici ile kisinin temas
derecesi gibi cevresel faktorlere baglhidir. Gunimuizde, leptospirosis kirsaldan sehre
dogru olan yaygin go¢ nedeniyle kirsal kesimden sehirlere yayildi. Ozellikle altyapisi
yetersiz gecekondu semtlerinde kanalizasyon sulari kontaminasyonuyla ve kontrol
altina alinamayan kemirgenler yoluyla sehirlerde Leptospiroza maruz kalma olasiligi
artm1$t1r76.

Turkiye'de leptospiroz ile ilgili calismalar siklikla hayvanlarda yapilan
seroepidemiyolojik arastirmalar ile insanlarda olgu sunumlar: niteligindedir. Turkiye'de
leptospiroz insidanst ve prevalansimin bildirildigi genis seri ¢alismalar yoktur. Piring
ekimi yapilan Cukurova bolgesi, Bursa'da Karacabey harasi, Karadeniz bolgesinde
infeksiyonun siklig:1 bildirilmistir™. insanlarda sero-epidemiyolojik calismalarda %2-12,
hayvanlarda ise %3.5-63 oranlarinda bulunmustur. Turkiye de L.icterohaemorrhagiae,
L.grippotyphosa, L.bovis, L.hebdomatis, L.automnalis, L.sgjroe, L.pomona, L.butembo
ve diger serotiplerin izole edildigini bildirilmisdir”™.

Turkiyede leptospiroz ile ilgili ilk yazi 1915 yilinda Resat Riza bey tarafindan
yayimlanmis, hayvan deneyleri ise 1922 yilinda Hisameddin Serif bey tarafindan
yapilmistir. Daha sonra Plevnelioglu Bat1 Trakyada askerler arasinda I1. Dinya savasi
sirasinda 2 leptopiroz vakasim kesin olarak kanitlamistir'. Unat ve ark 1960’1 yillarda
leptospira supheli hastalarin  kanlarinda %9 oraminda L.icterohaemorrhagiae, L

7879 Fazlymin orta ve

grippotyphosa ve L bovise karsi antikor belirlemistir
guneydogu Anadolu bdlgesinde kemiricilerde yapmis oldugu calismada
L.grippotyphosa sk olmakla birlikte L automnalis, L.djasman’a kars: antikor
bulunmustur. Fazli leptospira supheli insanlarin  serumlarinda leptospira antikor

pozitifligini %3 oraninda bildirmistir®®!. Vakalarin yarisinda L.butembo belirlenmis,
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ayrica L.icterohaemorrha giae ve L.grippotyphosa 'ya karsi da antikor mevcuttur.
Vardar ve ark. hayvanlardan L.grippotyphosa ’yi1 izole etmislerdir. 1972 yilinda Tuncel
ve ark. Erzurum ve cevresinde hayvan temas: olan Kisilerde leptospira antikorlarinin
yuksek oldugunu belirlemislerdir. Walter ve ark. Cukurova bélgesinde hayvanlarda
L.hebdomatise karsi %61 ve L.grippotyphosa’ya karst %26 oraminda antikor
belirlemislerdir®™. Yine aym bolgede 1995 yilinda Sadr ve arkadaslarinin
seroepidemiyolojik calismasinda hayvancilikla ugrasan asemptomatik  Kisilerin
serumlarinda siklikla L.icterohaemorrhagiae ve daha az oranda L.grippotyphosa’ya
karst antikor bulunmustur®. Trakya ve Bat1 Anadolu’da Ulas ve ark.nin 1973 yilinda
yaptiklar: calismada hayvanlarda L.grippotyphosa, L.sgroe ve
L.icterohaemorrhagiae’ya kars: antikorlar bulunmustur™. Simbiil ve ark Karadeniz
bolgesinde farelerde L.interrogans "1 doku ve organlarda belirlemistir®. 1999 yilinda
Sencan ve ark Orta Karadeniz bolgesinde risk grubu kisilerde leptospira antikor
pozitifligini %4, kontrollerde ise %0.05 olarak bildirmislerdir®™. 2001 yilinda Refik
saydam Hifsisihha Merkezinin Ankarada mezbaha isgilerinde yaptigi calismada
L.australis' e kars1 %2 oraninda antikor bulunmustur.

Tablo 6. Cesitli hayvan populasyonlarinda |eptospiroz seroprevalans calismalari®™.

B o Toplam | Sero-prevalans | Tarama
Bolge Zaman Hayvan turu i
say1 (%) testi
Ankara 2005 Sahipsiz Kdpek 116 43,96 MAT
) Alandan toplanmus
OrtaKaradeniz | 1998-1999 59 32,2 MAT
Sican
Ilge ve koylerden
Hatay 2003 512 8,8 MAT
Sigir
Karsve 30 yerlesim biriminden
2000 990 33,63 MAT
Ardahan Sigir
) Merkez veilgelerden
Kayseri 2005-2006 . 2395 25,95 MAT
1811




Weil hastalig: ile ilgili bildirilen olgu sunumlari ise siklikla Cukurova,
Karadeniz, Marmara bolgelerini icermektedir. Satoglu ve ark. Cukurova bolgesinde;
Leblebicioglu, Siumblil ve ark. Orta Karadeniz boélgesinde; Caylan ve ark Dogu
Karadeniz bolgesinde; Hamsan ve ark Istanbul’ da Weil hastaligi taist almis olgular:
bildirmiglerdir. Bu calismalarda MAT ve ELISA testi ile siklikla
L.icterohaemorrhagiae 'yakars1 antikor pozitifligi bulunmustur.

Halk Sagligi Uzmanlar1 Dernegi’ nin (HASUDER) 2012 Tirkiye Saglik Raporu
verilerine gore; 2005-2010 yillar: arasinda bildirilmis olan toplam 71 olgunun, 12’si
(%16.9) kadin, 59'u (%83.1) erkektir. Erkeklerde daha fazla goruliyor olmasi mesleki
kontaminasyon ile iliskilendirilebilir. 2010 yilinda bildirilen toplam 26 olgunun 4’ G 15-
19; 51 20-29; Q'u 30-44; 5'i 45-64; 30U 65 Uzeri yas grubundadir. 2010 yilinda
Adana’ dan yedi olgu, Antalya, Diyarbakir ve Samsun illerinden 4’ er olgu bildirilmistir.

Olgu sayilar1 son 10 yilda degiskenlik gostermekle birlikte 2010 yilindan diger
yillara gore bir artis gérdlmustir. Ancak bu artisin olgu sayisinda mi yoksa bildirime mi
bagli oldugunu degerlendirmek zordur. Bununla birlikte hayvanlarda yapilan
calisgmalarda seroprevalanslarin yiksek olmasi durumun ciddiyetle takip edilmesi
gerektigini gostermektedir. Kirsal alanda su kaynaklarinin sagliksiz olusu ve kemirici
muicadelesinin etkili yapilamiyor olmasi leptospiroz olgularinin énimizdeki yillarda
artabilecegini disindirmektedir.

Tablo 7. HASUDER verilerine gére Turkiye de bildirilen leptospiroz olgulari

il Olgu Sayis: Insidans il Olgu Insidans
(yUzbinde) Sayis (yUzbinde)
2001 14 0,02 2006 6 0,01
2002 13 0,02 2007 12 0,02
2003 6 0,01 2008 8 0,01
2004 11 0,02 2009 12 0,02
2005 7 0,01 2010 26 0,04
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2.15. KorumaveKontrol

Leptospiralar dunyamin, ¢oller disinda hemen her bolgesinde gérilebilen ve
bircok hayvan tirinde hastalik olusturma yetenegine sahip spiroketlerdir. Ayrica
semptom gostermeden etkeni bobrek tublillerinde tasiyan hayvanlarca sessiz yayilim
gorulebilmektedir. Vahsi ve evcil birgok hayvan turtinde ve insanlarda gorulebilmesi
koruyucu tedavide takibini guclestirmektedir. Hayvan-hayvan ya da hayvan-insan
bulasinin  yaminda kontamine sular gibi  cevresel etmenlerle de bulag
gerceklesebilmektedir. Bu nedenle korumada 3 hedefin takip edilmesi 6nem tasir.

