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OZET
SIGIRLARDA PATOJEN LEPTOSPiRA TURLERININ

GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU (PZR) iLE
SAPTANMASI

Amac: Sigirlarda Leptospira hastaligina neden olan patojen Leptospira tiirlerinin sigir
kan serumlarindan lipL32 ve Ifbl genlerine dayali kantitatif gercek zamanli Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (QRT-PZR) teknigiyle saptanmasi amaglandi.
Materyal ve Metot: Bu calismada, Kars ili ve ¢evresinde abort yapmis 64 inek kan
serum Ornegi ve Samsun ili Tekkekoy ilgesinde bulunan mezbahanede kesilen saglikli
sigirlardan alinan 25 adet kan 6rnegi olmak iizere toplam 89 6rnek kullanildi. Serum ve
kan orneklerine ait genomik DNA’lar kalip olarak kullanilarak, lipL32 ve Ifbl genleri
gRT-PZR ve konvansiyonel PZR yontemleri ile gogaltildi. Referans L. hardjo ve L.
grippotyphosa serovarlarina ait DNA’lar pozitif kontrol, L. biflexa serovarina ait DNA
negatif kontrol olarak kullanildi. PZR kosullar1 optimize edildi ve qRT-PZR f{iriinlerinin
saptanma limiti belirlendi. DNA o6rneklerinin qRT-PZR’de elde edilen Ct degerlerine
gore sonuglar degerlendirildi ve pozitif 6rnekler DNA elektroforezinde dogrulandi.
Bulgular: Kan serum 6rneklerine ait DNA’larda lipL32 ve Ifbl genlerini hedefleyen
gRT-PZR analizi sonucunda, MAT pozitif bulunan toplam 27 kan serumunun 14’
(9%51,85) lipL32 velveya Ifbl genlerine dayali gercek zamanli PZR ile pozitif, 13’0
(%48,15) negatif olarak belirlendi. MAT negatif bulunan 37 serumdan 1’i (%2,7) lipL32
geni pozitif, 1’1 (%2,7) hem lipL32 hem de Ifb1 genleri pozitif, 35’1 (%94,6) negatif
bulundu. Mezbahane kan Orneklerinde pozitiflik belirlenmedi. qRT-PZR testinin
sensitivitesi %51,85, spesifitesi %94,6 olarak hesaplandi. Hedef DNA’larin saptanma
limitleri analizleri testin analitik sensitivitesinin yiiksek oldugunu gosterdi. Patojen ve
apatojen Leptospira serovarlari ve farkli bakteri tiirlerinin uygulanmasi sonucunda testin
analitik spesifitesinin yiiksek oldugu saptandi.
Sonug: Abort yapmis si8ir kan serumlarinda patojen Leptospira tiirlerinin varligt MAT
ile karsilagtirmali olarak spesifik lipL32 ve Ifbl genlerine dayali qRT-PZR teknigiyle
belirlendi. Bu teknigin Leptospirozis tanisinda kullanilabilir oldugu benzer ¢alismalarda
oldugu gibi ortaya kondu.
Anahtar Kelimeler: Leptospirozis; lipL32; Ifbl; gRT-PZR

Ali SERDAR, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Mayis-2018



ABSTRACT
DETERMINATION OF PATHOGENIC LEPTOSPIRA SPECIES
USING REAL TIME POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR)

Aim: It was aimed to detect the pathogenic Leptospira species that cause Leptospirosis
in cattle from cattle blood sera by quantitative real-time Polymerase Chain Reaction
(QRT-PZR) technique based on lipL32 and Ifb1 genes.

Material and Method: In this study, a total of 89 samples constituted of 64 blood sera
from aborted cows from Kars province and the surrounding regions and 25 blood
samples taken from healthy cows in a slaughterhouse located in the district of Tekkekdy
in Samsun province were used. Genomic DNAs extracted from blood and blood serum
samples were used as the template and lipL32 and Ifb1 genes were amplified by qRT-
PCR and conventional PCR methods. DNA’s from reference L. hardjo and L.
grippotyphosa serovars were used as positive control, L. biflexa DNA was used as
negative control. PCR conditions were optimized and detection limit of g°PCR products
were defined. The results were evaluated according to Ct values of gRT-PCR and the
positive samples were confirmed by DNA electrophoresis.

Results: As a result of the gqRT-PCR analysis of DNA from the blood sera, 14 (51.85%)
out of 27 MAT-positive blood sera were found positive based on lipL32 and / or Ifbl
genes, 13 (48.15%) of them were negative. From MAT negative sera, 1 sample (2.7%)
was lipL32 gene positive, 1 (2.7%) was both lipL32 and Ifb1 genes positive, 35(94.6%)
of the samples were negative. Positivity was not determined from slaughterhouse blood
samples. Sensitivity and specificity of gRT-PCR test were calculated as 51.85% and
94.6% respectively. Analytical sensitivity of the test was found high based on limit of
detection of target DNAs. Analytical specificity of the test was high by evaluation of
pathogen and apathogen Leptospira serovars and different bacteria species.

Conclusion: In conclusion, the presence of pathogen Leptospira species in blood serum
samples from aborted cattle were determined by gRT-PCR targeting lipL32 and
Ifb1lgenes. The potential use of this technique for Leptospirosis diagnosis was presented
as shown in previous studies.

Keywords: Leptospirosis; lipL32; Ifbl; gRT-PCR

Ali SERDAR (Master Thesis)
Ondokuz Mayis University - Samsun, May-2018



SIMGELER VE KISALTMALAR

ABD : Amerika Birlesik Devletleri

AUC : Area Under Curve

BOS : Beyin Omurilik Sivisi

ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay
EMJH : Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris
DNA : Deoksiriboniikleik Asit

dNTP : Deoksiniikleotid trifosfat

FAM : Karboksifloresin

19G : Immunoglobulin G

IgM : Immunoglobulin M

IF : Immunfloresan

LPS - Lipopolisakkarid

MAT : Mikroskobik Agliitinasyon Testi

MLST : Multi Locus Sequence Typing

MLVA : Multi Locus VNTR Analysis

PFGE : Pulsed-Field Jel Elektroforezi

PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

gRT . Kantitatif Gergek Zamanli (quantitative Real Time)
RAPID : Randomly Amplified Polymorphic DNA
RFLP - Restriction Fragment Lenght Polymorphism
RNA - Riboniikleik Asit

RSAT - Rapid Slight Agglutination
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1. GIRIS

Leptospiroz, Leptospira cinsine ait spiral sekilli patojen bakterilerin sebep
oldugu bulasic1 bir zoonozdur (OIE, 2014). Bu hastalik farkli hayvan tiirlerinde
septisemi, abortus, mastitis, interstisyel nefritis, hemolitik anemi, organlarda kanamalar,
deri ve mukozalarda nekrozis ile seyreder (Dabak ve ark., 2001). Leptospira tiirleri
insanlarda akut ates, kas agris1 ve ikterus gibi bozukluklara sebep olmakta, zoonotik bir
enfeksiyon olmasi nedeniyle 6nemi daha da artmaktadir (Ertas ve ark., 2002). Sigirlarda
akut Leptospiroz’a ait klinik semptomlar ani siit kesilmesi, sarilik ve haemoglobinuri
(6zellikle gen¢ hayvanlar) ve menenjit (OIE, 2014), enfeksiyonun kronik formuna ait
klinik semptomlar ise abort, 6lii dogum, zayif yavru dogumu (prematiire) ve kisirlik
olup ekonomik kayiplara sebep olur (OIE, 2014). Leptospirahardjo, L. pomona ve
L.grippotyphosa sigirlarda en Onemli patojen serovarlardir. Antibiyotik tedavisinin
etkili olabilmesi i¢in Leptospiroz tanisinda erken teshis dnemli olmaktadir. Giliniimiizde
hastaligin tanisina yonelik kullanilmakta olan konvansiyonel testlerin yanisira etkin
testlerin gelistirilmesine yonelik aragtirma c¢aligmalar1 yiirlitiilmektedir (Cetinkaya ve
ark.,1999; Bolin ve Alt, 2001).

Leptospiroz’un tanisinda; bakteri kiiltlirii, etkene karst olusan antikorlarin
belirlenmesine yonelik serolojik testlerden altin standart olarak da bilinen mikroskobik
aglutinasyon testi (MAT) ve ELISA ile leptospira varligini saptamayr amaglayan
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemleri kullanilmaktadir. Bakteriyel kiiltiiriin
zahmetli, pahali ve zaman alic1 olmasi nedeniyle diger testlere agirlik verilmektedir
(OIE, 2014). PZR ile manda (Marianelli ve ark., 2007), kii¢iikk ruminantlar (Lilenbaum
ve ark., 2008) ve sigir (Hernandez-Rodriguez ve ark., 2011) gibi birgok farkli memeli
hayvan tiirlerinde leptospiralarin dogrudan tanimlanmas1 hizli ve kesin bir teshis araci
olarak olduk¢a onemli hale gelmistir (Otaka ve ark., 2012). Ger¢ek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PZR) daha duyarli, hizli ve kolay olmasi yani sira dis etkenlerden
kaynaklanan kontaminasyonlarin en az diizeye indirilmesi nedeniyle konvansiyonel
PZR’den daha etkin molekiiler bir tan1 yontemidir. Kantitatif gRT-PZR’de elde edilen
verilerin kantitatif yontemlerle hesaplanmasi sonuglarin istatistiksel bildirimini

saglamaktadir.



Bu tez calismasinda, patojen leptospira’larin sigir kan serum Orneklerinden
lipL32 ve Ifbl genlerine dayali kantitatif gercek zamanli PZR ile belirlenmesi

amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Leptospirozun ilk belirlenen formu insanlarda Weil hastaligi olan ikterik
formudur. Bu hastalikta ates ve sarilik en fazla gbzlenen semptomlardir. Anikterik
leptospiroz ise gozden kagabilen bir enfeksiyon hastaligidir. Leptospira spiroketlerinin
ilk izolasyonu Stimson tarafindan 1907 yilinda sart humma epidemisi sirasinda 6len bir
hastanin bobreginden yapilmistir (Turhan ve Hatipoglu, 2012).

Tiirkiye’de leptospiroz ilk olarak 1915 yilinda Niizhet ve Resat Riza bey
tarafindan yapilan ¢aligmada bildirilmistir. Bu ¢alismada hasta serum Orneklerinde
L.icterrohaemorragiae, L.grippotyphosa ve L. hardjo-bovis’e karsi yiiksek titrelerde
antikor yanit1 saptanmigtir. (Unat, 1985). Sigirlarda ilk Leptospira izolasyonu ise 1954
yilinda Ozgen ve Tunus tarafindan yapilmistir (Ozgen ve Tunus, 1954; Ertas ve ark.,

2002).

2.2. Etiyoloji

Leptospiralar, spiroket sekilli, yaklasitk 0,1-0,2 pm ¢apinda 6-20 pm
uzunlugunda (Sekil 1), Gram negatif, zorunlu aerop, optimum 28-30°C’de ve pH:7,2-
7,6’da  treyebilen, iki adet periplazmik flagellaya sahip, ¢ok hareketli
mikroorganizmalardir. Leptospira’lar, Spirochethales takiminin Leptospiraceae ailesine
ait, Leptospira cinsinde yer alan patojenik ve saprofitik tiirlerden olusmaktadir (Adler
ve Moctezuma, 2010; Musso ve La Scola, 2013).

Leptospira cinsi 1989'dan once iki tiire ayrilmistir: L. interrogans (patojen
tirler) ve L. biflexa (saprofitik tiirler). Daha sonra tiirler serogruplara boliinmiis ve
serogruplar serovarlara ayrilmistir (Musso ve La Scola, 2013). Bugiine kadar 300'den
fazla serovar tanimlanmis ve bunlar 25 serogrup igerisinde gruplandirilmistir.
Gilinlimiizde ise serolojik smiflandirmanin yerini genotipik smiflandirma almigtir.
Genotipik siniflandirmada leptospira cinsi bakteriler 20 tiirden olusur ve bunlar dokuz
patojen, bes intermediate (ara) ve alt1 apatojen olan saprofitik tiirleri kapsar (Tablol).
Patojenik serovarlarin ¢ogunlugu, diinya ¢apinda dagilim gosteren li¢ tiire aittir ( L.
interrogans, L. borgpetersenii ve L. kirschneri). Diger patojen tiirler ise, L. alexanderi,
L. alstonii, L. kmetyi, L. noguchi, L. santarosai ve L. weilii.’dir ( OIE, 2014) (Tablo1).



Tablo 1. Leptospira tiirlerin patojenite yoniinden simiflandirmasi (OIE, 2014; Picardeau M, 2013)

Patojenik tiirler Ara tiirler Saprofitikler
L. interrogans L. wolffii L. wolbachii
L. kirschneri L. licerasiae L. meyeri

L. noguchii L. inadai L. biflexa

L. borgpetersenii L. fainei L. vanthielii
L. weilii L. broomii L. terpstrae
L. santarosai L. yanagawae
L. alexanderi

L. alstonii

L. kmetyi

Leptospiralar klasik besiyerlerinde iirememektedir. Ureme i¢in kan, serum, B1
ve B12 vitaminleri ile demir ve uzun zincirli yag asitlerine ihtiya¢ duyarlar. Gegmiste
tavsan serumu ile zenginlestirilmis Fletcher, Korthoff, Noguchi ve Stuart gibi bir¢cok
stvi ortam leptospira etkenlerini tiretmek amaciyla kullanilmigtir. Gliniimiizde ise en ¢ok
kullanilan besi yeri, Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) dir (Adler ve
Moctezuma, 2010; Turhan ve Hatipoglu, 2012; Musso ve La Scola, 2013, OIE 2014).

Leptospiralar ¢ok ince mikroorganizmalardir (10-20um) ve Gram veya Giemsa
gibi geleneksel boyama yontemleriyle boyanmazlar. Cogunlukla bu bakteriler karanlik

saha mikroskobu ile incelenebilirler (Sekil 1). Kanda leptospiralar ilk hafta icerisinde

tespit edilebilir (Loureiro ve ark., 2013).