Bunlar;

a) Enfeksiyon kaynagi
b) Enfeksiyon kaynag ve insan arasindaki bulas yolu,
c) Insandatasiyici enfeksiyonlardir.

Enfeksiyona maruz kaldigi dusinilen yiksek risk gruplarinda doksisiklin
(200mg/hafta) ile erken baslanilan antibiyotik tedavisi, olasi leptospiroz salginlarin
onleyebilir®. Ancak bu koruyucu tedavi kisa siire uygulanmalidir. Kiba gibi bazi
bolgelerde deneysel olarak insan Uzeride yapilan asilama ile immunizasyon
calismalarinda, uygulama yapilan grupta % 100 koruma elde edilirken herhangi bir yan
etki gorulmedigi rapor edilmistir®®. Bununla birlikte, insan icin koruyucu asilamanin;
asinin olast yan etkileri, 6lU bakteri kullanildiginda olusan bagisikligin kisa sireli ve
yetersiz olmasi, ve Uveit gibi otoimmin hastaliklara sebebiyet verebilmesi gibi zararl
etkileri olabilmektedir®. Ancak, giinimizde sigir ve domuzlarda leptospirozun

kontroltinde asilama, etkili bir yontem olarak gorulmekte ve kullamlmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma ile koruyucu immunitede major rol oynadigina inamlan leptospira
dis membran proteinleri ompL1 ve LipL32'yi kodlayan gen fragmentleri ile 16S rRNA
geni Uzerindeki spesifik dizileri hedef alan primerlerin kullamldigi Nested-PCR ve
PCR-RFLP yontemlerinin leptospirosis de konvensiyonel yontemler olan MAT ve
karanlik alan mikroskopisi (KAM) e karsi tam degerleri sorgulanmistir. Bu amacla
Cukurova bolgesinde klinik olarak leptospirosis siphesi olup C.U Tip Fakiiltesi
hastanesi ile SB Adana Devlet Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar: Kliniklerine basvuran
38'i yetiskin 9'u 18 yas alt1 hastalardan alinan 47 kan 6rnegi ile bolgemizde hematiri ve
ikter bulgulari olan 86 blylUkbas hayvana ait kan 6rnegi degerlendirilmistir. Calismada
kontrol olarak Tarim Bakanligi Merkez Etlik Veteriner Arastirma Laboratuarindan
saglanan L.ichterohemorogica copenhageni wjinberg, L.bataviae bataviae swart,
L.javanica javanica veldrat batavia 46, L.canicola canicola hondutrecht IV, L.tarassovi
tarassovi prerpeletsin, L.cynopteri cynopteri 3522C, L.pyrogenes pyrogenes salineu,
L.pomona pomona pomona, L.pomona mozdok 52621, L.autumnalis autumnalis akiyami
A, L.hebdomadis hebdomadis hebdomadis, L.seroje hardjo hardjoprajitno, L.australis
bratidava jezoratidava, L.grippothyphosa moskva V, L.ichterohemorragica RGA,
L.australis australis ballico, L.semaranga patoc patoc | suslar1 kullanildi.

3.1. Hasta ¢érneklerinin toplanmas.

Kliniklere yatirilan veya polikliniklerden takip edilen leptospirosis stipheli her
hastadan ventz kan drnekleri hazirlanan hasta bilgi formlari (ek belge 1) doldurulduktan
sonra steril enjektdr yardimu ile alinarak, birisinde 500 pl sodyum okzalat bulunan
digeri ise kuru olan 2 tipe 3 er ml olarak paylastirildi. DUz tiplerdeki kan 6rneklerinden
elde edilen serum MAT ile degerlendirilene kadar -20C de saklandi. Okzalath
tiplerdeki kan ornekleri ise 3000g de 5 dakika santriftlj edildikten sonra stipernatan
kismindan dikkatlice 10-20 pl alinarak lama yayildi ve Uzerine lamel kapatilarak
KAM’ile degerlendirildi. Artan slpernatan oOrnekleri PCR ile hedef dizilerin
amplifikasyonu icin kullamlana kadar -80°C de sakland.
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3.2. Mikro Aglitiinasyon Testi (MAT):

Serumlarin islenmesi icin ilk olarak iki ayr1 cam tiip kullanilds. Ik tiipe 2400 pl
FTS alinip lizerine serum 6rneginden 100 pl eklendi. ikinci cam tiipe ise 1000 pl FTS
ve 1. tipteki 1/25 oraninda sulandirilmis olan serumdan 1000 pl eklenerek 1/50 serum
derisimi hazirlandi. Testte antijen olarak Etlik Veteriner Merkez Kontrol ve Arastirma
Enstitisiinden alinan canli L.grippothyphosa, L.bratisava, L.canicola, L.Hardjo,
L.pomona, L.hebdomadis, L.ichterohemmoragica, L.patoc-I suslar kullanuldi. Her bir
derisimden 100’er ul test plaginin ayr1 gozlerine alindi ve Uzerlerine yine 100" er pl
antijen eklendi. Test sonucu, 37C° de bekletilen plaklardan 2-3 saat sonra alinan
orneklerin  karanhik alan mikroskobunda incelenmesi ile tespit edildi. Siddetli
aglittinasyonun gorulmesi pozitif olarak degerlendirildi. Pozitifl 6rneklerden 1/100,
1/200, 1/400, 1/800 ve 1/1600 luk serum dillisyonlar1 hazirlanarak test tekrar edildi.

Sekil 6. MAT testi plag:
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Sekil 7. Pozitif degerlendirilen aglitiinasyon

Sekil 8. Negatif degerlendirilen aglitiinasyon

3.3. Nukleik Asit Amplifikasyon Y éntemi :

Leptospiralarin hizli, yuksek sensitivite ve spesifitede tamsina imkan saglamak
amaci ile bakterinin 16SrRNA, ompL1 ve LipL32 genleri Uzerindeki iyi korunmus gen
fragmentlerinin Nested-PCR ve PCR-RFLP yontemleri kullamlarak, organizmanin
varligi arastinlmistir. islem DNA'nin  ekstraksiyonu, amplifikasyon, restriksiyon
fragment analizi igin enzimatik hidroliz ve Grlnlerin agaroz jelde analizi basamaklar: ile

tamamlanmustur.
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3.3.1. DNA Ekstraksiyonu:

Okzalatl tuplerdeki tam kan 6rneklerinden elde edilen ve kullamlana kadar -80
°C de saklanan plazma ornekleri leptospira DNA’simi ekstrakte etmek amacr ile
QIAGEN kan ekstraksiyon kiti yardimi ile degerlendirilmistir. Elde edilen DNA
miktarlarinin uygunlugu spektrofotometrik yontemle 6lgllmis her 6rnekte en az 50 meg
/ml DNA olacak sekilde drnekler sulandirildiktan sonra DNA kalibi olarak kullamlmak

Uzere saklanmustr.

3.3.2. 16SrRNA Gen Bdlgesinin Amplifikasyonu ve RFLP:

Leptospiramin 16S rRNA Geninin 525 bp’'lik bolgesini tamyan primerler
Forward 5-GGCGGCGCGTCTTAAACATG-3 ve Reverse 5'-
GTCCGCCTACGCACCCT TTACG-3, kullamlarak hedef bolge amplifiye edildi.
Daha sonra ayni gen Uzerindeki patojenik leptospiralar icin spesifik olan 289 bp'lik
bdlgenin amplifikasyonu icin iner primerler, Forward 5'-
CAAGTCAAGCGGAGTAGCAA-3 ve Reverse 5-CTTAACCTGCTGCCTCCCGTA-
3, kullanilarak amplifikasyon sonlandirildi. I.Amplifikasyon igin; her bir primerden 0,5
ul (25 pmol/pl), 1 ul 200 pmol/I deoxyribonucleotide karisimi, 5 il Mg®*free 10x PCR
reaction buffer, 5 umol/l MgCl; 1 ul, 0.4 ul Tag Polymerase Mix, (Fermantas) 150 pl
ependorfa alindi ve karisima dnceden hazirladigimiz kalip DNA’dan 10 pl DNA(100-
50ng DNA) ilave edildi. Ependorflardaki karisim deiyonize PCR-grade distile su (37,6
ul) ile 50 pl olacak sekilde tamamlandi. PCR reaksiyon karisimi iceren tipler Termal
Cycler Cihazina (Applied Biosystem AB) vyerlestirilerek asagidaki programda
calistirilds;

94 °C'de 5 dk,
94 °C'de 1 dk,
62 °C'de 2dk 35 sklus

72°Cde 1,5 dk

72°Cde 15 dk
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|. amplifikasyondan elde edilen drinler DNA miktarimin kantitasyonu igin
spektrofotometrede oOlculerek degerlendirilmis ve 50ngr/10ul olacak sekilde sulandi-
rilarak Il amplifikasyonda kalip DNA olarak kullamilmustir. 11 amplifikasyonda da 1.
Amplifikasyonda kullamlan PZR karisimi kullamlmis, ancak DNA kalibi olarak |I.
amplifikasyon Urintinden 10 pl, I.amplifikayondaki primelerin yerine iner primerlerin
her birinden 0,5 pl (25 pmol/ul) ilave edilmis, daha sonra karisimda son hacim 50 pl
olacak sekilde ependorflar PZR-grade distile su ile tamamlanmistir. Amplifikasyon
sonunda elde edilen 289 bp uzunlugundaki Grinin tespiti igin amplikonlar %2’ lik
agaroz jel’de 120 V’'da yiritulerek UV transluminatérde (Kodak Imaging System)
gorintdlenmistir.

Uygun amplikonlara sahip ¢érneklerden alinan DNA kaliplar1 Apol enzimi ile
hidrolize ugratilarak RFLP islemi uygulanmisgtir. Bu islem i¢in 150 ul’'lik ependor
tuptne 11. Amplifikasyon sonucu elde edilen 289 bp lik 10 ul kalip DNA, 10X Buffer
solusyonundan 2 pl ve Apol enziminden 2 pl konduktan sonra total volum 30 pl olacak
sekilde deiyonize PCR-grade distile su (16 pl) ilave edilmistir. Karisim 37°C de 4 saat
bekletildikten sonra olusan Urinler % 2'lik agaroz jel’de 120 V'da yuritllerek UV
transluminatorde (Kodak Imaging System) goruntilenmistir. Non-patojenik leptospira
suslart Apol enzimi ile 200 ve 89 bp olmak Uzere 2 parcali halde goriltrken patojenik
leptospira suslart kesilmemis ve 289 bp tek band olarak gorinttlenmistir.

3.3.3. OmpL 1 Gen Bélgesinin Amplifikasyonu :

L. interrogans grubuna ait farkl: serotipleri tamyan, A ve B olarak tanimlanan
iki ayri primer ciftinin kullamldigi 2 tupte PCR islemi gergeklestirildi. Kullanilan
primerlerin pozitif sonug vermesi beklenen serogruplari agsagida (Tablo-8) belirtilmistir.
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Tablo 8. Kullamlan primerlere gore pozitif sonu¢ vermesi beklenen serogruplar

Serovarlar Kullamlan Primer Grubu
Intergroup A Intergroup B

L. interrogans | cterohaemorrhagiae Pos Neg
L. interrogans Djasiman Pos Neg
L. interrogans Grippotyphosa Pos Neg
L. interrogans Pomona Pos Neg
L. interrogans Bratislava Pos Neg
L. interrogans Autumnalis Pos Neg
L. interrogans Copenhageni Pos Neg
L. interrogans Akiyami A Pos Neg
L. interrogans Jez Pos Neg
L. interrogans Hebdomadis Neg Pos
L. interrogans Bataviae Neg Pos
L. interrogans Canicola Neg Pos
L. interrogans Australis Neg Pos
L. interrogans Pyrogenes Neg Pos
L. interrogans Hardjo Neg Pos
L. interrogans Wolfii Neg Pos
L. interrogans Mankarso Neg Pos
L. biflexa Patoc Neg Neg

A grubu primerler L.interrogans grubuna ait, Icterohaemorrhagiae, Djasiman,
Grippotyphosa, Pomona, Bratislava, Autumnalis, Copenhageni, Akiyami A, Jez gibi
suglarin OmpL1 geni Uzerindeki 396 bp’lik bir fragmenti hedef alan F.5-
CTACTGGCGGCTTGATCAAC-3 ve R. 5-CTGGATCTGTTCCGTCTGCGATC-3'
dizilerinden olusturuldu. B grubu primerler ise yine L.interrogans grubuna ait
Hebdomadis, Bataviae, Canicola, Australis, Pyrogenes, Hardjo, Wolfii, Mankarso gibi
suslarin ayni geni Uzerindeki 406 bp’lik fragmentini hedef alan F. 5-CTTGATAGA-
ACCACTGGTGGTGCC-3' ve R.5-CTGGATCGGTTCCATCGCTCAG-3' dizilerin-
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den olusturuldu. Yapilan her iki amplifikasyon igin birer tane olmak tizere; 150 pl’ lik 2
ependorf tupukullamldi. Tuplere her bir primerden 05 upl (25 pmol/ul),
deoxyribonucleotide karisimindan 1 pl 200 pmol/l, Mg,'-free 10x PCR reaction
bufferdan 5 ul, 5 umol/l MgCl; ‘den 1 ul, Tag PolymeraseMix (Fermantas)’ den 0.4 pl
konuldu ve karisima ilk hazirladigimiz kalip DNA’dan 10 ul DNA(100-50ng DNA)
ilave edildi. Ependorflardaki karisim deiyonize PCR-grade distile su (37,6 ul) ile 50
ul’ye tamlandi. PCR reaksiyon karisimi igeren tipler Termal Cycler Cihazina (Applied
Biosystem AB) yerlestirilerek asagidaki programda galistirilds;

94 °C'de 5 dk,

94 °C'de 1 dk,
62 °C'de 2dk 35 sklus
72°Cde 1,5 dk

72°Cde 15 dk

Olusan PCR drunleri; amplifikasyonun basarisim kontrol etmek amaciyla %
2'lik agaroz jel’de 120 V’da yuritilerek UV transluminatdrde (Kodak Imaging System)

gorintdlendi.

3.3.4. LipL32 Gen Bdlgesinin Amplifikasyonu:

LipL32 gen bdlgesi sadece patojen leptospiralarda bulundugundan kullanilan
nested-primerlerle amplifikasyon Grinu olusturan Orneklerde patojen leptospira
(L.interrogans) tarst konuldu. Oncelikle LipL32 gen bolgesindeki 859 bp’lik bolgeye
spesifik F. 5-CTAAGTTCATACCGTGATTT-3 ve R. 5-TTCTGACGCGACTAAG-
TAAT-3 primerleri kullanilarak |.amplifikasyon yapildi. . Amplifikasyon icin; her bir
primerden 0,5 pl (25 pmol/ul), 1 ul 200 pmol/I deoxyribonucleotide karisim, 5 ul Mg®*
free 10x PCR reaction buffer, 5 pmol/l MgCl, 1 pl, 0.4 ul Tag Polymerase Mix,
(Fermantas) 150 ul ependorfa alindi ve karisima dnceden hazirlachgimiz kalip DNA’dan
10 ul DNA(100-50ng DNA) ilave edildi. Ependorflardaki karisim deiyonize PCR-grade
distile su (37,6 pl) ile 50 pl olacak sekilde tamamlandi. PCR reaksiyon karisim igeren
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tipler Termal Cycler Cihazina (Applied Biosystem AB) vyerlestirilerek asagidaki

protokole gore amplifikasyon islemi tamamaland:

94 °C'de 5 dk,

94 °C'de 1 dk,
62 °C'de 2 dk 35 siklus
72°Cde 1,5 dk

72°Cde 15 dk

Daha sonra |. amplifikasyondan elde edilen drdnler DNA  miktarinin
kantitasyonu icin spektrofotometrede dlgllerek degerlendirildi ve 50 ngr/10ul olacak
sekilde sulandirilarak 11 amplifikasyonda kalip DNA olarak kullanild. :
amplifikasyonda kalip DNA ve iner primerler hari¢ I. amplifikasyondakine benzer PCR
karisimi kullanildi. Nested PCR primerleri ayni gen Uzerindeki 497 bp’lik bolgeyi hedef
alan; F. 5-GACGGTTTAGTCGATGGAAAC-3 ve R. 5-GGGAAAACAGACCAAC
AGA-3' seklinde dizayn edildi. Kalip DNA ve primerlerde karisima ilave edildikten
sonra |l amplifikasyon asagidaki protokole uygun sekilde tamamlandh.