Sekil 1. Leptospira spp. nin karanlik saha ve elektron mikroskobunda goriiniimii (Adler ve Moctezuma,
2010)

Leptospiralarin hiicre duvari sitoplazmik membran ve peptidoglikan tabakadan

olusan bir ¢ift membran yapisina sahiptir (Cullen ve ark., 2004). Dis membranda



bulunan lipopolisakkarid (LPS) leptospiralar igin antijenik &zellik olusturur.
Leptospiralarin  sahip oldugu LPS, yapisal ve immiinolojik olarak Gram negatif
organizmalardaki LPS yapisina sahiptir. Ancak diger bakterilerin LPS yapilar kadar
toksijenik degildir. Ayrica hiicre duvarinda, dis membran tabakada ¢ok sayida proteinler
vardir ve bunlardan bir kismmnin (LipL32, LigA, LigB vb) virillens 6zellige sahip
oldugu bildirilmistir (Sekil 2) (Adler ve Moctezuma, 2010).

Sekil 2. Leptospira hiicre duvarmin sematik goriiniimii (Vieira ve ark., 2013)

2.3. Epidemiyoloji

Leptospiroz, sigirlarda akut, subakut veya kronik seyirli olabilmektedir. Abort,
erken dogum ve infertilite isaretleri, kronik leptospirozun teshisi icin Onemli
bulgulardir. Abort birkac hafta sonra ortaya ¢ikabilir, ama ayn1 zamanda hastaligin bu
formdaki tek kanit1 olarak da gortilebilir. Baz siiriilerde, 3 ay boyunca leptospiral mastit
veya agalaksi goriildiikten sonra abort meydana gelir. Abort tiim yil boyunca
gerceklesebilir. Leptospiralar basta tropikal ve subtropikal iilkeler olmak iizere diinyada
yaygin olarak bulunur. Iklim kosullari, toprak yapisi ve rezervuar hayvan tiirlerine bagh
olarak leptospira serovarlar farkli bolgeler ve iilkelerde degisiklik gosterir. Ancak deniz
tasimaciligl ile tasinan kemirgenler sayesindebenzer suslar gozlenebilmektedir. Bu
bakteriler sicak, rutubetli, yagisli, bataklik yerler, su yalaklari, piring tarlalari, kanal
sularinda, mezbahane gibi yerlerde fazlaca bulunur. Hayvanlarin uygun olmayan
barinak kosullarinda yasamasi, yetersiz bakim, besleme ve stres faktorlerine bagl
olarak enfeksiyon olusur. Enfekte hayvanlarin veya portorlerin saglamlarla bir arada

bulunmasi, hayvanlarin bulundugu yerlerde ratlarin fazla olmasi ve disaridan kontrolsiiz



enfekte ve portér hayvanlarin siirliye sokulmalari enfeksiyonun bulagsmasinda ve

yayilmasinda 6nemli rol oynar (Sekil 3) (Adler ve Moctezuma, 2010; Siinbiil 2006).
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Sekil 3. Insan ve hayvanlarda Leptospirozisin epidemiyolojisi (Adler ve Moctezuma, 2010)

Leptospiralarin baglica kaynagi; hasta ve gizli enfeksiyon geciren hayvanlarin
idrarlari, siitleri, aborte olmus fotuslar, yavru membranlari, uterus akintilari, spermalar
ve mikropla bulasik yem ve sulardir. Idrarla ¢ok sayida etken disar1 atildign icin
enfeksiyon yayilir. Hasta bir inek leptospiruri déoneminde 24 saat iginde yaklasik 6
trilyon leptospira’y: idrarla disart atar. Bu spiroket bakteriler viicuda c¢esitli yollardan
girerek enfeksiyon olusturabilmektedir. Intrauterin bulasmada gebelik déneminde alinan
etkenler plasenta araciligi ile yavruya geger. Yavru Oliir veya enfekte olarak dogar.
Direkt bulasma; ciftlesme yoluyla, inhalasyonla, idrar, siit, uterus akintilari gibi
mikroplu maddelerin deri, mukoza ve konjuktiva yoluyla alinmasiyla, indirekt bulagsma
ise mikropla bulasik yem ve sularin sindirim sistemiyle alinmasi ve kan emen
artropotlar yoluyla gerceklesir. Dogadaki en 6nemli enfeksiyon kaynagi kemirgenlerdir.
Leptospirozun epidemiyolojisinde rat, kopek, domuz, tilki, ¢akal, gelincik, tarla faresi,
findik ve lagim fareleri gibi sehir kemirgenleri, geyik, tavsan, kokarca, kirpi, yarasa,
porsuk gibi rezervuar hayvanlarin 6nemi biytiktiir. Ayrica, tim ¢iftlik hayvanlar1 ve
kopekler enfeksiyonun yayillmasinda etkilidir. Tastyict hayvanlarin bobrek tiibiillerine
yerlesen leptospiralar bu hayvanlarin idrarlar ile ¢evreyi bulastirirlar. Toprak, su ve
gidalarin bulagik olmalar1 durumunda insanlar da enfekte olur. Ayrica, mezbahanelerde
kesilen leptospirozlu hayvanlarin et, kan, organ ve idrarlarimin kisilere temasi
enfeksiyonu bulastirir (Arda ve ark., 1997; Siinbiil, 2006; Turhan, 2007).



Insanlarda “Bataklik atesi”, “Weil hastalig1” seklinde isimlendirilen leptospiroz
diinyada en sik karsilagilan antropozoonotik hastaliktir (Kriangsak ve ark., 2010; Lim,
2011).

Leptospiralar ¢cevrede suda ve toprakta yasayabilmektedir. Tropikal bolgelerde
ozellikle yagmurlu mevsimlerde ¢ok sik goriilmektedir (Turhan, 2007). Gelismis tilkeler
de dahil olmak ftizere, farkli bolgelerde diizenlenen su sporlart yarismalarinda ytliksek
diizeyde leptospiroz vakalar1 ortaya ¢ikmistir. 1987-1991 yillar1 arasinda Hollanda’da
237 adet leptospiroz vakasinin neredeyse tamaminin Seyahat eden kisilerde ortaya
ciktig1 tespit edilmistir. Leptospiroz; maden iscileri, su ve kanalizasyon iscileri, piring
tarlasi ¢alisanlari, laboratuvar calisanlari ve askerler igin risk olusturmaktadir (Haake ve
ark., 2002; Morgan, ve ark., 2002; Sejvar ve ark., 2003). Diinya ¢apinda goriilecegi
tahmin edilen iklim degisiklikleri ve kentlerde gecekondu populasyonunun artmasiyla
birlikte bu 6nemli saglik probleminin daha fazla dnem kazanacagi ongoriilmektedir
(Lau ve ark., 2010). Bu hastalikla beseri ve veteriner hekimlik yoniinden miicadelelerde
etkin, gilivenilir, duyarliligit ve spesifikligi yiiksek testlerin kullanimina ihtiyag
bulunmaktadir.

Ulkemizde leptospiroz olgu bildirimi diisiik diizeydedir. Bunun muhtemel
nedenleri, hiperendemik bir iilke olmayisimiz, farkindaligin yeterli diizeyde olmamasi
ve tan1 problemlerinden kaynaklanmaktadir. Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalar genel olarak
hayvanlarda leptospirozun seroepidemiyolojik taranmasi ve insanlarda olgu sunumlari
tarzindadir. Insanlarda vakalar piring ekiminin yapildigi Cukurova (Saltoglu ve ark.,
1997), Karadeniz bolgesi (Leblebicioglu ve ark., 1996) ile Bursa-Karacabey harasi ve
Marmara bolgesinde (Caskurlu, 1995; Cetin, 2004; Giirciioglu ve ark., 2009)
gozlenmistir. Ic Anadolu (Erding ve ark., 2006) ve Dogu Anadolu Bolgeleri'nden
(Buzgan ve ark., 2003) beseri hastalik bildirimi azdir. Bununla birlikte, sigir (Bulu ve
ark., 1990; Ertas ve ark., 2002; Sahin ve ark., 2002; Geng¢ ve ark., 2005) ve sokak
kopeklerinde (Aslantas ve ark., 2005) leptospirozun seroepidemiyolojisi lizerine yapilan
caligmalarda seropozitifligin yiiksek diizeylerde oldugu belirlenmistir. Tiirkiye’de L.
icterohemorrhagiae, L. grippotyphosa, L. bovis, L. hebdomadis, L. autumnalis, L.
sejroe, L. hardjo, L. pomona, L. butembo, L. wijnberg, L. Bratislavaizole edilmistir

(Turhan ve Hatipoglu, 2012). Sigirlarda en fazla goézlenen serovarlar, L. hardjo,



grippotyphosa ve pomona’dir (Cetinkaya ve ark., 1999; Sahin ve ark., 2002; Geng ve
ark., 2005).

2.4. Patogenez

Leptospiralar viicuda kiigiik siyriklardan veya konjuktiva ve nemli deri gibi
mukoz membranlar araciligiyla girmektedir. Bakteriler kan dolasimina girdikten sonra
bakteriyemi donemi 7 giine kadar siirebilir. Leptospiralar kanda ve dokuda kritik
seviyeye ulastiktan sonra, lezyonlar olusmaya ve semptomlar ortaya ¢ikmaya baslar.
Primer lezyon, organlarda lokal iskemiyle sonuglanan kiiciik kan damarlariin
endotelinin zarar gérmesi ve renal tiibiiler nekroz, hepatoseliiler ve pulmoner hasar,
menenjit, miyozit ve plasentitdir. Hemorajiler, sarilik gibi agir vakalarda ve siklikla
trombosit eksikliginde ortaya ¢ikar. Genellikle hafif bir graniilositoz ve splenomegali
vardir. Dolagimdaki antikorlar ortaya ¢iktiginda leptospiralar, dolasimdan ve
dokulardan opsonofagositoz ile yok edilirler. Doku hasarlari ciddi olmasina ragmen geri
doniistimlii olabilir ve tam bir onarim (6rn. bobrek, karaciger) gergeklesebilir, ancak
uzun siiren hasar (miyokardit) komplikasyona neden olabilir. Sigir, domuz ve
kopeklerin bobreklerinde "beyaz lekeler" olarak goriilen skarlara neden olabilir (Sekil

4) ( Adler ve ark., 2011; Azizi ve ark., 2014 ).

-
<

oy

Sekil 4. S181r bobrek yiizeyinde leptospiraya bagli cok sayida beyaz lekeler (Azizi ve ark., 2014)

Patojenik leptospiralar spesifik antikorlar mevcut degilken, makrofajlar ve
notrofiller tarafindan olusturulan fagositoza kars1 direng gosterirler. Yapilan caligmalar
patojen leptospiralarin makrofajlarin i¢inde hayatta kalabildiklerini ve apoptozdan

kacabildiklerini gostermektedir. Leptospiralarin bu yetenekleri virulensle iliskilidir.



Saprofitik leptospiralar komplementin bakterisidal etkisine son derece duyarliyken
patojen leptospiralar direng gostermektedirler. Leptospiralarin en onemli virulens
faktorlerinden bir digeri de flagellasidir. Kobaylarda yapilan calismalarda ozellikle
flagellar yapiy1r olusturan genlerin inaktivasyonu sonucunda bakterinin virulens
0zelliginin azaldig tespit edilmistir (Adler, 2014).

Leptospiral LPS, diger Gram negatif bakterilerin LPS yapisina benzerlik
gosterir. Bununla birlikte, tavsan pirojenitesi, fare 6liim hizi, Schwartzman reaksiyonu
ve B hiicresi mitojenisitesi gibi endotoksin aktivitesi i¢in standart testlerde daha az
aktiftir. Bu azaltilmig biyolojik aktivitenin leptospiral lipid A'nin 6zelliklerinden
kaynakli olup olmadigi bilinmemektedir (Adler ve ark., 2011).

Leptospira etkenleri proksimal renal tiibiillerde, genital kanalda ve meme
bezlerinde bulunur ve bu nedenle dolasimda bulunan antikorlardan korunurlar. Bu
durum leptospirozun persiste bir enfeksiyon olusturmasina yol agar ve bakteriler bu

alanlarda kolaylikla tireyebilir (Wynwood ve ark., 2015).

2.5. Leptospiroz’un Teshisi

Enfeksiydz hastaliklarin etkin kontrollerini saglamak icin tani testlerinin
yiikksek sensitivite ve spesifiteye sahip olmasi ve kolay uygulanabilir olmasi
gerekmektedir (Palaniappan ve ark., 2007). Leptospiroz’un dogal gelisim asamalari
kullanilacak tani testinin se¢imi ve hangi tip klinik 6rneklerin toplanacagi konularina
yonlendirir (Picardeau, 2013). Tani1 testi olarak sensitivite ve spesifitesi en uygun
testlerin sec¢ilmesi gereklidir.

Sensitivite (Gergek pozitiflik orani); bir serolojik testin aranan antikorlarin
varligin1 saptayabilme yeteneginin Ol¢iisiidiir. Sensitivitesi yiiksek bir test, aranan
antikorlar1 biiylik oranda saptayabiliyor demektir. Buna karsin, diisiik sensitiviteli bir
testte, aranan antikorlar1 saptama, yani yanlis negatiflik elde etme olasilig yiiksektir.

Spesifite (Gergek negatiflik orani); bir serolojik testin aranan antikorlari (veya
gercek pozitifligi) saptamada ne kadar spesifik oldugunun gostergesidir. Spesifitesi
yiikksek bir test, aranan antikorlari, diger antikorlardan ayirt edebiliyor veya diger
antikorlarla ¢apraz reaksiyon vermiyor demektir. Capraz reaksiyona sebep olan antijen,

immunize edici antijen ile ortak veya yapisal olarak benzer epitoplara sahiptir.



Enfekte | | Enfekte degil

Test pozitif A+B

Test negatif C+D

A+C B+D
Sensitivite |= A/[A+C]
Spesifite = D/[B+D]
| PPV = A/[A+B]
. NPV =D/[C+D)

Sekil 5. Serolojik testlerin Spesifite, Sensitivite, Pozitif Tahmini Deger (PPV) ve Negatif Tahmini Deger

(NPV)’lerinin hesaplanmasi

Leptospiranin teshisinde kullanilan hayvanlara ait marazi maddeler;

a-) Akut klinik enfeksiyonlarda veya kronik enfekte sigirlarin yavrularinda
hayvanlardan bir¢ok i¢ organ (karaciger, akciger, beyin ve bobrek gibi) ve viicut sivilari
[kan, siit, beyin omurilik sivist (BOS)].

b-) Kronik vakalarda ise (klinik belirtilerin goriilmedigi vakalarda) bobrek
idrar ve genital sistem organlar1 (OIE, 2014).