Amplifikasyon sonunda elde edilen Urlnler 497 bp uzunlugundaki hedef DNA
fragmentinin tespiti igin % 2’'lik agaroz jel’ de 120V’ da yuritulerek UV transluminator-
de (Kodak Imaging System) incelendi.



4. BULGULAR

Insan ve hayvan Leptospirosis vakalarinin tamsinda;  Karanlik Alan
Mikroskopisi ve MAT’ ne gore daha sensitif, spesifik ve hizli bir alternatif tam testi
olusturmak Uzere 16SrRNA Nested-PCR RFLP, OmpL1 PCR ve LipL32 Nested-PCR
testlerinin kulani- labilirligini belirlemek amaci ile yapilan bu ¢alismada 47'si insan
86'st hasta hayvanlara ait olmak Uzere toplam 133 serum/plazma Ornegi
degerlendirilmistir.

Serum orneklerinden 5’1 gocuk toplam 22 (%46.8)’si insan ve 6'si tek tirnakl
hayvan toplam 34 (%39.5)' U hayvan serumlarina ait olmak 56 (%42.1)’ sinda KAM’de

leptospiraile uyumlu morfolojik gorinime uygun goruntt elde edilmistir (Tablo-9).

Tablo9. KAM’ de elde edilen leptospiraile uyumlu morfol gjik gériniim oranlari.

KAM insan -47- Hayvan-86-
TESTI 0-18 > 18 yas Tek tirnakli | Ruminant Toplam
133

Say1 % | Sayi % | Sayi % | Sayi % |Say1 %
Olgu 9 19.1 38 808 | 23 267 | 63 7325|133 100
say1s
Pozitif 5 555 17 447 6 26.1 28 4.4 |56 421
say1

Serum Ornekleri Ulkemizde sik goruldigi bildirilen 7 farkli L.interrogans susu

ile L semeranga ssv patoc | susunun antijen olarak kullanildigt MAT ile
degerlendirilmesi sonucu insan serum Orneklerinin 21'i (%44,68) ile hayvan serum
orneklerinin 69’unda (%80,2) en az 1/50 titrasyonda bir antijene kars1 seropozitiflik
tespit edildi. En fazla sayida seropozitiflik insanlarda 10 (%21.3) 6rnekte L.patoc-1'e
kars1 tespit edilirken, hayvan serum Orneklerinde en fazla sayida 6rnekte pozitiflik 29

(%33.7) ornek ile L.Hardjo ya kars: elde edildi (Tablo-10). insanlara ait serum
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orneklerinde L.grippothyphosa ve L.pomona hayvanlarda ise L.canicola, L.Hardjo ve

L.ichterohemmoragica, serotiplerine kars1 antikor elde edilemedi.

Tablo 10. Hayvan veinsan drneklerinin MAT ile degerlendirilmesi

insan - 47- Hayvan -86- Genedl
Tek Toplam
0-18 | >18yas | Toplam | Tirnakh Ruminant | Toplam 133
Sayi % | Say1 % | Say1 % Sayt % | Say1r % | Sayn % | Sayi1 %
L. -| 26
patoc 2 22 |8 25|10 213 |5 217 | 11 174 |16 186
19.54
L.Hardj 30
10 1 26 |1 212|1 43| 28 444 |29 337
22.55
L.gri hyph 14
grippothyphosa 1 43 | 13 206 |14 162
10.52
L.canicola 2
2 52 |2 425
1.50
L.bratidava 6
2 52 |2 425|2 86 2 31 |4 4.6
451
L.pomona 6
6 123 | 6 6.9
451
Lhebdomadis 1
1 26 |1 212
0.75
L.ichterohnemmoragica | 1 111 |4 104 |5 10,63 5 3.76
90
Toplam 3 ®B3 |18 473 |21 468|9 391 | 60 952|609 802 |

Insan serumlarindan elde edilen en yiiksek seropozitiflik oram olan 1/1600

dilusyonda pozitiflik 3 6rnekle L.patoc | antijenine karsi elde edilirken, hayvanlarda 8

serum Orneginde L.Hardjo'ya ve 11 serum oOrneginde de L.grippothyphosa’ya karsi
1/1600 titrelerde elde edildi. Ancak hayvan serum orneklerinden 2'sinde yine L.Hardjo
"yakars1 /3200 tirede de seropozitiflik tespit edildi (Tablo-11).

MAT ile seropozitiflik tespit edilen serum Orneklerinin KAM sonuclari ile

korelasyonunda en yilksek oranda uygunluk insanlarda L.canicola ile (%100) ile elde

edilirken hayvan serum orneklerinde en yiksek koralasyon % 41.3 oran ile L.hardjo
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serotipine kars: elde edildi. insan serum 6rneklerinde KAM/MAT uyumu % 57.1 iken
Bu oran hayvan serum 6rneklerinde % 33.3 olarak tespit edildi. Genel olarak MAT altin
standart olarak kabul edilirse, KAM’n sensitivitesinin % 50 (45/90), spesifitesinin de %
75.5 oldugu goruldi. Ancak KAM ile pozitiflik tespit edilen 56 serum 6rneginden MAT
tedti ile 45'inin seropozitif oldugu, yani KAM testi altin standart olarak kabul edilecek
olusa MAT’in sensitivitesinin % 80.4 (45/56), spesifitesinin ise % 50 oldugu
gorulmistur Bu sonuglara gore KAM’1n kabul edilebilirlik degerinin % 63, MAT in ise
% 65 oldugu kabul edilebilir.(Tablo-12).
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Tablo11. Orneklerin MAT testinde elde edilen seropoxzitiflik degerleri

dilusyon insan 21 Hayvan 63
kat
AN Toplam 84
Antlj en 3200
50 00 00 00 50 00 00 00
600 600
say1
ayi ayi ayi ayi ayi ayi ayi ayi ayi ayi
L.patoc-I 26
L.Hardjo 30
0
L.grippothyphosa 14
1
L.canicola 2
L.bratidava 6
L.pomona 6
1 3
L.hebdomadis 1
L.ichterohemmoragica 5
Toplam 90
3 1 3 5 3
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Tablo 12. Serum dérneklerinde KAM/MAT uyumu

MPOZITIF insan - 22- Hayvan -34- Genel Toplam 56
MAT
Pozitif 0-18 > 18 yas Toplam Tek Tirnakh Ruminant Toplam
Sayi Sayi Say1 % Sayi Sayi Say1 % Say1 %
L.patoc-I 26 2 6 8 308 4 2 6 181 14 476
L.Hardjo 30 1 11 12 4.3 12 400
L.grippothyphosa 14 3 3 214 3 214
L.canicola
2 2 100 2 100.0
2
L.bratidava
1 1 333 1 202
6
L.pomona
1 1 166 1 166
6
Lhebdomadis
1
L.ichterohemmoragica
1 1 2 40 2 409
5
Toplam 90 3 9 12 57.1 6 17 23 333 45 500
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Hastalardan alinan plazma oOrneklerinden elde edilen DNA kaliplarinda
Leptospira ve L.interrogans spesifik gen dizilerinin tespiti icin dizayn ettigimiz 16S
rRNA Nested-PCR ve PCR-RFLP yontemi ile insan plazma orneklerinden 35
(%74.4)'inde leptospiralar igin hedeflenen 289 bp’'lik hedef dizinin varligi tespit
edilirken, bu 6rneklerden elde edilen hedef DNA’min Apol enzimi ile hidrolizi sonunda
elde edilen fraksiyon polimorfizmi, 16S rRNA PCR pozitif insan drneklerinin 27
(%77.1)' sinde L.interrogans ile iliskili hidrolize edilmemis 289bp’lik fragmentlerin, 8
(%22.9) ornekte ise L.biflexa ile iliskili 200+89 bp’'lik iki bandin varhg: gosterdi.
Hayvan plazma orneklerinden elde edilen DNA kaliplar1 ile yapilan ayni ¢alismada, bu
oranlar sirasi ile; 16SrRNA igin 57 (%66.3), L.interrogansicin 50 (%87.7) ve L biflexa
icin 7 (%12.2) olarak belirlendi. Bitin orneklerin toplaminda ise bu oranlarin sirasi
ile %69.1,% 83.6 ve % 16.3 oldugu ancak insan orneklerinden % 57.4 (27/47)s ile
hayvan orneklerinden % 37.6 (50/133)’sinda yani toplamda % 57.9 (77/133)’unda

L.interrogansin spesifik DNA varligi goruldi.