Klinik materyallerden leptospirozun teshisi ve izolatlarin identifikasyonu
zaman almasinin yaninda referans labaratuvarlarda uzmanlasmis kisilere ihtiya¢ duyar.
Bobreklerden yapilan izolasyonlar olduk¢a onemlidir ve epidemiyolojik caligmalarda
(hayvan tiirlerinde veya cografik bolgelerde bulunan serovarlarin belirlenmesinde)
olduke¢a yararhdir (OIE, 2014).

Leptospirozun ilk asamast (3-10 giin) olan leptospiremi ya da akut faz
evresinde leptospiralar kanda bulunur ve semptomlarin baslamasindan itibaren 15 giin
icerisinde kandaki miktarlar1 azalmaya baglar. Bu donemde etken kan Ornekleri,
serebrospinal sivi ve hayvanlara ait diger salgilardan direkt tani testleri ile belirlenir.
Dogrulanmis leptospiroz vakalarinda hastaligin akut faz1 sirasinda leptospiral antijenin
veya DNA'nin saptanamamasi, leptospiremi doneminin kisa olmasindan, kan
orneklerinin hastaligin ge¢ doneminde alinmasindan veya hayvanlara antibiyotik
tedavisi uygulanmasindan kaynaklanabilmektedir.

Leptospiroz, enfeksiyonun ilk haftasinda kandan veya kronik donemde idrardan
karanlik saha mikroskopisi ile teshis edilebilir (Al-Orry ve ark., 2016).
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Hastaligin akut doneminde klinik Orneklerden leptospiralarin izolasyonu
enfeksiyonun kesin teshisi i¢in en giiglii kanittir. Bu amacla leptospira etkenleri
enfeksiyonun baslangicindan itibaren ilk 7-10 giin iginde alinan kan, beyin omurilik
stvist ve idrar vb. drneklerden 6zel besi yerlerine ekilebilir. Kiilttirler 30°C'de inkiibe
edilmeli ve diizenli olarak 4-6 ay siireyle kontrol edilmelidir (Al-Orry ve ark., 2016).
Ayrica, bu donemde klinik Orneklerden etkenin belirlenmesine yonelik PZR
uygulanmaktadir. Bununla birlikte, sigirlarda  leptospirozun  siirii  bazinda
degerlendirilmesi gerekmekte olup, enfekte siiriilerin belirlenmesi i¢in hastaligin takibi
amagli serolojik testlerin yiiriitiilmesi gerekmektedir. Bu amacgla, 6-10. giinlerden
itibaren enzyme linked immuno assay (ELISA) yapilmasi, 11. giinden itibaren BOS
veya idrar numunelerinden PZR, MAT ve ELISA yapilmast uygundur (Cetinkaya ve
ark., 1999; Al-Orry ve ark., 2016).

Leptospiriiri ad1 verilen ikinci asama, semptomlarin baslamasindan sonraki
ikinci haftadan itibaren goriiliir. Bu asama, leptospiralarin idrarla aralikli olarak atilmasi
ve serumda antikorlarin ortaya ¢ikmasi ile karakterizedir. Bu dénemde, leptospiralar
kan dolagimindan temizlenir ve immunoglobulin M (IgM) smifi antikorlarin titreleri
artar. Antikorlar genelde iki ila ii¢ hafta icinde en yliksek seviyeye ulasir ve kademeli
olarak geri ¢ekilir. Ancak hayvanlarda belirli periyotlarda veya disiik bir seviyede dmiir
boyu saptanabilir. IgG antikorlar1 ise, IgM'den sonra goriiliir ve birkag haftadan sonra
pik seviyeye ulasir ve yillarca diisiik bir seviyede kalabilir (OIE, 2014; Al-Orry ve ark.,
2016).

ELISA ve MAT en yaygin kullanilan serolojik testler olmasina ragmen,
leptospirozla ilgili kesin tanida MAT uygulanmaktadir. MAT hem IgM hem de 1gG
antikorlarini tespit eder, fakat akut ve kronik enfeksiyonu ayirt edemez. MAT in 1.
haftada % 41, 2. haftadan 4. haftaya kadar % 82, hastaliktan sonraki 4 hafta boyunca %
96'lik bir duyarliliga sahip oldugu bildirilmistir. Bu yontemin iy1 bir spesifitesi vardir ve
bununla birlikte, duyarliligi, akut evrede ELISA’ya kiyasla diisiiktiir (Al-Orry ve ark.,
2016).

Leptospiranin laboratuvar tanisi, yukarida belirtilen antikor belirlemeye
yonelik indirekt testler ve etken belirlemeye yonelik direkt testler kullanilarak
gerceklestirilmektedir. Rutin tanida kullanilmakta olan konvansiyonel yontemler ve

yeni test yaklagimlari 2 temel baslik altinda sunulmaktadir (Al-Orry ve ark., 2016).
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2.5.1. Geleneksel Tan1 Yontemleri

Direkt Tan1 Yontemleri

Mikroskobi; leptospiralar ¢ok ince bakteriler oldugu i¢in geleneksel boyama
yontemleri olan Gram veya Giemsa boyama ile boyanamazlar. Karanlik saha
mikroskobisinin  prensibi, mikroskop tarafindan biyiitilen mikroorganizmanin
yiizeyinden gelen yansimalara dayalidir. Boylelikle, lens leptospiralar {izerine
odaklandiginda, karanlik zemin ile zitlik olusturacak sekilde bakteriler parlak bir obje
olarak goriniirler (Faine ve ark., 2000). Sahada bir bakterinin belirlenebilmesi igin
yaklagik 10* bakteri/ml bulunmasi gerekmektedir. Hastaligin akut doneminde karanlik
saha mikroskopisi ile spiroketlerin gozlenmesi (Sekil 6), uygulanacak diger tani
testlerine destek niteligi tasimaktadir. Tek basina bu test ile tant konulamaz.
Orneklerden dogrudan mikroskopik muayene hassasiyetini arttirmak igin, Warhin-
Starry giimiis boyama (Sekil 7) ve direkt immiinofloresan boyama veya

immunohistokimyasal =~ yontemler  kullanilabilmektedir. =~ Bakterilerin ~ kandaki

konsantrasyonlar1 direkt mikroskobik muayene igin ¢ok disiiktiir ve idrarla atilim
araliklidir (Al-Orry ve ark., 2016).

Sekil 6. Sigir idrarindan karanlik saha mikroskobundaleptospira spp.’nin goriinimii (Ajaj ve Al-
Farwachi, 2013)
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Sekil 7. Leptospiranin Giimiis boyama ile sigir bébrek epitel hiicre yiizeyinde gériintillenmesi (Azizi ve
ark., 2014)

Bakteriyel kiiltiir; leptospira etkeninin varligini ortaya koyan en énemli (altin
standart) tan1 metodudur. Ancak, ilk izolasyonda bakterinin yavas liremesi bu testin
tercih edilmesinde 6nemli bir sinirlamadir. Leptospiralar, kan, beyin omurilik sivisi,
idrar ve 6liim sonras1 doku 6rnekleri gibi klinik materyallerden izole edilebilir (Laureiro
ve ark., 2014). Bu amagla yapilacak olan g¢aligmalarda doku Ornekleri toplandiktan
sonra hizli bir sekilde kiiltiire edilmeli, 6rneklerde antibiyotik kalintis1 olmamasina
dikkat edilmeli, doku otolizi olmamali ve idrardan alinan Orneklerde idrarin pH’si
uygun olmalidir. Eger doku ve viicut sivilari laboratuvara uygun sartlarda ulastirilmazsa
diger bakterilerin iirememesi ve otolizin ilerlememesi amaciyla 6rnekler 2-5C’de
saklanmalidir. Marazi maddelerden ekim EMJH besiyeri, modifiye Korthof veya yari-
kat1 Fletcher besiyerlerinden birine yapilmaktadir. Kiiltiirlerde kontaminasyon
olusmasin1 engellemek amaciyla, membran filtrasyon yapilabilir veya selektif
antimikrobiyal maddeler veya kemoterapoétikler besiyerlerine ilave edilebilir. Kiiltiirler
29 £ 1 °C de en az 16 hafta boyunca inkubasyona birakilmalidir. L.pomona ve
L.grippotyphosa serovarlari inokulasyonun 7-10. giinlerinde tireme gosterirken diger
serovarlar daha uzun inkubasyon siiresine sahiptir. Kiiltiirler her 1-2 haftada karanlik
saha mikroskobunda incelenmelidir (OIE, 2014). Bu nedenle, kiiltiir, rutin bir tan1 testi
olarak etkili sayilmamaktadir. Yiiksek spesifisiteye sahip olmasina ragmen, diisiik
sensitivitelidir ve negatif bir sonug igin bile li¢ ay beklemenmesi gerekebilir (Laureiro
ve ark., 2014).
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Indirekt Tam Yontemleri

Serolojik testler klinik teshisi dogrulamak, siirii prevalansini saptamak ve
epidemiyolojik c¢alismalar1 yiiriitmek amaciyla siklikla kullanilmaktadir. Leptospiral
antikorlar hastaligin baslangicindan birkag giin sonra ortaya ¢ikar ve haftalarca aylarca
ve bazi durumlarda yillarca kalict olabilirler. Hayvanlar kronik enfekte kaldiklarinda
antikor titreleri tespit edilemeyecek seviyelere diisebilir. Bu problemi onlemek igin
kronik durumlarda genital organlarindan ve idrardan etkeni tespit etmek amaciyla
duyarl metotlara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Leptospirozun teshisinde iki dnemli serolojik test (Mikroskopik Agliitinasyon
Test ve ELISA) rol oynamaktadir (OIE, 2014).

Mikroskopik Aglutinasyon Testi (MAT); hem insanlarda hem de
hayvanlarda leptospirozun tanisi i¢in kullanilir. Testin amaci, serumdaki anti-leptospira
antikorlar ile canli leptospiralarin dis membran antijenleri arasinda olusan agliitinasyon
reaksiyonlarinin saptanmasidir. Bu amagla serum-antijen karisimi inkiibe edildikten
sonra karanlik saha mikroskobu ile incelenir ve agliitinasyon yiizdesi ve serolojik titre
belirlenir.

1) Segilen suslar 29 + 1 °C'de siv1 leptospiral kiiltiir ortaminda (6rn. EMJH)
en az 4 giin, en fazla 8 glin olmak kosuluyla bekletilir. Yaklasik olarak ml bagina 2x10°
leptospira yogunluguna sahip canli kiiltiirler antijen olarak kullanilir. Kiiltlir yogunlugu,
karanlik saha mikroskobu kullanilarak sayim kamarasinda hiicrelerin sayimi ile
belirlenir.

2) Kullanilacak antijen sayisi1 belirlenir.

3) Uygun serum diliisyonu hazirlanir.

4) Her bir antijenin hacmi diliie edilmis serum hacmine esittir ve her bir serum
son diliisyonu 1/100 olacak sekilde kuyucuklara eklenir.

4) Mikro titrasyon pleytleri 1,5 - 4 saat boyunca 30 £ 1 °C'de inkiibe edilir.

5) Ornekler karanlik saha mikroskobunda incelenir.

Sonug olarak, '2 oraninda fosfat tamponu ile diliie edilmis kontrol serumlarinin
%50’sinin agliitinasyonlart %50’sinin ise serbest hiicreleri gosterdigi tespit edilir (OIE,
2014).

MAT canli antijenlerin kullanildig1 serolojik bir testtir ve optimum duyarlilig

icin antijenler predominant serogruplardan olusmalidir. MAT testinde diger bakterilere
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kars1 olusan antikorlar leptospira ile kros reaksiyon vermemektedir. Fakat leptospiranin
serovar ve serogruplari arasinda oldukc¢a belirgin kros reaksiyon mevcuttur. Bu yiizden
bireysel enfeksiyonlar ile leptospiral salginlara neden olan serovarlar belirgin olarak
identifiye edilememektedir. Bu durum etkenin izolasyonunu gerektirir., MAT’in
leptospiroz  teshisinde sensitivitesi ve spesifitesi iyi olmakla beraber kronik
enfeksiyonlarda sensitivitesinin %50’den diisiik oldugu bildirilmistir (OIE, 2014).

Son zamanlarda 6zellikle bazi ELISA varyantlarinin Leptospiroz’a basariyla
uyarlanmast MAT’ 1n referans test olarak uygunlugunun sorgulanmasina yol agmaistir.
Canli antijen kullanilmas1 ve kronik enfeksiyonlarda testin sensitivitesinin diisiik olmasi
MAT’imm dezavantajlaridir (Cetinkaya ve ark.,, 1999; OIE, 2014). Leptospira
serovarlarindan olusan panellerin EMJH siv1 besiyerinde canliligi saglanmali, haftalik
incelemelerin yapilmasi ve ¢ok sayida subkiiltiriiniin yapilmasi gereklidir. Suslar,
laboratuvar personeli igin tehlike olusturabilmektedir. Paneller, tiim serovarlar1 igermeli
ve eksik bir panelin yanlis negatif sonuglara sebebiyet verebilecegi gozardi
edilmemelidir (Musso ve La Scola, 2013).

MAT, leptospiroz teshisinde yaygin olarak kullanilmasina ragmen, zahmetli bir
testtir. Bu testin canli kiiltiirlerle ¢alisilma zorunlulugu subjektif yorumlanmasina neden
olur ve antikor siniflart arasindaki farkliliklari belirleyememektedir (Wynwood ve ark.,
2016). Bu farkliliklarin en aza indirgenmesi i¢in testin uygulanmasinda iyi egitim almis
ve deneyimli gozlemciler gereklidir. Canli leptospiralar antijen olarak kullanildigindan
standardize edilememektedir (Musso ve La Scola, 2013).

Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assays (ELISA); MAT ile
karsilastirilldiginda bazi avantajlara sahiptir. Sigir 6rnekleriyle yapilan ELISA
testindecanli antijen kullanilmamasi, inaktif antijenler ile c¢aligilmasi, analizlerin
objektif olarak degerlendirilmesi, spesifik IgM veya IgG’yi tespit edebilmesi, akut ve
kronik enfeksiyonlar1 ayirt edebilmesi bu avantajlar arasinda sayilabilmektedir. Ayrica,
MAT ile karsilastirildiginda spesifitesi, sensitivitesi ve tekrarlanabilirligi yiiksektir.
Ancak ELISA ile leptospira’nin serovarlari tespit edilememektedir (Cetinkaya ve ark.
1999; Loureiro ve ark., 2013, Wynwood ve ark., 2016).