Tablo 13. 16SrRNA Nested-PCR ve PCR-RFLP yontemi ile elde edilen sonuglar

insan -47- Hayvan-86-
0-18 Toplam
518 yas Toplam | Tek Ruminant | Toplam 133
tirnakl

Sayt % |[Say1 % [Sayn % |[Say1 % |[Sayn % | Say1 % | Sayit %

16 SrRNA 6 806 |29 763 |35 744 |3 130 |54 857 |57 663|92 69.1
L.intterogans |4 66.6 |23 793 |27 771 |3 100 | 47 873 |50 87.7 |77 836
L. biflexa 2 333|6 206|8 229|0 0|7 129 (7 12215 163
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Sekil 9. 16S rRNA Nested-PCR sonunda alinan 289 bp'lik bantlarin goriintiisii. Pozitif kontrol olarak
10 numarada L.pomona pomona pomona susu kullamldi. 1,2,3,4,5,6,7,8,9 numardar ilk PCR
da 525 bp lik bant alinan pozitif orneklerdir.

Leptospirosis patofizyolojisinde son derece dnemli oldugu bilinen dis membran
lipoproteinlerinden LipL32'nin kodlandigi gen bolgesinde 497 bp’lik L.interrogans
turleri igin spesfifik olan dizinin Nested-PCR ile tespiti amaci ile yapilan amplifikasyon
sonunda 26 (%55.3)’s1 insan, 51 (%59.3)'U hayvan plazma ornekleri olmak Uzere
toplam 77 (%57.9) drnekte hedef dizilerin varligi, yani L.interrogans tirlerine ait DNA
oldugu gordldi (Tablo-14).

Sekil 10. 16S rRNA Nested-PCR sonunda alinan 289 bp'lik hedef dizinin Apol enzimi ile hidrolizi
sonunda patojenik leptospira suslart 289 bp lik tek bant olarak izlenirken, nonpatojenik
leptospira suslar: ise 200 ve 89 bp lik iki bant verdi. (+) kontrol olarak L.pomona pomona
pomona, ve (-) kontrol olarak L.semaranga patoc patoc | suslar: kullamld.
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Sekil 11. LipL32 Nested-PCR sonucunda pozitif érneklerde (1, 6, 7, 8, 10) 497 bp'lik bant gorintisi.
N; negatif kontrol.

Tablo 14. Serum drneklerinde LipL 32 Nested-PCR yontemi ile L.interrogans tespiti

insan -47- Hayvan-86-

LipL32 Toplam

0-18 > 18yas Toplam | Tek Ruminant | Toplam
497bp P : 133

tirnakla

Sayt % |Say1 % | Say1 % |[Say1 % | Say1i % | Say1 % | Sayi1 %
L.
) 3 333|123 605 |26553 |3 134 |48 76.2 |51 59.3 | 77 579
intterogans

LipL32 gibi L.interrogans igin spesifik olan 16S rRNA PCR-RFLP sonuglar1 ile

kiyaslandiginda; genel tam degeri olarak her iki yontem ile de drneklerin % 57.9'unda

L.interrogans yonunden hedef dizilerin elde edildigi gorildu. Ancak LipL32 ile 18 yas
alt1 gocuklarda duyarliligin 16S rRNA PCR-RFLP’ ye gore daha disuk (%75) olmasina
karsilik, ruminantlarda da yine 16S rRNA PCR-RFLP baz alindiginda LipL32 nin
spesifitesinin daha diistk (%98.03) oldugu, bu iki uyumsuz sonug disinda her iki testin

ayni plazma 6rneklerinde aym sonuclar1 Urettikleri gorildi (Tablo-15).




Tablo 15. 16SrRNA PCR-RFLP sonuclari ile LipL32 Nested-PCR sonuglarinin karsilastirmas

insan -47- Hayvan-86-
_ Toplam
0-18 > 18yas Toplam Tek tirmekls Ruminant | Toplam 133
Sayi % |[Say1 % | Sayn % |[Sayi1 % [ Sayi % | Sayn % | Sayit %
16 STrRNA |4 444 |23 605 |27 574 |3 134 |47 746 |50 581 | 77 579
LipL32 3 33323 60526553 |3 134 |48 76.2 |51 59.3 | 77 579

Son olarak plazma 6rneklerinden elde edilen DNA kaliplarinda L.interrogans

serotiplerine ait OmpL1 spesifik gen dizilerinin A ve B grubu serotiplerin tespiti igin

yaptigimiz amplifikasyon sonunda; A serogrubunda yer alan turlere ait hedef dizilerin 9

(% 19,1) 'u insan 31 (% 36,0) 'i de hayvan olmak Uzere Orneklerin toplam 40

(%30.1) 'inda varliklar: tespit edildi. Insan orneklerinde en sk tammlanan A grubu

L.interrogans serotipinin 6 plazma 6rneginde % 12,8 oram ile L.icterohaemorrhagiae,

hayvan plazma drneklerinde ise 20 6rnekte % 23,3 oram ile L.grippotyphosa serotipi
oldugu gorildi (Tablo-16).
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Tablo 16. OmpL1 spesifik A serogrubunda yer aan L.interrogans tirlerine ait hedef dizilerin tespiti

insan -47- Hayvan-86- Toplam
0-18 >18 yas Toplam Tek tirnakl1 Ruminant Toplam 133
Sayit % Say1 % Say1 % Say1 % Say1 % Sayr % Sayi %
L.lcterohaemorrhagiae 1 111 5 132 6 128 6 45
L.Djasman
L. Grippotyphosa 1 4.3 19 30.15 20 233 20 15.0
L.Pomona 4 634 4 47 4 30
L.Bratidava 1 111 2 53 3 64 7 111 7 81 10 75
L.Autumnalis
L.Copenhageni
L.Akiyami A
L.Jez
TOPLAM 2 222 7 184 9 191 1 4.3 30 47.6 31 36.0 40 301




Sekil 12. OmpL1 A grubu primerlerle elde edilen 396 bp’ lik bantlarin gorintist.

B grubunda yer alan L.interrogans tirlerine ait hedef dizilerin tespiti amact ile
dizayn edilen priemerlerin kullanildigr PCR ile drneklerden 1'i insana ait olmak Uzere
orneklerin 23 (% 17,3)'Unde L.hardjo’ ya ait spesifik dizilerin varlig: tespit edildi
(Tablo-17).

A ve B primerleri kullamilarak OmpL1 geni Uzerindeki spesifik hedef dizilerin
tespiti amaci ile yapilan amplifikasyon islemi sonunda drneklerin; insanla igin: % 29'u
ile hayvanlar icin % 61,6'sinda olmak Uzere toplam % 50,4 drnekte hedeflenen DNA
fragmentlerinin varhig: tespit edildi (Tablo-18).
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Tablo 17. OmpL1 spesifik B serogrubunda yer alan L.interrogans tirlerine ait hedef dizilerin tespiti

Insan -47- Hayvan-86- Toplam
0-18 >18 yas Toplam Tek tirnakl Ruminant Toplam 133
Sayt % Say1 % Sayr % Say1 % Say1 % Say1 % Say1 %
L. Hebdomadis 1 26 1 21 1 08
L. Bataviae
L. Canicola 3 79 3 64 3 23
L Audtralis
L. Pyrogenes
L. Hardjo 1 26 1 21 1 4.3 21 333 22 256 23 173
L. Walfii
L. Mankarso
TOPLAM 5 132 5 10.6 1 4.3 21 333 22 256 27 20.3
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Tablo 18. OmpL1 spesifik gen dizilerinin A ve B grubu serotiplerin tespitinde amplifikasyon oranlar

insan -47- Hayvan-86- Toplam
0-18 >18 yas Toplam Tek tirnakl Ruminant Toplam 133

Sayt % Sayi % Sayr % Say1 % Say1 % Say1 % Say1 %

L. Hebdomadis 1 26 1 21 1 08
L. Canicola 3 79 3 64 3 23
L. Hardjo 1 26 1 21 1 43 21 333 22 256 23173
L.lcterohaemorrhagiae 1 111 5 132 6 128 6 45
L. Grippotyphosa 1 4.3 19 30.2 20 233 20 150
L.Pomona 4 63 4 4.7 4 30
L.Bratidava 1 111 2 53 3 64 7 111 7 81 10 75
TOPLAM 2 222 12 316 14 29.8 2 87 51 80.95 53 61.6 67 50.4
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16S rRNA PCR-RFLP baz alindiginda OmpL1 PCR yontemi ile L. /nterrogans
turlerine ait hedef dizilerin belirlenmesi ile yapilacak tammin insan orneklerinde
duyarliligimin % 51,9 hayvan 6rnekleri icin duyarliliginin ise % 100 oldugu ancak genel
orneklerdeki tani duyarliliginin insanlarda elde edilen disik oran sebebi ile % 0.87
oldugu goraldi. Diger taraftan yine 16S rRNA PCR-RFLP baz olarak alimrsa Hayvan
orneklerinde OmpLI| PCR yonteminin spesifitesinin % 94,3 oldugu goruldu (Tablo-19).

Tablo 19. Serum 6rneklerinde 16SrRNA PCR-RFLP, LipL32 Nested-PCR ve OmpL 1 PCR sonuglarinin
karsilastirmas

insan -47- Hayvan-86-

0-18 | >18yas Tek Ruminant | Toplam | Toplam
Toplam 133
tirnakl

Sayi % |Sayi % |Sayn % |[Say1 % |[Say1 % | Sayn % | Say1 %

16 STRNA |4 444 | 23 605 |27 574 | 3 134 |47 746 |50 581 | 77 57.9

LipL32 3 333 | 23 605 |26 553 | 3 134 |48 762 |51 593 | 77 57.9

OmpL1 2 222 | 12 316 |14 298 | 2 87 |51 8095 |53 616 | 67 504

Bu calismada kullamilan konvensiyonel testlerden daha fazla sayida hasta
orneginde pozitif sonu¢ elde edilen MAT ile, yine bu calismada kullamlan
Letospiralardaki tg farkli gen bolgesini hedef alan primerlerin kullanildig: dizileri hedef
alan amplifikasyon bazl1 yontemlerden diger ikisinden daha sensitif ve spesifik sonuclar
alinan L.interrogans-16S rRNA PCR-RFLP yontemi ile elde edilen L.interrogans
pozitiflik sonuclar1 kiyaslandiginda, 19 (% 40,4) 6rnekte her iki yontemle de pozitif
sonug elde edildigi, orneklerin 2 (% 4,3)'i sadece MAT ile pozitif iken sadece
L.interrogans-16S rRNA PCR-RFLP yontemi ile pozitif olan 6rnek sayisinin 8 (% 17)
oldugu goruldi. Buna karsilik hayvan serum/plazma drneklerinden 69 (% 51,9) unun
her iki yontem ile de L.interrogans tirleri igin pozitif oldugu, orneklerin hi¢ birisinde
tek basina 16S rRNA yontemi ile pozitiflik elde edilemezken 19 (% 22,1) 6rnek de
sadece MAT testi ile seropozitiflik elde edildi (Tablo-20).

Bu calismada 16S rRNA-PCR-RFLP her iki yontem ile tan icgin altin standart
olarak kabul edilecek olursa MAT’1n insan Orneklerindeki sensitivitesinin % 70,3
(19/27) hayvan ornekleri icin % 100 (50/50) genel ornekleri icin ise % 89,6 (69/77)
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MAT testi atin standart olarak kabul edilecek olursa
L.interrogans 16S-rRNA-PCR-RFLP tegtinin spesifitesi insan ornekleri igin; % 90.4
(20/21), hayvan ornekleri icin; % 86,0 (60/69), genel drnekler icinde % 76,6 (69/90)
oldugu goruldi (Tablo-21).

oldugu gorulmektedir.

Tablo 20. Serum 6rneklerinde 16SrRNA PCR-RFLP ve MAT testi sonuclarimn karsilastirilmasi

insan -47- Hayvan-86-
018 | >18 Tek Rumi Toplam
- >18 yas T uminant | Toplam 133
tirnakl
Sayi % | Sayi % |Sayn % |[Say1 % |[Say1 % | Sayn % | Sayt %

16SIRNA | L 1117 184|g 470| 0 0]0 0 [0 0 |8 60
MAT 0 0| 2 5312 4.3 6 268 | 13 20.6 19 221 (21 158
16 STRNA 3 333 | 16 421 | 19 40.4 3 13.0 | 47 74.6 50 581 |69 519
+MAT
Toplam 4 444 |1 25 658 | 29 61.7 9 39.1 | 51 80.9 69 802 |98 737

Diger taraftan 16S rRNA-PCR-RFLP baz olarak aiindiginda MAT testinin
spesifitesi ise insan drneklerinde % 89.5, hayvan Orneklerinde % 62 genel drneklerde
ise % 69,6 oldugu buna karsilik MAT testi referans alindiginda ise L.interrogans 16S
rRNA-PCR-RFLP tegtinin spesifitesinin; insanlar icin: % 71.4, hayvanlar igin: % 100
genel Ornekleri icinise % 89,6 oldugu goruldu (Tablo-21).

Tablo 21. 16SrRNA-PCR-RFLP ve MAT test sonuclari icin spesifite ve sensitivite degerlendirmesi

insan -47- Hayvan-86-
16 SrRNA MAT % | 16 STRNA % MAT %
Sensitif Spesifik | Senditif | Spesifik | Sensitif | Spesifik | Sensitif | Spesifik
16 S Sensitif 100 100 90.4 100
00 6
FRNA Spesifik 100 100 71.4 100 100 100
Sensitif 70.3 100 100 100 100 100
MAT
Spesifik 89.5 100 100 62.0 100 100
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5. TARTISMA

TUm dinyada insan ve hayvanlarda gorilen leptospirosis vakalarinin tanisinda
daha sensitif ve spesifik, hizli sonug Ureten yontemlerin gelistirilmesi  Klinik
Mikrobiyoloji Laboratuarlarimin hedefleri arasindadir. Klinik mikrobiyolojinin tim
alanlarinda oldugu gibi enfekte materyalden mikroorganizmalarin Uretilerek
tammlanchig: kultlr yontemleri leptospirosis iginde altin standarttir. Son yillarda kan
kilturt olarak Onerilen ticari sistemlere ragmen bu mikroorganizmalarin Uretiminde
kullanilan 0zel ve kompleks besiyerlerinin laboratuarlarda bulundurulmas: ve
saklanmasimin yarattigi zorluk yontemin tam degerini sinirlandirmakta, direkt baki veya
serolojik bazli daha distik sensitivite ve spesifitedeki yontemlerin kullammin ve yeni
arayislart zorunlu hale getirmektedir. Bu baglamda kilttre alternatif olarak gosterilen
ve altin standart olarak nitelendirilen MAT tegtinin akut ve konvelesan donem serum
orneklerindeki spesifitesinin sirasi ile % 94 ve 92 kadar oldugu bildirilmistir.
Leptospirosis'in endemik olarak gorildigl bolgelerde tek serum 6rnegi ile akut
enfeksiyon tanmisi konulabilmesi icin en az 1/800 hatta 1/1600 titrelerde antikor
cevabinin gerekmesi veya akut ve konvelesan donemde alinan serum 6rnekleri arasinda
en az 2 ka atisgin istenmes testin akut enfeksiyonlarin tamsindaki roluni
zayiflatmaktadir. Diger taraftan MAT testinin hayvan calismalarinda, post mortem otopsi
ornekleri ile ispatlanmis olgularda duyarliliginin oldukga distk oldugu, olgularin %
46'sinda 1/100 ve atindaki titrelerde, % 9,6 sinda ise negatif oldugu gosterilmistir'®.
Buna karsihik KAM yéntemi ile de plazma 6rneginde 10° spiroket/ml varliginda
pozitiflik tespit edilebildigi bununda ispatlanmis leptospirozlu hastalarin yaklasik
olarak % 32 ‘ne denk geldigi, yani sensitivitenin hayvan inokilasyonu ile karsilastirmali
calisgmalarda % 30-35 seviyelerinde kaldigi gosterilmis, yontemin yiksek oranda
yalanci negatif veya pozitiflik vermesi klinik érneklerden tam amacli olarak kullammini
sinirlandirmistir’®*%. Son 10 yildan beri konvansiyonel yontemlerle tamisinda zorluk
yasanan tum enfeksiyon larda oldugu gibi leptospirosis tamsinda da molekiler
yontemlerin yeri yapilan ¢ok sayidaki ¢calisma ile sorgulanmaya baslanmustir.