Hayvanlarda ELISA protokolleri 6zellikle pek ¢ok leptospira ylizey
proteinlerine dayali olarak anti-leptospiral antikorlarin tespiti amaciyla gelistirilmistir.

Bu dig membran proteinleri, LipL32, LipL36, LipL41, Loa22 ve Lig proteinleri vb.’dir
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(Hartleben ve ark., 2013). Ayrica lipopolisakkarit (LPS)’e dayali ELISA’lar serogrup
spesifiktir ve epidemiyolojik calismalar agisindan degerlidir. IgM ELISA’lar akut
enfeksiyonun teshisinde olduk¢a yararlidir. Total Ig ELISA’lar biitin duyarl
hayvanlarda enfeksiyonun teshisinde kullanishidir (OIE, 2014).

Rekombinant Proteinlere Dayali ELISA; leptospira yiizey proteinleri
rekombinant protein olarak {iretilmekte ve bu proteinlere dayali serolojik testler
gelistirilmektedir. En fazla kullanilan serolojik testlerden olan rekombinant proteinlere
dayali ELISA yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahiptir. Bunun nedeni, immunoreaktif
antijenlerin yliksek konsantrasyonda olmasi, bakteriyel tiim hiicrede bulunan
komponentleri icermeyecek sekilde saf proteinin testte kullanilmasidir. Bu sekilde non-
spesifik reaksiyonlar onlenmektedir. Burada 6nemli olan immunoreaktif antijenlerin
kullanilmasidir.  lipL32 proteini ELISA protokollerinde en fazla kullanilan
proteinlerdendir. Bu protein leptospira total protein profilinde en fazla bulunan
antijendir (Hartleben ve ark., 2013). Rekombinant lipL32 proteinine dayali ELISA’nin
sigirlarda sensitivitesi ve spesifitesi %100 bulunmustur (Bomfim ve ark., 2005).
Rekombinant ligB (Sankar ve ark., 2010) ve lipL21 (Joseph ve ark., 2012) proteinlerine
dayali sigirlarda leptospira tanisina yonelik ELISA’nin, her iki c¢aligmada
sensitivitesinin %100, spesifitesinin ise % 97,1 oldugu belirlenmistir. Bu c¢alismalarda
MAT ile benzer sonuglar elde edilmistir.

Immunfloresan Yontemi (IF); siipheli hayvanlarin kan, idrar ve diger
dokularimdan mikroskopik muayene hassasiyetini arttrmak i¢in uygulanan
yontemlerdendir. IF tekniginin en Onemli avantajlarindan biri, klinik o6rneklerde
bakterilerin dogrudan goriinlirliiglinii saglamasidir. Immunfloresans teknigi ile ayni
zamanda bakterinin dis membran antijenleri de saptanabilmektedir (Laurience ve ark.,
2014). Bu test, genellikle kiiltiiriin uygun olmadig1 patolojik materyallerin teshisinde ve
hizli teshis gerektiren durumlarda yararlhidir (OIE, 2014).

Hizh Testler; kullanimi1 kolaydir ve 6zel egitim almayan kisiler tarafindan da
yapilabilmektedir. Bazilar1 tam kanda uygulanabilir. Belli sicakliklarda uzun siire
saklanabilir ve standart laboratuar ekipmanlar1 gerektirmezler. Bu testler IgM ve 19gG
antikorlarini tespit edebilmektedir (Musso ve La Scola, 2013; Picardeau ve ark., 2013 ).

Hizli testlerin, sensitivite ve spesifitesi yiiksek, kullanimi kolay, nispeten ucuz,

yorumlanmasi kolay ve 1-2 saat iginde sonug¢ vermesi hedeftir. Ancak performasinin
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diisiik olmasi, akut leptospiroz tanis1 amaciyla bu testlerin uygulanabilirligini azaltmigtir
( Musso ve La Scola, 2013).

Insanlarda akut enfeksiyonun teshisi icin gesitli hizli serolojik testler tarif
edilmis ancak hepsinin smirli duyarlilik ve diisiik 6zgilinligii sadece tarama metotlari
olarak kullanilmasina olanak saglamistir. Bunlar dort immiinolojik prensibe dayanir;
partikiill ~ agliitinasyon,  immiinodot = veya dip  stick,  immiinfiltrasyon,
immiinokromatografi veya lateral flow ( Musso ve La Scola, 2013).

Veteriner alanda, kopek ve atlarda hastaligin akut déneminde anti-leptospira
antikorlarinin erken tespiti igin bir tarama testi olarak hizli bir slayt testi olan rapid
slight agglutination testi (RSAT) gelistirilmistir. Bu test, formaldehid igerisinde
muhafaza edilmis bakterinin antijen antikor agliitinasyonuna dayanmaktadir. Antijen
slispansiyonlari, bdlgede en sik goriilen serovarlart igermelidir. RSAT, hastalik
Serovarini tanimlayamamaktadir. Capraz reaksiyon olasiligi nedeniyle sonuglarin

yorumlanmasi klinik semptomlarla iliskilendirilmelidir (Loureiro ve ark., 2014).

2.5.2. Tamiya Yonelik Yeni Yaklasimlar

Molekiiler Direkt Tan1Yontemleri

Leptospira’y1r cins veya tir diizeyinde belirleyebilen spesifik genlerin
cogaltilmasina dayali konvansiyonel PZR ve gRT-PZR metodlar1 bulunmaktadir. Bu
testler son donemlerde patojen ve apatojen leptospira serovarlarini ayirmada basarilidir.
Serogrup smiflandirmas: molekiiler siniflandirma ile ¢ok fazla iligkili olmamasina
ragmen, serovarlarin molekiiler tiplendirilmesinde, restriksiyon fragman uzunlugu
polimorfizmi- RFLP (restriction fragment lenght polymorphism), rastgele ¢ogaltilmig
polimorfik Deoksiriboniikleik Asit (DNA)-RAPD (randomly amplified polymorphic
DNA) ve pulsed-field jel elektroforezi —(PFGE) gibi farkli molekiiler teknikler
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, bu molekiiler yontemlerin dezavantajlar1 fazla
miktarda DNA’ya gereksinim duyulmasi, zahmetli olmalari ve her zaman yeterince
ayirdedici veya tekrarlanabilir olamamalaridir (Salaun ve ark., 2006; Romero ve ark.,
2009; Loureiro ve ark., 2013). Ayrica, degisken-sayida ardarda-tekrarlar igeren
lokuslar- VNTRLoci, leptospira cinsine ait bazi tiirlerde tanimlanmistir ve Coklu Lokus
VNTR analizi- MLVA (Multi Locus VNTR Analysis) ile L. interrogans ve L.
kirschneri’ye ait serovarlarin bircogunun ayirt edilmesi miimkiin olabilmistir (Salaun ve
ark., 2006; Bourhy ve ark., 2013; Loureiro ve ark., 2013).
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR son yillarda hayvanlarda leptospiroz tanisi igin siklikla kullanilmaktadir
(Sekil 8). Bu teknigin 6nemi siiriideki tasiyici hayvanlarin tespit edilmesi yada ¢ok
siddetli leptospira enfeksiyonuna yakalanmis hayvanlarin erken teshis edilebilmesidir.
Bu teknigin sensitivite ve spesifitesi yiliksektir. Cesitli biyolojik tiirlerden hizli bir
yontemle diisiik miktardaki mikroorganizma DNA’sinin ¢ogaltilmasina izin verir. Bazi
molekiiler sistemler mililitrede 10 ile 100 Leptospira’ya ait genomik DNA’ya kadar

tespit edebilme yetenegine hassastir (Loureiro ve ark., 2013).
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Sekil 8. PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) (http://ib.bioninja.com.au/standard-level/topic-3-

genetics/35-genetic-modification-and/pcr.html)

Leptospira tanisinda kullanilan PZR yontemiyle leptospiralarin belirlenmesine
dayali molekiiler testler iki gruba ayrilmaktadir.

1-) Bakteride mevcut yaygin genlerin (gyrB, 16srRNA, rrs ve secY) tespitine
dayali PZR

2-) Patojenik leptospiralarin ayriminda 6n plana ¢ikan ve yalnizca patojen
tiirlerde bulunan genlerin (lipL32, ligA ve ligB) tespitine dayali PZR (Loureiro ve ark.,
2013).

PZR’ye dayal: testler, yiiksek duyarliliklar1 ve erken teshis kapasiteleri sebebi
ile leptospiranin teshisinde son zamanlarda artarak kullanilmaktadir. Ancak bu
yontemle enfeksiyona neden olan serovarlar tespit edilememektedir. Bu nedenle rutin
teshis metodlar1 olarak degerlendirilmemektedir. PZR ile gen bolgelerinin insanlar igin
cogaltilmasinda spesifik primerlerin tasarlanarak kullanilmasi 6nem tasimaktadir.
Birgok primer grubu tasarlanmis ve degerlendirilmistir. Bu testlerin birgogunun lipL32

genine dayali oldugu rapor edilmesine ragmen hayvanlarda bu primerlerin kullanimi
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yetersizdir. Hayvan orneklerinin diski ile kontamine olmasi veya otolizine bagl olarak
klinik 6rneklerde yanlis negatif sonuglar ortaya ¢ikabilmektedir (OIE, 2014).
Leptospiranin teshisinde kullanilan PZR testlerinin kalite kontrolii 6rneklerin
kontaminasyonunu Onlemek amaciyla ciddi bir labaratuvar diizeni ve Ozen
gerektirmektedir. Bu amagla etkenlerin kontaminasyonu onlenmeli ve uygun ornekler
kullanilmalidir. PZR i¢in 6rnek toplama oldukca hassastir, doku ve sivilar uygun olmal

ve tiirler test edilmelidir (OIE, 2014).

Gercek Zamanh PZR (RT-PZR)

Gergek zamanli RT-PZR kalitatif ve kantitatif (QRT-PZR) olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. RT-PZR, DNA’nin PZR teknigiyle ¢ogaltimini goriiniir hale getiren ve
ekranda gercek zamanli takibini saglayan, floresan isaretli prob ve boyalarin
kullanildigi, floresan olusumunun DNA ile dogru orantili olarak arttigi bir ¢ogaltma
yontemidir (BioRad CFX 96 Guide,2006). Kullanilan iki farkli floresan boya teknigi
asagida sunulmaktadir.

SYBR Green I yontemi; Bu yontemde kullanilan floresan SYBR Green
boyasi yalmzca ¢ift zincirli DNA’nin kiigiik oluguna baglanir ve hedef DNA’nin
¢ogalmasina bagli olarak QRT-PZR cihazinda okunan floresanin miktar artar.

Cogaltimin basinda 1s1ma ¢ok az olup, zayif bir sinyal elde edilir.PZR {iriin
miktarindaki artis ile paralel floresan miktari artar ve “QqRT-PZR” cihazinda ekranda
egriler tarzinda goriintiilenir. Bu yontem, isaretli problar kullanilmamasi dolayisiyla
ucuzdur. Ancak, non-spesifik PZR iiriinlerinin ¢ogalma ihtimali olabilmekte ve buna
bagl olarak yanlis pozitif sonug elde edilebilmektedir.

SYBR Green yonteminde hedef DNA’ya spesifik olmayan cogaltilmig
DNA’larin uzaklastirllmas1 ve yanlis pozitifliklerin ortadan kaldirilmasi amaciyla,
DNA’larin erime egrisi analizleri (melting curve) yapilir. Bu igslem, PZR iiriinleri elde
edildikten sonra cihaz 1sinin yavasca artacagi sekilde programlanarak yapilir. DNA ¢ift
zinciri birbirinden ayrilir ve belirli bir erime 1s1sinda (melting temperature/Tm) floresan
boya serbest kalir ve okunan floresan miktar1 da diiser. DNA’larin Tm dereceleri
farklilik gdsterir ve Tm 1sis1 her {irlin igin 6zeldir (Levett ve ark., 2005; Giinel, 2007;
Bourhy ve ark., 2011).

“TaqMan® probe” Yontemi; Bu yontemde, hedef DNA ile hibridize olma

ozelliginde ve floresan ile isaretlenmis bir prob kullanilir. Bu probun 5" ucunda floresan
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boya FAM (6-karboksifloresin) ve 3' ucunda da FAM boyasinin sinyal olusturmasini
engelleyen baskilayict TAMRA boyasi (6-karboksitetrametil-rodamin) bulunur. Hedef
DNA ¢ogaltilmasi sirasinda Taq DNA polimeraz enziminin “TagMan” probun bagl
oldugu bolgeye ulagmasiyla 5'—3' niikleaz aktivitesi ile FAM probdan ayrilir ve
floresan yayilimi cihaz tarafindan sinyal olarak algilanir. Bu sekilde, yeni dongiilerde
DNA sentezi ve iiriin miktarinda artisa bagli olarak floresan da artis gosterir (Giinel,
2007).

Kantitatif gRT-PZR teknigi ile leptospirozun ilk 5-10. giinlerinde dahi kanda
bulunan patojenik leptospira DNA’lar1 belirlenebilmekte olup, erken labaratuvar tanisi
icin umut vaat etmektedir. PZR tabanli teshis ¢ok ¢esitli mikroorganizmalar i¢in etkili
bir sekilde gelistirilebilmektedir. PZR’nin yiiksek sensitivite, spesifite ve amplifikasyon
hizindan dolay1, mevcut kiiltiir tekniklerinin basarisiz yada yetersiz oldugu 6rneklerde
organizmalarin belirlenmesi i¢in son derece kullanish oldugu gosterilmistir.

Son zamanlarda gRT-PZR’ler (QPZR; SYBR Green ya da Tagman teknolojisi)
geleneksel PZR’nin yerini almaktadir. Cilinkii bunlar, normal PZR’den daha hizl,
kontaminasyonlara kars1 duyarliligi daha azdir. Ama yine de insan analizlerinde; klinik
orneklerde saptanan bakteriyel yiilk ve hastanin prognozu arasinda halen bir iligki
bulunamamistir (Loureiro ve ark., 2013; OIE, 2014).

Leptospiranin teshisi i¢in yiiriitilen qRT-PZR’de lipL32, Ifbl, ligA, ligB, rrs,
flab, ampL1, secY, gyrB gibi gesitli hedef genler gogaltilmistir. Patojenik leptospira
tiirlerini patojen olmayanlardan ayirmaya yonelik sensitivitesi ve spesifitesi yiiksek RT-
PZR teknikleri gelistirilmesi hedeflenmistir. qRT-PZR, leptospiralari belirlemek igin
hizli ve hassas bir ara¢ olarak ortaya cikmis olup, Orneklerin tasinmasi sirasinda
olusabilecek kontaminasyon riskini ve yanlis pozitif sonu¢ elde etme riskini
azaltmaktadir. Bu sebeplerle diagnostik kullanima uygun oldugu bildirilmistir (Levett
ve ark,2005; Palaniappan ve ark.,2005; Merien ve ark., 2005; Ahmed, 2009; Stoddard
ve ark., 2009; Bourhy ve ark. 2011;Loureiro ve ark., 2013,01E, 2014).

Kantitatif Gercek Zamanh PZR (qRT-PZR) Uygulamalarimin
Degerlendirilmesi

gRT-PZR’deDNA’nin kopya sayis1 sayisal degerler olarak belirlenmektedir
(BioRad CFX 96 Guide,2006; Giinel, 2007). gRT-PZR cihazina 6rneklerin uygulandigi
PZR plakasi yerlestirildikten ve reaksiyon baslatildiktan sonra, hedef genin ¢ogaltilmasi
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sirasinda {irlin olusumu monitorda izlenebilmektedir. QRT-PZR’de ¢ogaltilan gene ait
grafikte PZR siklus sayisi X-ekseninde, okunan floresan degeri de Y-ekseninde
gosterilirki Y eksenindeki bu deger tiipte ¢ogaltilan iriiniin miktar1 ile orantilidir.
Amplifikasyon grafiginde 2 faz vardir, lissel artis fazini iissel olmayan plato fazi takip
eder. Ussel fazda PZR iiriinii her siklusta yaklasik 2 katina ¢ikar. Reaksiyon ilerledikge,
reaksiyonda yeralan komponentlerin tiikkenmesi nedeniyle reaksiyon yavaglar ve plato
fazina girer (28-40. sikluslar arasi). Baslangicta floresan zemin diizeyindedir. Yeterli
irtin olustugunda ve ortamda biriktiginde saptanabilir floresan sinyali olusur. Bunun
olustugu siklus sayis1 Ct (Threshold cycle) olarak isimlendirilir. Bir reaksiyonun Ct’si
kalip DNA’nin hedef genin c¢ogaltilma reaksiyonunun bagslangicindaki miktarina
baglidir. Reaksiyon sirasinda eger DNA miktar1 fazlaysa, taban deger ilizerinde bir
floresan sinyali verecek diizeyde iriin eldesi daha diisiik amplifikasyon siklusunda
gerceklesir. Dolayisiyla, reaksiyon diisiik Ct’ye sahiptir.

gRT-PZR’nin kantitasyonu iki farkli sekilde yapilmaktadir. Absolut
kantitasyonda; referans kalip DNA’nin 10 katli dilusyonlart QRT-PZR’ye uygulanir ve
standart bir egri elde edilir. Kalip DNA’nin baglangi¢ miktarinin log (logaritmik) degeri
her bir dilusyonun amplifikasyonu sirasinda elde edilen Ct degerlerine karsi grafikte
isaretlenir. Bilinmeyen 6rnekler bu egride karsilagtirmali olarak kantite edilir. qRT-PZR
testinin optimize edildigini belirlemek igin, lineer regresyon denklemi ve saptama
degeri (R coefficient of determination) kullamlir ve sahip olmasi gereken ozellikler
sOyledir.

-Lineer standart egri (R%>0,980)

-Yiiksek amplifikasyon etkinligi (%90-105) olmalidir (BioRad CFX 96 Real

Time PCR Applications Guide, 2006)

Relatif kantitasyonda; deneysel uygulama yapilmis bir 6rnekteki hedef genin

ekspresyonu, deneysel uygulama yapilmamis baska bir ornekteki ayni hedef genin
ekspresyonu ile karsilastirilir. Bu tip kantitasyonda deneysel degiskenligi kontrol
edebilmek i¢in bir housekeeping gen (GAPDH vb.) ile test normalize edilir. Livak ve
Schmittgen (2001) tarafindan Onerildigi sekilde 2%¢ yodntemine dayali olarak

hesaplama yapilir.
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Molekiiler Tiplendirme Metodlar1

Multi locus sequence typing (MLST)

MLST molekiiler tiplendirme metodu olup, leptospira tiirlerini ayirtetmek,
tirler aras1 ve tiir alt1 iligkileri arastirmak igin gelistirilmistir (Ahmed ve ark., 2006).
MLST, PZR’ye dayal1 basit bir teknik olup, otomatik DNA dizi analizorleri kullanilarak
farkli hedef genlerde bulunan alleller ile karakterize edilir (Romero ve ark., 2009).
Olusturulmus  veri  tabanlar1  (leptospira.mlst.net)  kullanilarak  standardize
edilebilmektedir. L. interrogans ve L. kirschneri dahil Leptospira’nin 7 6nemli patojen
tiiriinii kapsayan MLST veri tabani tarafindan desteklenen Leptospira MLST semasi
olusturulmustur (Boonsilp ve ark, 2013). MLST nin leptospira i¢in diger tiplendirme
yontemlerine gore temel avantajlari, tekrarlanabilirligi, tutarliligi ve tasinabilirligidir
(Ahmed ve ark., 2006).

MLST’de segilen lokuslar genellikle canlilarin evrimi siirecinde ¢ok az
degisiklige ugramis housekeeping genlerdir. Bu nedenle, ¢ok eski donem ve modern
atalar i¢in yiiksek diizeyde belirteglerdir.

MLST’de bakteri suslarinin kiiltiirii yapilir. Genomik DNA’lar1 ekstrakte edilir.
MLST icin hedef genler secilir. Ornegin; adk (adenilat kinaz), icdA (izositrat
dehidrojenaz), lipL32, rrs (16SrRNA), secY (translokaz secY proteinin oncii proteini),
lipL41 (dis membran lipoprotein lipL41) genleri segilmistir.

PZR primerleri hedef genlerin degisken internal fragmanlarina komsu olan
korunmusg bolgelerine ait Gen Bankasinda yeralan diziler temel alinarak tasarlanir.
Farkl1 hedef genler PZR ile ¢ogaltilir. Cogaltilan DNA fragmanlar1 agaroz jelde etidium
bromid ilavesi ile incelenir. Amplikonlarin dizi analizi ¢ift tarafli yapilir.

MLST Veri Analizi: ki tarafli dizi analizi sonuglari incelenir. L. interrogans’in
tiim genom dizi analizi Gen Bankasi’nda yeralmaktadir. L. interrogans Fiocruz susu
dizi analizi sonuglar ile karsilagtirmas1 yapilir. Diziler Clustal X programu ile siralanir.
The Sequence Type Analysis and Recombinational Test (START) program kullanilarak
Guanin-Sitozin igerigi, polimorfik bdlgelerin sayisi, es anlamli olmayan niikleotidlerin
es anlamlilarin yerine gegme orani belirlenir.

Filogenetik analizi sirasiyla her bir izolat i¢in, adk, icdA, lipL32, lipL41, rrs2
ve secY genleri olacak sekilde ardarda birbirine baglanmis diziler (2980 bg) kullanilarak
MEGA 3.1 programu ile yapilir. Filogenetik agag ¢izilir.
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Tiirkiye’de Sigirlarda  Leptospiroz Tanisina  Yonelik  Yiiriitiilen
Arastirmalar

Ulkemizde Leptospiroz seroprevalansimi belirlemeye yonelik yiiriitiilen ilk
calismalar MAT ve/veya ELISA testlerine dayalidir. Farkli bélgelerden toplanan kan
serumlart ile yapilan bir arastirmada, MAT ile L.butembo, L.icterroheamorrhagiae ve
L.grippotyphosa’ya karst % 3 seropozitiflik belirlenmistir (Unat, 1985). Elazig ilinden
toplanan sigir serum 6rneklerinde MAT ile L.hardjo ve L. grippotyphosa antijenlerine
agliitinasyon gozlenmistir (Cetinkaya ve ark., 1999). Kars ve Ardahan illerinde
yetistirilen ve leptospiroza karsi agilanmamis sigir kan serumlarinda MAT ile L. hardjo
ve L. grippotyphosa’ya karsti %33,63 pozitiflik, ELISA yontemiyle ise %36,26
seropoziflik belirlenmistir (Sahin ve ark., 2002). Yine Kars ve Ardahan’in farkli
yerlesimlerinden leptospiroz’a karsi asilanmamis 163 adet abort yapmis inek kan
serumlarinda MAT testiyle 66 serum pozitif bulunmustur. Bunlarin 27°si L. hardjo
pozitif, 20’si L. grippotyphosa pozitif, 19’u da her iki serovar yoniinden pozitif
bulunmustur (Geng ve ark.,2005). Aslantas ve Ozdemir (2005), tarafindan yiiriitiilen
caligmada, Hatay ilinde sigirlardan alinan kan serumu 6rneklerinin MAT ve ELISA ile
incelenmesi sonucunda en fazla sirasiyla L. grippotyphosa, L. hardjo ve L.
icteronaemorrhagie serovarlarina karst pozitiflik saptanmistir. Ozdemir ve Kenar
(2013), Afyonkarahisar ve Aksaray illerinden toplanan manda kan orneklerinden
leptospira tiirlerine karst MAT ile %32,26 oraninda pozitiflik elde ettigini bildirmistir.

Serolojik testlerle birlikte veya yalnizca spesifik hedef genleri hedefleyen farkli
PZR teknikleriyle yiiriitiilen arastirmalar soyledir; Elazig, Malatya ve Diyarbakir
mezbahanelerinde kesilen sigirlara ait idrar orneklerinde leptospira varligi rrs genine
(16SrRNA) dayali PZR ile %4.02 oraninda saptanmistir(Cetinkaya ve ark.,2000).Bir
baska caligmada, Kayseri’de mezbahanede kesilen hayvanlardan alinan kan ve klinik
olarak silipheli hayvanlardan alinan kan ve idrar orneklerinde MAT ile %25,42 ve
ELISA ile %18,07 oranlarinda pozitiflik belirlenmistir. L. hardjo ve L. grippotyphosa
baskin serovarlar olarak belirlenmistir.Cetinkaya ve ark. (2000)’nin ydntemini
uyguladiklar1 PZR ile leptospiralar sigir idrarinda belirlenmis, fakat siipheli hayvanlarin
kanlarinda saptanamamistir  (Giimiissoy ve ark.,2009). Diyarbakir bdolgesinde

mezbahanede sigirlardan toplanan idrar ve kan orneklerinde patojen leptospiralarin
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varligi, hap-1 genini hedefleyen gRT-PZR ile idrarda %9,4 oraninda, kan 6rneklerinde
ise negatif bulunmustur (Yesilmen ve ark.,2012).

Parin (2008), tarafindan yiiriitiilen tez ¢alismasinda, Aydin ilinden toplanan
sigir kan serum Orneklerinde multiplex PZR yontemi kullanilarak Brucella ve
Leptospira tiirleri varlign incelenmistir. Ormneklerde yiiksek diizeyde pozitiflik

belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Orneklerin Toplanmasi

Leptospiroz oldugu serolojik olarak belirlenmis abort yapmis ineklerin serum
ornekleri (Geng ve ark. 2005) ile mezbahanedeki sigirlardan alinan kan ornekleri
¢alismanin materyalini olusturdu. 2017 yili Haziran ve Temmuz aylarinda, Samsun ili
Tekkekoy ilgesi Belediye mezbahanesinden, klinik yonden saglikli 25 sigirdan kesim
esnasinda EDTA’ll tiiplere (Vacutainer BD) kan alindi. Toplanan kanlarin,
laboratuvarda ayni giin i¢inde ekstraksiyonlart yapildi. Ekstraksiyon sonucunda elde
edilen DNA’lar daha sonra PZR ve gRT-PZR testinde kullanilmak iizere -20°C’de

muhafaza edildi.

3.1.2. Kullanilan Malzemeler

DNA Ekstraksiyon Kiti

Omek serumlardan DNA nin saf olarak elde edilmesi igin ticari QlAamp DNA
Mini Kit (QIAGEN) kullanild:.

Primerler

Sigir serum ekstraktlarindan elde edilen genomik DNA’dan PZR ile lipL32
geni, Ifbl geni ve GAPDH [Boss taurus (cattle)] genlerinin ¢ogaltilmasinda kullanilan
oligoniikleotid primer dizileri belirlenerek ticari firmaya (BM Laboratuvarlari)
sentezlettirildi. Testin normalizasyonu amaciyla kullanilan sigir GAPDH house keeping

genine ait DNA dizisi NCBI, GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov)’ta belirlendi ve

ayni web adresinde primer 3 programi kullanilarak primerler tasarlandi. lipL32, Ifbl
geni ve GAPDH'yi hedefleyen tiim primerlerin ayn1 web adresinde NCBI-blast
programinda homoloji tayinleri yapildi. Reaksiyonda kullanilan primerler Tablo 2’de

sunulmaktadir.
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Tablo 2. lipL32, Ifbl ve GAPDH genlerinin ¢ogaltilmasinda kullanilan forward (F) ve reverz (R)

primerler
Fragment
Primerler Uzunlugu Baz Dizisi (5°-3°) Referans
(bo)

lipL32-F 270 AAG CAT TAC CGC TTG TGG TG (StOdg%%g)e ark.,
lipL32-R 270 GAA CTC CCA TTT CAG CGA T (Boughgl‘{‘; ark.,
Ifbo1-F 331 CATTCATGTTTCGAATCATTTCAAA (Me“zego‘é‘; ark.
Ifb1-R 331 GGCCCAAGTTCCTTCTAAAAG (Me“zego‘é‘; ark.,

GAPDH-F CCGCATCCCTGAGACAAGAT tasarland:

GAPDH-R TGCCGTGGGTGGAATCATAC tasarland:

Liyofilize primerler steril bidistile su ile 100 pmol konsantrasyonunda
hazirlanarak; 100 pl hacminde tiiplere paylastirildi. Stok hazirlanan primerler buradan

kullanilmak tizere 20 pmol/pul konsantrasyonunda diliie edildi.