Bu calismada KAM ve MAT gibi fenotipik karakterlere dayal: iki konvansiyonel
test ile, leptospira genusuna ait 16S rRNA genindeki tir ve tip spesifik dizileri hedef
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alan Nested-PCR-RFLP, bakterinin dis membraninda yer alan gerek virulans igin
gerekse koruyucu immunite icin 6nemli bir yap: eleman: olan lipoproteinler 6zellikle
LipL32 ve OmpL1’i hedef alan PCR bazli yontemlerin tam degerleri karsilastirilarak
PCR bazl1 rutin kullanima uygun bir protokoltin gelistirilmesi amaclanmustur.

Biz calismamizda insanlara ait 47 plazma/serum 6rnegi ile hayvanlara ait 86
plazma/ serum 6rneginden toplam 56 (% 42,1) sinda KAM’inde leptospira ile uyumlu
morfolojik 6zelliklere sahip spiroketlerin varligini tespit ettik (Tablo.9). Buna karsilik
ayni Orneklerin MAT tedi ile degerlendirilmesi sonucu 21 (% 47,3)'i insan 69
(%80,2)’si de hayvan 6rneklerine ait olmak tzere 90 (% 66,7) drnekte, en disik 1/50
titrelerde olmak Uzere, total antikor varligini belirledik (Tablo 10). MAT pozitif
orneklerden 10 'u insan 16 'si da hayvan serumlarina ait olmak Uzere toplam 26 (%
28,9) 'si L.patoc susuna 64 (% 71,1) i de L.interrogans serotiplerine kars1 antikor
cevabim olusturuyordu. Yani L.patoc avirulan cevap icin gosterge olarak kabul edilecek
olursa elde edilen pozitifliklerin sadece 64’'U gercek leptospirosis ile iligkili antikor
cevabi olarak yorumlanabilir. Diger taraftan tek serum ornegi ile galisildig: igin akut
enfeksiyonun gostergesi olarak 1/800 ve Uzerindeki titreler kriter olarak kabul edilecek
ve bu titrelerde elde edilen 11 L.patoc seropozitifligi degerlendirme disina Gikarilacak
olursa elde edilen seropozitifliklerden 41 (% 45,5)’i akut enfeksiyon igin bir parametre
olarak kabul edilebilir bulundu. Bir baska ifade ile MAT tesi ile elde edilen
seropozitiflik her ne kadar % 66,7 ise de gergek anlamda akut leptospirosis kriterine
uygun seropozitiflik tespit ettigimiz 6rnek orammiz % 30,8 olup bu oran KAM'ile elde
edilen % 42,1 ’lik orandan daha dustktir. Ancak KAM’da elde edilen sonuglarin
sensitivitesinin oldukca distk olusu, L.patoc veya L.biflexa suslar: ile L.interrogans
suslar1 arasindaki farkin bu yontemle tespit edilememesi, bu ¢alismada bu varsayimlarin
gbzard: edilerek hesaplamalarin seropozitiflik ve goruntt pozitifligi oranlar: Gzerinden
yapilmasint zorunlu kilmstir. Bu bakis acgist ile de MAT in kabul edilebilirlik
degerinin % 65, KAM'1n ise % 63 oldugu gorilmis (Tablo-12) ve bu sonuglara
dayanarak calismamizda kullamilabilirlik yonunden PCR bazli test sonuglari ile
yapilacak kiyaslamada MAT tegti baz alinmustir.

Diger taraftan plazma orneklerinden elde edilen DNA’dan spesifik primerler
kullanlarak yapilan PCR bazli tamda secilen primerler daha 6nce yapilan calismalarla
irdelenmis ve tam degerleri gosterilmis gen bolgelerini hedef almistir. Haake ve
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arkadaglar1 (2000) calismalarinda dis membran proteini olan LipL32 gen bdlgesinin
patojenik Leptospiralarda yiksek derecede korunmus bir bdlge oldugunu ve non-
patojenik leptospiralarda bu bdlgenin bulunmadigin gosterilmislerdir®®.

Meriens ve arkadaslarinin (1992) yaptiklari bir calismada 16S rRNA gen
bolgesinin  tim patojenik leptospiralarda bulundugunu, sadece bu bélgenin
hedeflenmesiyle patojen ve non-patojen leptospiralar arasinda bir  ayrim
yapilamayacagini gostererek, 16S rRNA gen bdlges icin dizenlenen primerlerin
leptospiralar igin genel belirleyici oldugunu iddia etmislerdir. Ayni grup LipL32 geninin
ise patojenik Leptospiralar icin spesifik bir hedef oldugunu vurgulamuglardir.

Yine ayn: calismada hasta érneklerinden yapilan kiiltiirlerden ancak 8. giinde 10°
yogunlukta Leptospira ile KAM de sonug verilebilirken PCR ve jel elektroforez
yontemi ile kdltorin 5. gininde sonug alinabildigi ve PCR yonteminin KAM ne gore
daha sensitif oldugunu sbylemislerdir®. Ancak Vitale ve arkadaslar1 (2005) italya da
hayvanlar Uzerinde yaptiklar: ¢calismada 16S rRNA gen bolgesine spesifik primerlerle
yaptiklart amplifikasyon ile patojenik leptospiralarin tespitinde yiksek spesifitede
sonuclar elde ettiklerini nonpatojenik leptospiralar ve diger bakteriler ile nagatif sonug
alindigint bildirmislerdir®.

Tansuphasiri ve arkadaslar’’ da (2006) 56 patojenik leptospira susu, 15 saprofirik
leptospira ve 21 farkli bakteri suslar: ile yaptiklar: calismada, 16S rRNA ve LipL32 gen
bolgelerine  spesifik 2 ¢ift pirimer  kullanmislar ve primerlerin - spesifite ve
sensitivitesinin %100 oldugunu bildirmislerdir®.

Guerreiro ve ark. 2001 yilinda insan leptospiroz vakalarinda humoral cevap
olusumunda taninan leptospiral proteinleri incelemisler ve LipL32 yi akut ve iyilesme
fazinda yiksek sensitivite ve spesifite degerlerine sahip belirleyici bir bdlge olarak
gostermislerdir'®.

Biz calismamizda hem 16S rRNA spesifik nested-PCR-RFLP, hem LipL32
gpesifik PCR hem de OmpL1 spesifik PCR yontemlerini hem kendi iglerinde hemde
konvensiyonel yontemlerle duyarlilik ve kabul edilebilirlik yontinden kiyasladik.
Literatirde de belirtildigi gibi patojen ve non-patojen suslarin ayirimina imkan veren
16S rRNA spesifik nested-PCR-RFLF’ile 77 (% 57,9) ’si L.interrogans 15 (% 11,3) ’i
de L.bhiflexa olmak tzere 92 (% 69,1) 'sinde hedef dizilerin varlig: tespit edildi. Sadece
L.interrogans turlerinde bulunan LipL32 geni spesifik dizilerini hedef alan primerlerin
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kullanildigr PCR ile de 26 (% 55,3) s insan 51 (% 59,3) 'i de hayvan drneklerine ait
olmak Uzere toplam 77 (% 57,9) ’sinde hedef dizilerin yani L.interrogans DNA’sinin,
varlig: tespit edildi. Bu bulgu 16S rRNA spesifik nested-PCR-RFLP yonteminin % 57,9
'luk pozitiflik oran ile aynidhr. Ilging olam pozitiflik say: ve oranlari her iki yontem ile
insan ve hayvan oOrneklerinde benzer c¢ikmis olmasidir. Boylece L.interrogans tur
tayininde her iki yontemin sensitivite ve spesifite yoninden birbirlerine Gstunliklerinin
olmadig1 ancak 16S rRNA yonteminin L.biflexa ile ilgilide sonug Uretmesi agisindan
Ozellikle epidemiyolojik amagli calismalar icin daha faydal: olacag: sdylenebilir (Tablo-
15). Bu bulgumuz Tansuphasiri ve arkadaslarinin bulgulari ile % 100 uyum
gostermektedir. Ancak Meriens ve arkadaslar: ile Vitale ve arkadaslarimin 16S rRNA
PCR ileilgili iddialarint kismen desteklemektedir. Bu grup sadece PCR ile patojen non-
patojen ayriminin yapilamayacagim soylemislerdir. Biz ¢alismamizda 16S rRNA-PCR
ile elde ettigimiz amplikonlar: Apol ile keserek patojen non-patojen ayrimim yaptik ve
bu grubun yarim kalan ¢alismaya dayal1 iddiasimi hem desteklemis hem de gelistirmis
olduk.

Diger taraftan serotip dizeyinde tespite imkan veren OmpLl1l PCR ile de
orneklerin insanlar igin: % 29 'u ile hayvanlar igin % 61,6 'sinda olmak Uizere toplam %
50,4 Ornekte hedeflenen DNA fragmentlerinin varligi tespit edildi (Tablo-18).
Kullanilan primerlerin dogas: geregi tespit edilen pozitifliklerin tamam L.interrogans
serotiplerine ait olup bdlgede en sik karsilasilan serotipin % 2,1 ’i insan % 25,6 'si
hayvan drneklerinden olmak Uzere % 17 oran ile L.hardjo oldugu, bu serotip disinda,
sirast ile L.grippotyphosa, L.Bratidava ve L.ichteriohaemmorhagia gibi serotiplerin
gorildugi tespit edilmistir. OmpL1-PCR , % 57,9 'luk duyarlilik oranmina sahip LipL32-
PCR ve 16S rRNA PCR’ a gore % 50,4 ‘lUk oran ile daha distk duyarlilik gostermistir.
Ancak insan orneklerinde diger iki yonteme gére anlamli dercede dusik duyarlilik
gosteren OmpL 1-PCR'1n (sirasi ile % 57.4, 55.3 ve 29.8) hayvan drneklerinde diger iki
yontemden daha duyarli olmasi (sirasi ile % 58.1, 59.3 ve 61.6) dikkat cekici
bulunmustur. Bu sonuclar her ne kadar serotip diizeyinde tamya imkan saglasa da
OmpL1 PCR'in hayvan 6rnekleri igin daha uygun bir yontem oldugunu gostermistir.
Bizim sonuglarimiz PCR bazli tam yontemleri arasinda klinik tamda yardimci

olabilecek testin L.biflexa’yr da tamyip ayirt edebilen insan ve hayvan orneklerinde
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diger iki yontemle kiyaslandiginda benzer duyarlilikta sonug Ureten 16S rRNA-PCR-
RFLP nin en kabul edilebilir sonug Ureten test oldugunu gostermektedir.

Bu agidan bakildiginda 16S rRNA-PCR-RFLP nin bu calsimada kullanilan
konvensiyonel yontemler icerisinde en yuksek kabul edilebilirlik oramna sahip MAT
tedti ile korelsyonunda insan 6rneklerinin % 40,4’ U ile hayvan 6rneklerinin % 58,1’ inde
her iki test ile de pozitiflik tespit edildigi yani genelde her iki test ile pozitif sonug
oramnin % 51,9 oldugu gorilmistir. insan kokenli 6rneklerde tek basina 16S rRNA-
PCR-RFLP pozitiflik oraninin (% 17,0), tek basina MAT pozitiflik oranindan (% 4,3)
daha ylUksek oldugu gordlmusttr. Oysa hayvan orneklerinde tek basina 16S rRNA-
PCR-RFLP pozitifligi tespit edilememisken tek basina MAT pozitifligi % 22,1 dir. Bu
sonuclar her iki test korelasyonundaki % 51,9 ’luk dusik oramin izah acgisindan
onemlidir. Muhtemelen MAT icin pozitiflik kriteri olarak kabul ettigimiz 1/50"nin
altindaki seropozitif hastalarimiz klinik yakinmalar sebebi ile o6lgulebilir antikor
seviyelerine ulasilamadan hekime basvurmakta ve tedavi sireci baslamaktadir. Bu
sebeple klinik olarak leptospirosis distinilen bu hastalarda DNA pozitif olmasina
ragmen henlz tespit edilebilir dizeylerde antikor cevabi olusmacdigi icin MAT testi
negatif olarak degerlendirilmektedir. Oysa hayvanlarda klinik oturduktan sonra hastalik
fark edilip veteriner hekime basvuruldugu icin hasta hayvanda olcilebilir dizeylerde
antikor da gelismekte boylece MAT ile 16S rRNA-PCR-RFLP nin duyarliliklart aym
olmaktadir. Kanaatimizce bu grupdaki % 22,1 lik tek basina MAT pozitifligi de
gecirilmis enfeksiyonlara veya asilamaya bagli olarak ortaya gikan serokonversiyonu
isaret etmektedir. Bizim insanlardaki yUksek PCR distik serokonversiyon bulgumuz
Eliete ve arkadaslarinin 103 insan BOS 0Orneginde PCR, MAT ve ELISA-IgM
yontemleri ile yaptigi calismada elde ettikleri % 39,8 PCR, % 3,88 'lik ELISA-IgM ve
% 8,74 °’lik MAT oram ile uyumludur. Bu grupta2 si MAT ile1’i ELISA-IgM yontemi
ile olmak Uzere seropozitif bulunan 3 hastalarinda PCR'in negatif oldugunu

soylemislerdir'®.



6. SONUC

Leptospirosis tamsinda KAM, MAT, 16S rRNA PCR-RFLP,LipL32-PCR ve
OmpL 1-PCR yontemlerinin duyarlilik, 6zgullik ve kabul edilebilirlik degerlerinin

tespiti ve tamda en uygun yontemin belirlenmesi amaci ile planlanan galisma sonunda;

1. Konvansiyonel testler icinde MAT’ in KAM’a gore daha duyarli ve 6zgul
oldugu, ancak insan serum Orneklerinde, MAT ile yapilan
degerlendirmelerde, 1/50 nin altindaki titrelerin de dikkate alinmast
gerektigi,

2. 16S rRNA ve LipL32 dizilerini hedef alan PCR calismalarimin benzer
duyarlilik ve 6zgullik de olduklari, ancak 16S rRNA-PCR ‘in 6zellikle
diagnostik amagli olarak L.interrogans ve L.biflexa tirleri arasindaki
ayirim saglamasi sebebiyle tercih edilebilecegi,

3. OmpLl PCR yonteminin diger iki PCR bazli yontemden, 6zellikle insan
kokenli serum oOrneklerinde, daha disik duyarlilik gosterdigi icin tam
amacli olarak kullammmimin uygun olmayacagi, ancak L.interrogans turd
icinde serotip tayinine izin verdigi icin epidemiyolojik amaclh
kullanilabilecegi,

4. MAT tedinin 16S rRNA-PCR ile korelasyonunun o6zellikle hayvan
orneklerinde yilksek oldugu, insan orneklerinde ise olculebilir dizeyde
seropozitiflik gelismeden Kklinige bagvurularin olabilmesi nedeniyle, MAT
‘in duyarliliginin, hayvanlar igin /200 olarak kabul edilen seropozitiflik
degerinde distik oldugu gortlerek, tamda 16S rRNA-PCR ‘1n klinik olarak
desteklenmis vakalarda tedavi baslangici icin yol gosterici oldugu sonucuna

varilmigtir.
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