Referans Sus’lar

Arastirmada  kullanilan  L.bratislava, L. canicola, L.grippotyphosa,
L.icterohaemorrhagiae, L.pomona, L.hardjo, L.patocsuslar1 Veteriner Hekim Dr. Erding
ATABEK ( Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii, Ankara) tarafindan
saglanmistir. Testin spesifitesinin arastirllmast amaciyla referans Staphylococcus
aureus, Yersinia enterocolitica ve Enterococcus faecalis tiirleri Prof. Dr. Oktay
GENC’den temin edildi.

gRT-PCR cihazi(Bio-Rad CFX)
Ondokuz Mayis Universitesi, Karadeniz Ileri Teknoloji Arastirma Merkezi

(KITAM)’nde bulunan cihaz kullanild.

gRT-PZR Reaktifleri ve malzemeler

SsoFast™ EvaGreen®™ Supermix (BioRad) (200 x 20 pl reaksiyon, 2x miks
dNTPs, Sso7d fusion polimeraz, MgCl;, stabilizatér) gRT-PZR karisimi, SYBER Green
floresan boyas1 iceren polimerizasyonun ger¢eklesmesini saglayan enzim ve reaktif

karigimu.
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gRT-PZR plakalan
Hard-Shell 480, 96-kuyucuklu PZR pleytleri, (BioRad), 96 kuyucuklu RT-
PZR plakalar1 kullanildi.

Microseal ‘C’ Film (BioRad)
RT-PZR plakalarim1 hava almayacak sekilde kapatan sizdirmazlik filmi
kullanildi.

Santrifiij Cihazi
RT-PZR plakalariin yerlestirilerek santrifiij edildigi 6zel aparatin bulundugu

swing out rotorlu masa iistii santrifiij cihazi1 kullanildi.

Geleneksel PZR Karisiminin Icerigi
PZR karisgiminda, Taq DNA polymerase, MgCl, 10X Taq (Mg-free) reaksiyon
tamponu, dNTP (deoksiniikleotid trifosfat) karigimi yeralmaktadir (Tablo 4).

Jel Yiikleme Tamponu, 1X TBE Buffer
10X TBE Buffer (Tris-borat-EDTA) soliisyonundan agaroz jel hazirlanmasinda

ve jel elektroforezinde kullanilmak {izere 1X tampon hazirlandi.

Agaroz Jel

PZR iirlinlerinin belirlenmesi amaciyla agaroz jel hazirlandi. Erlenmayer
icerisinde 75 ml 1X TBE soliisyonundan % 1,5 oraninda agaroz hazirlandi. Bu amagla,
75 ml 1X TBE solusyonuna 1,125 g agaroz ilave edildi ve mikrodalga firinda homojen
hale gelinceye kadar eritildi. Homojen hale gelen agaroz sogumaya birakildi, 1lik hale
geldikten sonra etidium bromide (0,5 pg/ml) ilave edildi. Elektroforez tankina

yerlestirilen aparata dokiildii ve jel polimerize oluncaya kadar beklendi.

Ornek Yiikleme Boyasi (DNA gel Loading Dye ) (6X) (Thermo Fisher)
Agaroz jele uygulanacak PZR firiinleri 5 pl 6rnege 1 pl boya igerecek sekilde

hazirlandi.

Belirtecler (DNA Ladder)
DNA’lar belirlemeye yonelik, Gene Ruler 100 bp DNA Ladder (#SM0241)
kullanildi.

27



PZR tiipleri

RNAz ve DNAz i¢cermeyen, ince duvarli 0,2 ml’lik PZR tiipleri (Axygen)

gRT-PZR ve geleneksel PZR’de DNA kontaminasyonunun Onlenmesi
amactyla tiim materyal ve ekipmanlar dahil yiizeyler %0,5 sodyum hipoklorit ile
dezenfekte edildi. PZR karisimlari yalnizca PZR uygulamalart ig¢in kullanilan steril

calisma kabininde hazirlandi ve yalnizca bu amag i¢in ayrilan mikropipetler kullanildi.

3.2. Metod

3.2.1. Genomik DNA Ekstraksiyonu

Geng ve ark. (2005), tarafindan yiiriitiilen ¢alismada kullanilan 64 adet sigir
kan serumlarindan ve 2017 yili Haziran ve Temmuz aylarinda Samsun ili Tekkekdy
Ilgesi Belediye Mezbahanesinde kesilen klinik yonden saglikli 25 adet sigirdan alian
kan oOrneklerinden ve referans patojen ve apatojen leptospira serovarlarindan ve
Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica ve Enterococcus faecalis tiirlerine ait
referans suslardan DNA ekstraksiyonlar1 yapildi.

Kan serumlar1 oda 1sisinda ¢ozdiiriildii ve 6000 rpm de 15 dk santrifiij yapildi.
Genomik DNA ekstraksiyonlar1 “Qiagen QlAamp DNA Mini Kit” kullanilarak tiretici
firmanin prosediiriine uyularak yapildi. Buna gore, 1,5 ml steril ependorf tiipiine 20 pl
proteinaz K koyuldu ve sonra iizerine 200 pl serum ve/veya kan ornekleri ilave edildi.
Daha sonra AL tamponundan 200 ul ilave edilerek 15 saniye vortekslendi, kuru blok
isiticida 10 dakika 56 °C ‘de bekletildi. Tiipler yiiksek devirde kisa siire santrifiijlendi
ve 2 ml toplama tiipii icindeki QIAamp Mini spin kolonlarina aktarildi. 8.000 rpm’ de 1
dakika santrifiij yapildi. Kolondan gegen sivi toplama tiipii ile birlikte atildi. Spin kolon
yeni bir 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirildi. 500 pl AW1 tamponu ilave edildi, 8.000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolondan gecen siv1 toplama tiipii ile birlikte atild1 ve
spin kolon yeni bir 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirildi. 500 ul AW2 tamonu ilave
edilerek 14.000 rpm’de 3 dakika santrifiijlendi ve kolondan gegen sivi toplama tiipii ile
birlikte atildi. Yeni bir 2 ml’lik toplama tiipline aktarildi, bos olarak 14.000 rpm’de
santrifiijlendi ve toplama tiipii atildi. DNA’nin elde edilmesi asamasinda Spin kolon
yeni bir 1,5 mI’lik tiipe aktarilarak 200 ul AE tamponu ilave edildi. 5 dakika kapak
kapali bekletildi, 8.000rpm’de 1 dakika santrifiijlendi. Toplama tiipiine gegen eliisyon
stvist geleneksel PZR ve qRT-PZR’da kalip DNA olarak kullanilincaya kadar -20 °C de

saklandu. Ikinci eliisyon igin spin kolon yeni bir 1,5 mI’lik toplama tiipiine aktarildi. 100
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ul AE tamponu ilave edildi ve 2 dakika kapak kapali bekletildi, 8.000 rpm’de 1 dakika
santrifiij yapildi. Toplama tiipiine gecen eliisyon sivisi geleneksel PZR ve gRT-PZR’da
kalip DNA olarak kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

3.2.2. qRT-PZR Uygulamasi

SsoFast™ EvaGreen® Supermix (BioRad) gRT-PZR karisimi, forward ve
reverz primerler, referans ve 6rnek DNA’lar, distile H,O biyogiivenlik seviyesi 2 steril
calisma kabininde ve buz akiisii veya buz iizerinde soguk ortamda c¢alisildi. Herbir
ornek icin lipL32, Ifbl ve housekeeping GAPDH genlerine yonelik spesifik primerleri
icerecek sekilde ayr1 ayri1 reaksiyon karisimlari hazirlandi.

SsoFast™ EvaGreen®™ Supermix = 10 ul x érnek sayisi

Forward primer = 0,4 ul x drnek sayisi
Reverse primer = 0,4 ul x drnek sayisi
dH,0 =42 ul x drnek sayisi

Karisim hazirlandiktan sonra 96-kuyucuklu qRT-PZR plakalarinin her bir
kuyucuguna 15 ul karisim dagitildi. Her 6rnek igin reaksiyon hacmi 20 pl olacak
sekilde 5 pl her bir 6rnekten kuyucuklara eklendi. DNA uygulanmayan kuyucuga drnek
yerine 5ul dH,0 eklendi. Enzim uygulanmayan kuyucuga 20 pl dH,O eklendi. Pleytin
tizeri yapigskanl sizdirmazlik filmi ile kapatildi ve qRT-PZR cihazina (BioRad CFX96)
yerlestirildi. Tablo 3’de gosterilen program uygulanarak reaksiyon gergeklestirildi.
Programin son agamasinda, erime egrisi analizi yapildi. Reaksiyon bittikten sonra

program sonlandirildi ve sonuglar kaydedildi.

Tablo 3. gRT-PZR reaksiyon agsamalar1 ( Bourhy ve ark., 2011)

Program Basamag Sicakhik Zaman Dongii
Ilk. dena.tu.rasyon Ve | ggoC 2 dakika 1
enzim aktivitesi

Denatiirasyon 98 °C 5 saniye

Primer baglanma ve 57 °C 30 saniye 40
Uzama

Erime Egrisi 65 °C — 95 °C (0,5 °C artirarak) 5 saniye 1

3.2.3. Hedef DNA’larin Saptanma Limitinin Belirlenmesi
gRT-PZR ile hedef DNA’larin ¢ogaltilmasinda kullanilabilecek minimum
genomik DNA konsantrasyonu belirlendi. Bu amagla referans L. hardjo susunun

nanodrop spektrofotometrede konsantrasyonlar1 6lgiildii. On katli dilusyonlart
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hazirlanan genomik DNA’lar kalip DNA olarak kullanilarak qRT-PZR ile hedef lipL32
ve Ifbl genleri ¢ogaltildi. qRT-PZR’de elde edilen son dilusyondaki Threshold Cycle
(Ct) degeri minimum DNA konsantrasyonu olarak tespit edildi. Bu deger PZR

tirtinlerinin hangi siklusta gézlendigini gostermektedir.

3.2.4. Geleneksel PZR Uygulamasi

PZR karisiminda 10X Taq buffer, 25mM MgCl,, 10mM dNTPs, Forward ve
Revers primerler, Taq DNA Polimeraz, Kalip DNA (Tablo 4) ilave edildi. Hedef genler
olan lipL32 ve Ifbl genleri i¢in ayr1 reaksiyon karisimlari hazirlandi. Her 6rnek igin
25ul PZR karisimi Tablo 4’deki gibi hazirlandi ve PZR cihazina (Biometra-Tpersonal)
yerlestirildi. Hedef DNA’larin ¢ogaltilmas1t amaciyla asagida belirtilen kosullar PZR
cihazinda uygulandi.

[k denaturasyon : 95 °C’de 5 dakika

Denaturasyon : 94 °C’de 30 saniye

Primerlerin baglanmas1  : 55 °C’de 30 saniye

Polimerizasyon uzamast : 72 °C’de 1,5 dakika (Toplam 35 dongti)

Son uzama : 72 °C’de 10 dakika

Amplifiye edilen PZR firiinleri elektroforezde kullanilincaya kadar -20 °C’de

saklandi.

Tablo 4. Geleneksel PZR igerikleri ve konsantrasyonlari (Masuzawa ve ark., 2001)

PZR Karisim 25 pl reaksiyon Final konsantrasyon
10X Standart Taq (Mg-free) | 2,5 ul 1X
reaksiyon buffer
25 uM MgCl, 2 ul 1,5-2 mM
10 mM dNTPs 0,5 ul ) 200 uM
20 uM Forward (F) Primer 0,5 ul Mix 10 uM
20 uM Reverz (R) Primer 0,5 ul 10 uM
Taq DNA Polimeraz 5u/pl 0,2 pl 1 unite
Distile su 25ul’ye tamamlandi
Kalip DNA 1 ul <lpg
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3.2.5. PZR Uriinlerinin Analizi

Amplifiye edilen DNA’lar agaroz jel elektroforeze uygulanarak incelendi. Her
bir 6rnege ait 7,5 ul PZR iiriinii 1,5ul boya (6X Loading Dye; Thermo Scientific) ile
boyandi. Ethidium bromide’le boyanmis %1,5’luk agaroz jel hazirlandi. Yatay
elektroforez tankina kuyucuklarin olugmasi i¢in bas kisminda tarak olacak sekilde
hazirlanan agaroz jel dokiildi. Agaroz jel soguduktan sonra tarak ¢ikarilarak jel
tamamen kaplanana kadar 1X TBE soliisyonu dokiildi. Sekil 11°de gosterilen
kuyucuklara belirtilen 6rnekler elektroforezde 80 voltta 30 dakika, sonra 130 voltta 30
dakika siireyle yiritiildi. Bu islem sonunda referans patojen leptospiralara ait spesifik
lipL32 ve Ifb1 genlerini gosteren bantlar UV-transilluminator yardimiyla goriintiilenerek

fotograflandi.

3.2.6. qRT-PZR Uriinlerinin Agaroz Jel’de Analizi

gRT-PZR cihazinda amplifiye edilen DNA’lar agaroz jel elektroforez’e
uygulanarak incelendi. Her bir 6rnege ait 15 pl PZR firiinii 3 pl boya (6X Loading Dye;
Thermo Scientific) ile boyandi. Ethidium bromide’le boyanmis % 1,5’luk agaroz jel
hazirlandi. Yatay elektroforez tankina kuyucuklarin olusmasi i¢in bas kisminda tarak
olacak sekilde hazirlanan agaroz jel dokiildii. Agaroz jel soguduktan sonra tarak
cikarilarak jel tamamen kaplanana kadar 1X TBE soliisyonu dokiildii. Sekil 13’de
gosterilen kuyucuklara belirtilen 6rnekler yiiklenerek 80 voltta 30 dakika, sonra 120
voltta 30 dakika siireyle elektroforezde yiiriitildii. Bu islem sonunda patojen
leptospiralara ait spesifik lipL32 ve Ifbl genlerinin varliginmi gosteren bantlar UV-

transilluminatdr cihazinda goriintiilenerek fotograflar kaydedildi.
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4. BULGULAR

4.1 Referans Serovarlara ait Genomik DNA Konsantrasyon Bulgular:

Referans Leptospira serovarlarina ait DNA konsantrasyon tayini nanodrop
spektrofotometre cihazinda L.bratislava: 4,6 ng/ul, L. canicola: 8,6 ng/ul, L.
grippotyphosa: 12,3 ng/ul, L. icterohaemorrhagiae: 11,4 ng/ul, L. pomona: 12,5 ng/ul,
L. hardjo: 11,5 ng/ul, L. patoc: 11,1 ng/ul olarak dl¢ildi.

4.2 qRT-PZR Uygulamasi Bulgular

Sigir kan serumu ve kan Orneklerine ait genomik DNA’lar kalip olarak
kullanilarak gRT-PZR cihazi (Bio-Rad CFX)’nda uygun kosullarda spesifik lipL32 ve
Ifb1 gen bolgelerinin amplifikasyonu gergeklestirildi. Reaksiyon cihaz ekranindan takip
edildi ve gen amplifikasyonunun kacginci siklusta olustugu goézlendi (Sekil 9). Elde
edilen siklus degerlerine gore CT degerleri belirlendi. 65 °C — 95 °C arasinda 0,5 °C
artirarak erime egrisi (melt curve) analizi yapildi ve erime noktasi (melt peak) belirlendi
(Sekil 10).

Testin standardizasyonu igin Oncelikle referans suslara ait DNA’lar direkt
uygulandi. Ayrica L. hardjo ve L. grippotyphosa DNA’larinin 10 katli dilusyonlari
hazirland1 ve qRT-PZR’de DNA’larin saptanma limitleri belirlendi (Sekil 9). Sonuglar
gRT-PZR cihazinin ekraninda ger¢ek zamanli olarak gozlendi ve PZR iiriinlerinin

reaksiyonun hangi siklusunda olustugu Ct degeri olarak belirlendi.
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Sekil 9. qRT-PZR amplifikasyon Ct degerleri egrisi

Primerlerin spesifikligini belirlemek amaciyla erime egrisi (melting curve)

analizi yapildi ve sonuglar kaydedildi (Sekil 10).
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Sekil 10. gRT-PZR’de erime egrisi (A) ve erime 1silar1 (Tm) (B)

Erime egrisi degerleri 1fbl genini hedefleyen QRT-PZR’de leptospira
serovarlart  Bratislava’da  81,5;  Canicola’da  82;  Grippotyphosa’da  82;
Icterohaemoragiae’de 81,5; Pomona’da 82; Hardjo’da 81,5 olarak belirlendi. lipL32
genini hedefleyen gRT-PZR’de erime 1silari Pomona’da 83, diger tiim referans

serovarlarda 82,5 olarak belirlendi.

4.3. Hedef DNA’larin Saptanma Limitlerinin Belirlenmesi

gRT-PZR ile hedef DNA’larin ¢ogaltilmasinda kullanilabilecek minimum
genomik DNA konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaciyla referans L. hardjo susu
DNA’larmin 10 kath dilusyonlart hazirlandi. Referans L. hardjo susunun DNA
konsantrasyonu 11,5 ng/ul olarak dl¢iildii. qRT-PZR’da kalip L.hardjo DNA’sinin her
bir konsantrasyonundan 5 pl uygulandi. SYBR Green CT degerleri tablo 5°te

gosterilmistir.

Tablo 5. L. hardjo’nun 10’luk diliisyonlarina gére DNA konsantrasyonlar1 ve lipL32 ve Ifbl genlerine
gore SYBR Green CT degerleri

Dilusyonlar DNA Konsantrasyonu _ SYBR Green CT

(ng/pl) lipL32 Ifbl
L. hardjo 11,5 21,45 21,50
10" 1,15 24,08 24,48
10° 0,115 27,49 27,89
10° 0,0115 31,14 31,99
10* 0,00115 34,17 34,61
10° 0,000115 36,16 38,24

10°® 0,0000115 ¢) )
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gRT-PZR’de saptama limitleri lipL32 ve Ifb1 genlerine dayali olarak 0,000115
ng/ul (0,115 pg/ul) olarak belirlendi (Tablo 5). Orneklerde elde edilen Ct degerlerine
ilave olarak erime egrisi analizleri yapildi ve 6rneklerin pozitif olduklar1 erime egrisi

analizi ile dogrulandi.

4.4. Standart Egri Grafigi

Testin analitik sensitivitesini belirlemek amaciyla referans L.hardjo’nin10 kath
seri dilusyonlar1 qRT-PZR’ye uygulandi. Ifbl ve lipL32 genlerini hedefleyen gRT-
PZR’de testin etkinligini belirlemek icin lineer standart egri grafigi Prism (GraphPad
versiyon 5) programinda olusturuldu. Bu grafikte standart egri genin hangi siklusta

cogaldigini1 gosteren Ct degerlerine dayali olarak hesaplandi.

4.4.1. Ifbl genini hedefleyen qRT-PZR’ye ait Standart Egri Grafigi

45~
40
354
Ct

304
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20 T T L]

Log DNA konsantrasyonu

Sekil 11. Ifbl1 genini hedefleyen qRT-PZR Standart Egri Analizi

Standart egri analizinde Slope -3,377; y intercept 41,6; r> 0,998 olarak
hesaplandi (Prism programi/GraphPad 5). Testin etkinligi (efficiency) %97,75 olarak
bulundu.
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4.4.2. 1ipL32 genini hedefleyen qRT-PZR’ye ait Standart Egri Grafigi

40+
35+

30+

Ct

25+

20 T T T
0 2 4 6 8

Log DNA Konsantrasyonu

Sekil 12. lipL32 genini hedefleyen gRT-PZR Standart Egri Analizi

Standart egri analizinde Slope -3,19; y intercept 38,52; r®> 0,994 olarak
hesaplandi (Prism programi/GraphPad 5). Testin etkinligi (efficiency) %96,57 olarak
bulundu.

Testin sensitivitesini belirlemek i¢in bolgede en yaygin serovarlardan biri olan
L. Hardjo’ya ait genomik DNA’nin kopya sayist Bourhy ve ark. (2011), tarafindan
onerildigi sekilde hesaplandi ve 23 kopya/ul olarak belirlendi. On katli dilusyon
yapildig1 i¢in 10 kopya/pl’de pozitif olma durumu belirlenemedi. Kontrol kalip DNA
dilusyonlarindan olusturulan standart egriye dayali olarak bilinmeyen DNA’larin

orijinal konsantrasyonlar1 hesaplandi.

4.5. Leptospira Referans Patojen ve Apatojen Serovarlarinda Hedef
Genlerin Varhgmmin Geleneksel PZR ile Belirlenmesi
4.5.1. Referans Suslarda Patojen Leptospiralara ait Ifb1l geninin PZR ile
Saptanmasi

Referans suglarda patojen leptospiralara ait Ifbl geninin tespit edilmesi
amaciyla, patojen olarak; L. bratislava, L. canicola, L. grippotyphosa, L.
icterohaemorrhagiae, L. pomona, L. hardjo, apatojen olarak; L. patoc suslarina ait
DNA’lar kullanildi. Referans patojen DNA’larda yatay elektroforezde yaklasik 330 bg
boyutunda band gozlendi (Sekil 13).
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330 be

Sekil 13. Ifbl genini hedefleyen PZR iiriinlerinin agaroz jelde goriiniimii. M: marker 80 — 1031 bg.
Patojen leptospiralar; L. bratislava, L. canicola, L. grippotyphosa, L. icterohaemorrhagiae, L.
pomona, L. hardjo (sirasiyla 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 no’lu kuyucuklar), Apatojen leptospira;L.
Patoc(7 no’lu kuyucuk), No DNA (8 no’lu kuyucuk), DNA Ladder (10 no’lu kuyucuk)

4.5.2. Referans Suslarda Patojen Leptospiralara ait lipL32 geninin PZR ile
Saptanmasi
Referans suslarda patojen leptospiralara ait lipL32 geninin tespit edilmesi

amaciyla, patojen olarak; L. bratislava, L. canicola, L. grippotyphosa,

L. icterohaemorrhagiae, L. pomona, L. hardjo, apatojen olarak; L. patoc suslarina ait
DNA'’lar kullanildi. Referans patojen DNA’larda yatay elektroforezde yaklasik 270 bg
boyutunda band gozlendi (Sekil 14).

<«—— 270 bg

Sekil 14. lipL32 genini hedefleyen PZR {iriinlerinin agaroz jelde gortiniimii. M: marker 80 — 1031 bg.
Patojen Leptospiralar; L. bratislava, L. canicola, L. grippotyphosa, L. icterohaemorrhagiae, L.
pomona, L. hardjo (sirasiyla 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 no’lu kuyucuklar), Apatojen Leptospira; L. patoc
(7 no’lu kuyucuk), No DNA (8 no’lu kuyucuk), marker (9 no’lu kuyucuk)
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4.6.8131ir Kan Serumu Orneklerine ait qRT-PZRbulgular

MAT testi yapilmis kan serumlari ve mezbahanede kesim sonrast alinan kan
orneklerinde patojen leptospiraserovarlarinin varligi lipL32 ve Ifbl genlerine dayali
olarak gRT-PZR yontemi ile belirlendi. DNA igermeyen ve enzim igermeyen
kuyucuklarda hi¢ bir ¢ogalma gozlenmedi. Ct degeri elde edilen ve pozitif oldugu
varsayilan orneklerin dogrulugunu belirlemek i¢in, qRT-PZR’1n spesifikligi ¢ogaltilan
orneklere ait erime egrisi analizi yapilarak belirlendi. Tiir spesifik olan erime 1sisindan
farkli degerler elde edilmesi durumunda bu 6rnekler non-spesifik olarak negatif kabul
edildi. gRT-PZR’de c¢alisilan orneklerin MAT ile karsilastirmali sonuglar1 tablo 6’da
sunulmaktadir.

gRT-PZR’de elde edilen bulgular agaroz jel elektroforezine uygulandi ve
karsilastirma amagh degerlendirildi (Sekil 15-19 ve tablo 6).

4.6.1 qRT-PZR Sonuclarinin DNA Elektroforezi’nde Dogrulanmasi

Sigir kan serumlarindan Ifbl ve lipL32 genlerine dayali yapilan qRT-PZR
tirtinlerini dogrulamak amaciyla agaroz jel elektroforezde dogrulama yapildi. qRT-PZR
de pozitif bulunan 14 serumdan 10 tanesi agaroz jelde dogruland: (Sekil 15-19 ve tablo
6).

1516 17 18 19 20 21 22

Sekil 15. Ifbl genini hedefleyen qRT-PZR iiriinlerinin agaroz jel’de goriiniimii M: marker 80-1031 bg.
Marker (1 ve 22 no’lu kuyucuk) 14, 20, 23, 36, 39, 42, 44, 66, 76, 86, 90, 101, 104, 107, 108,
111, 113, 118 (swraswyla 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 ve 21 no’lu
kuyucuklar) Ifbl negatif kontrol; L. pomona ( 2 no’lu kuyucuk), Ifb1 pozitif kontrol; L. hardjo
(3 no’lu kuyucuk)
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<— 330 be

Sekil 16. Ifb1 genini hedefleyen qRT-PZR iiriinlerinin agaroz jel’de goriiniimi. M: marker 80-1031 bg.
Marker (10 no’lu kuyucuk) ) 123, 124, 132, 136, 142, 166, 26, 193, (sirasiyla 1, 2, 3, 4,5, 6, 7
ve 8 no’lu kuyucuklar), 9 no’lu kuyucuk bos kuyucuk

Sekil 17. Ifb1 genini hedefleyen gRT-PZR iirlinlerinin agaroz jelde gériiniimii. M: marker 80 — 1031 bg.
13, 141, 143, 144, 145, 146, 151, 155, 159, 160, 187, 192, 195, 197 (sirasiyla 2,3,4,5,67, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 ve 16 no’lukuyucuklar), No DNA (16 no’lu kuyucuk), marker (1 ve
17 no’lu kuyucuk)

<+—— 270 bg

Sekil 18. lipL32 genini hedefleyen qRT-PZR fiiriinlerinin agaroz jel’de goriiniimii. M: marker 80-1031 bg.
Marker (1 no’lu kuyucuk), 113, 118, 119, 123, 124, 132, 136, 142, 166, 26, 193 (sirastyla 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10, 11 ve 12 no’lu kuyucuklar)
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1 2 B & 56 7 g A s 6 17 18

<+— 270 bg

Sekil 19. lipL32 genini hedefleyen qRT-PZR iiriinlerinin agaroz jelde goriiniimii. M: marker 80 — 1031
be. 13, 141, 143, 144, 145, 146, 151, 155, 159, 160, 187, 192, 195, 197 (sirasiyla 2,3,4,5, 6
7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 ve 16 no’lukuyucuklar), No DNA (16 no’lu kuyucuk), marker (1
ve 18 no’lu kuyucuk)

4.7. Mezbahane Kan Orneklerinde Patojen Leptospira Varhgimin lipL32
ve Ifblgenlerini Hedefleyen Geleneksel PZR ile Belirlenmesi
Mezbahaneden alinan kanlardan elde edilen DNA’larda lipL32 ve Ifblgenlerini
hedefleyen PZR’de herhangi bir pozitiflik belirlenmedi.

<«—270bg

Sekil 20. lipL32 genini hedefleyen PZR iriinlerinin agaroz jelde goriiniimii. m1-m25 nolu o6rnekler
(swrasiyla 4, 5,6 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 ve
28 no’lu kuyucuklar), No DNA (29 no’lu kuyucuk), Pozitif Kontrol (2 no’lu kuyucuk),
Negatif Kontrol (3 no’lu kuyucuk). M: marker 80 — 1031 bg. (1 ve 30 no’lu kuyucuklar)

<+—— 330bg

Sekil 21. Ifbl genini hedefleyen PZR firiinlerinin agaroz jelde goériniimii. m1-m25 no’lu 6rnekler,
(sirasiyla 4,5,67,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 ve
28 no’lukuyucuklar), No DNA (29 no’lu kuyucuk), Pozitif Kontrol (2 no’lu kuyucuk), Negatif
Kontrol (3 no’lu kuyucuk).M: marker 80 — 1031 bg. (1 ve 30 no’lu kuyucuklar)



Tablo 6. Sigir kan serum ve kan 6rneklerinde Leptospira varliginin lipL32 ve Ifb1 genlerine dayali qRT-

PZR yontemi ile degerlendirilmesi

DNA Elektroforezi ile

Sira | Serum MAT gRT-PZR gRT-PZR sonuglarinin
No No dogrulanmasi
L. hardjo L. grippotyphosa lipL32 Ifbl lipL32 Ifbl

1 1 - - - -

2 8 - + - -

3 9 + - - -

4 13 - - - - - -
5 14 + - + + - -
6 20 + - + - + -
7 21 - - - -

8 23 - - - - - -
9 26 + + + + + +
10 27 + + - -

11 29 - - - -

12 30 - - - -

13 36 - - + - - -
14 39 - + = . - -
15 41 - - - -

16 42 - - - - - -
17 44 - - - - - -
18 61 - - - -

19 65 + = - -

20 66 + + + - -
21 74 - - - -

22 76 - - - - - -
23 81 + + - -

24 86 + + + + + +
25 89 + - - -

26 90 - - + + + -
27 96 + - -

28 97 + - -

29 101 + - + + - +
30 104 - - - - - -
31 105 - - -

32 107 + - - - - -
33 108 + - + + + -
34 111 + + - - -

35 113 - + + + + +
36 114 + + - -

37 115 - - - -

38 118 + + + - - -
39 119 - - - -

40 123 + - - - - -
41 124 + - + - - -
42 125 - - - -

43 127 - - - -

44 132 - + + - + -
45 136 + + - + - -
46 141 - - - -

47 142 - + + + + +
48 143 - - - - -

40




Tablo 6. Sigir kan serum ve kan 6rneklerinde Leptospira varliginin lipL32 ve Ifb1 genlerine dayali qRT-

PZR yontemi ile degerlendirilmesi (devami)
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Tablo. 7 Sigir kan serumlarina ait qRT-PZR sonuglarinin MAT ile karsilagtirilmasi

Ornek say1st lipL32 (+) Ifbl (+) lipL32 ve Ifbl (+) Negatif (-)
4 2 8
MAT pozitif (27) 13
MAT negatif (37) 1 0 1 35
Mezbahane Saglikli
0 0 0 25
Sigir Kanlar1 (25)

Kan serumu 6rneklerinin MAT analizi sonuglari ile lipL32 ve Ifbl genlerine
dayali qRT-PZR sonuglar1 karsilastirildi. MAT’ta L. hardjo, L. grippotyphosa veya her
iki serovar yoniinden pozitif bulunan 27 serum 6rneginin 4’ (%14,8) yalnizca lipL32
pozitif, 2’si yalnizca Ifbl pozitif (%7,4), 8’1 (%29,63) hem lipL32 hemde Ifbl pozitif
olarak belirlendi. Sonug olarak, MAT pozitif bulunan toplam 27 kan serumunun 14’
(9%51,85) lipL32 vel/veya Ifbl genlerine dayali QRT-PZR ile pozitif bulundu. Onii¢’i
(9%48,15) negatif olarak belirlendi.

MAT negatif 37 serumun 1’i (%2,7) yalnizca lipL32 geni pozitif, 1’1 (%2,7)
hem lipL32 hemde Ifbl genleri pozitif olarak belirlendi. Otuzbes’i (%94,6) negatif
olarak belirlendi.

Mezbahanede kesilen ve saglikli oldugu belirlenen sigirlardan kesim sonrasi
alinan kan 6rneklerinde lipL32 ve Ifb1 genleri negatif bulundu.

MAT ile pozitif ve negatif bulunan serum 6rneklerine dayali olarak QRT-PZR
testinin sensitivitesi %51,85, spesifitesi %94,6; pozitif tahmini degeri (PPV) %87,50,
negatif tahmini degeri (NPV) %72,91 ve AUC degeri MedCalc programi kullanilarak
0,732 olarak hesaplandi.
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5. TARTISMA

Patojen leptospira tiirlerinin molekiiler yontemlerle saptanmasi leptospirozun
tanisinda onemlidir. Yalnizca patojen leptospiralarda bulundugu belirlenen lipL32 ve
Ifb1 genlerini hedefleyen gRT-PZR’lerin sensitivite ve spesifitelerinin yiiksek oldugu
bildirilmistir (Levett ve ark., 2005; Merien ve ark., 2005; Stoddard ve ark., 2009;
Bourhy ve ark., 2011). Bu genlerden Ifblgeni fonksiyonu heniiz bilinmeyen Ifbl
proteinini kodlar (Merien ve ark., 2005), lipL32 geni 6nemli bir virulens faktorii oldugu
tespit edilmis olan major dis membran lipoprotein LipL32 proteinini kodlar (Haake ve
ark., 2000; Yang ve ark., 2002).

Bu calismada, Geng ve ark. (2005), tarafindan Kars ili ve ¢evresinde yapilan
calismada kullanilan abort yapmis sigirlara ait ve hastalik yoniinden MAT ile bakilmis
sigir kan serum Ornekleri kullanildi. Bu bdlgede L. hardjo ve L. grippotyphosa
etkenlerinin yaygin serovarlar oldugu bildirilmistir. Toplam 64 adet serum Ornegi
calismaya dahil edilmis olup, bunlarin 27°si MAT ile L. hardjo ve L. grippotyphosa
serovarlari ile pozitif, 37°si MAT negatif bulunmustur. Benzer olarak, 2002 yilinda
Kars ve Ardahan illerinde sigirlarda leptospirozun serolojik yontemlerle arastirildig: bir
calismada enfeksiyona neden olan serotiplerin ayni oldugu belirlenmistir (Sahin ve ark.,
2002). Bu nedenle ¢aligmada identifikasyon i¢in gen se¢iminde bu 2 serovarin varligi
g0z Oniinde tutulmustur.

Tez calismasinda, hedeflenen lipL32 ve Ifbl genlerine dayali gqRT-PZR ile
referans patojen leptospira tiirlerinden spesifik gen iriinleri elde edildi. Testin tespit
limitlerinin belirlenmesi amaciyla leptospira’ya ait yaygin bir serovar olan L. hardjo
genomik DNA’siin 10 kath dilusyonlar1 hazirlandi ve testin optimizasyonu ile elde
edilen Ct degerlerine bagl standart egri analizi yapildi. Calismada MAT pozitif olan
kan serumlarinda %51,85 oraninda lipL32 ve Ifbl genlerine dayali pozitiflik saptandi.
Her iki gene dayali tespitin sensitiviteyi artirdigi belirlendi. MAT negatif sigir kan
serum Orneklerinde %94,6 oraninda spesifite belirlenmesi, patojen olmayan Leptospira
biflexa tiirtine ait Patoc serovarinda ve arastirilan Staphylococcus aureus, Yersinia
enterocolitica ve Enterococcus faecalis tiirlerinde negatif sonuglar elde edilmesi,
testlerin analitik spesifikliginin yiiksek oldugunu gosterdi. Testin spesifikliginin
belirlenmesinde, qRT-PZR’de referans ve orneklere ait elde edilen Ct degerleri melt

curve analizleri ile incelenerek degerlendirildi. Spesifik melting curve’lerin elde
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edilmesi reaksiyonda primer-dimerleri veya non-spesifik iriinlere ait sinyallerin
olmadigimi gosterdi. Bu analizler sonucunda, testin spesifikliginin yiiksek oldugu tespit
edildi. Elde edilen pozitif 6rneklerin bir kism1 agaroz jel elektroforezinde dogrulandi.

Hedef DNA’larin saptanma limitleri 115 pg/ml olarak belirlendi. Analitik
sensitivitesinin yliksek oldugu belirlenen bu testte ¢ok diisiik DNA konsantrasyonunda
dahi bakterilerin saptanabildigi tespit edildi. Dillisyon son nokta standart egri
analizinde, Ct siklus sayisina karsi Logl0 genom karsiligi belirlendi. Bu yontem ile
testin analitik sensitivitesi belirlenmis oldu. Farkli ¢alismalarda qRT-PZR testlerinin
analitik sensitiviteleri 3-10 genom arasinda degismektedir (Levett ve ark., 2005; Merien
ve ark., 2005; Bourhy ve ark., 2011). Bu ¢alismada, 2 farkli geni hedefleyen qRT-PZR
testlerinin analitik sensitiviteleri 23 genom/pl olarak belirlendi.

gRT-PZR testinin performansinin kan, plazma ve kan serumu orneklerinde
karsilastirildigi calismalarda, en diisiik sensitivitenin kan serum orneklerinde saptandigi
belirtilmistir (Stoddard ve ark., 2009; Bourhy ve ark., 2011). Bununla birlikte, Merien
ve ark. (2005), tarafindan Ifbl genini hedefleyen SYBR Green qRT-PZR’de klinik
orneklere ait kan serumlarinda %49 oraninda pozitiflik belirlenmistir. Bir bagka
calismada ise, kuzeydogu Tayland'da kan serumlarinda leptospirozun tanisi igin
lipL32'yi hedef alan gRT-PZR testinin % 43 sensitiviteye sahip oldugu bulunmustur
(Thaipadunpanit ve ark., 2011). Bu ¢alismada qRT-PZR testinin sensitivitesi Merien ve
ark. (2005) ve Thaipadunpanit ve ark. (2011) tarafindan tespit edilen sensitivite
diizeylerine benzer bulundu. Genel olarak PZR ile enfeksiyonun akut déneminde kanda
leptospira’larin yogun bir sekilde bulunmasi nedeniyle pozitifliklerin yakalanma
olasiligi ¢ok daha yiiksektir. Calismamizda diger calismalardan nispeten yiiksek
bulunan ancak yine de diisiik diizeyde oldugu goriilen yaklasik %52 diizeyindeki test
sensitivitesi elde edilme nedeni kan serum Orneklerinin hastaligin ilerlemis geg
doneminde olan abort yapmis hayvanlardan alinmasina baglanabilir. Bu dénemde
bakteriler kandan ziyade organlarda yayildigi i¢in bakterilerin kandaki seviyesi
diismektedir. Kan serumlarina ait yalnizca MAT analizi sonuglar1 bulundugu icin, gRT-
PZR sonuglart MAT sonuglar ile karsilagtirilarak degerlendirildi.

lipL32 ve Ifb1 genlerini hedefleyen gRT-PZR testinin negatif kan serumlarina

dayali olarak belirlenen spesifitesinin %94,6 diizeyinde tespit edilmesi, testin gergek
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negatifleri iyi diizeyde gosterdigini ve yalanci pozitifligin ¢cok diisiik diizeyde kaldigini
gostermistir.

Bu test 6zellikle enfeksiyonun erken doneminde MAT testinde negatif bulunan
kan serum Orneklerinin test edilmesinde kullanilabilecek ilave bir test niteligindedir.
MAT’1n leptospirozun erken doneminde sensitivitesinin diisiik olmast bazi drneklerde
yanlig negatif sonuglarin elde edilmesi sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir. Tamamlayici ve
dogrulayici test olarak (RT-PZR’nin kullanilmasi Onerilebilir.  Leptospiremi
doneminden sonra etken bobreklere yerlestiginden bu organlardan da numune alinarak
gRT-PZR calisilmast uygun olacaktir. Ancak bu calisma i¢in enfeksiyonun akut
donemini yansitan Ornek olmadigindan net bir sey sdylemek miimkiin olamamakta
ancak testin diisiik konsantrasyonlarda tespit limitleri, etkenin varliginda bunun
miimkiin olacagini géstermektedir.

SYBR Green | floresan boyamaya dayali qRT-PZR teknigi, spesifik prob
kullanilan Taq Man teknolojisine nazaran kolay ve ucuzdur. SYBR Green
teknolojisinde qRT-PZR’nin spesifitesi primerlerin spesifiteleri erime egrisi (melting
curve) analizi yoluyla belirlenmektedir. Bu ¢alismada, cihazin programlanmasi
asamasinda amplifikasyon sikluslar1 elde edildikten sonra primerlerin ayrisma analizi
olarak tanimlanan melt curve’iin elde edilmesi i¢in programlama yapildi. Ayni
reaksiyon tiiplinde reaksiyonun devaminda elde edilen piklerin uygun erime isisisina
sahip olmasi primerlerin spesifik oldugunu gosterdi. Leptospira tiirlerine bagl olarak
erime 1silarinin (Tm) 82,2°C-86°C arasinda degistigi bildirilmistir (Levett ve ark., 2005;
Merien ve ark.,2005; Bourhy ve ark., 2011). Bu ¢alismada, Ifb1 genini hedefleyen gRT-
PZR’de erime 1silarina iligkin 6nemli olmayan bir degisiklik tespit edildi. Soyle ki;
testte erime 1silar1 serovarlar Bratislava’da 81,5; Canicola’da 82; Grippotyphosa’da 82;
Icterohaemoragiac’de 81,5; Pomona’da 82; Hardjo’da 81,5 olarak belirlendi. lipL32
genini hedefleyen qRT-PZR’de erime 1silart biri disinda calisilan tiim referans patojen
leptospira serovarlarinda 82,5; Pomona serovarinda 83 olarak belirlendi.

Biyolojik sivilardan patojen leptospira’larin saptanmasinda qRT-PZR, diger
geleneksel yontemlere gore istilinliiklere sahiptir. Bu teknoloji hizli ve kolaydir. PZR
tirlinlerinin agaroz jelde tespit edilmesi asamasi bulunmamaktadir. Kapali sistemde
orneklerin kisa siire igerisinde tek asamada analiz edilmeleri dolayisiyla kontaminasyon

riski azalmaktadir. Ayrica qRT-PZR’de log fazina gore kantitasyon yapilmaktadir. Log
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faz kantitasyon PZR siklusunun threshold (esik deger) ile cakistigi noktada yapilir.
Heniiz {iriin eldesinin basinda olmasi nedeniyle kontaminasyonlar ve inhibitorlerden en
az diizeyde etkilenme s6z konusudur.

Erken donem QRT-PZR arastirmalarinda genellikle farkli gen bolgeleri
hedeflenmistir. Smythe ve ark. (2002), tarafindan 16S rRNA’nin 87 bg¢’lik bir kismini
hedefleyen Taq man Prob kullanilan qRT-PZR yontemi gelistirilmistir. Patojen
leptospira'larin varliginin belirlenmesi i¢in ligl ve lig2 genlerini (Palaniappan ve ark.,
2004). gyrB genini Slack ve ark.(2006), secY genini Ahmed ve ark. (2009), hedefleyen
geleneksel ve Taq man Prob kullanilan qRT-PZR yontemleri gelistirilmistir. Ferreira ve
ark. (2014), yilinda yaptiklar1 calismada, leptospira'min Gnemli patojenik tiirlerini
(L. kirschneri, L. borgpeteresenii ve L. noguchii'yi) tespit edebilen ve ayirt edebilen
ompL1 ve secY genlerini hedefleyen TagMan prob yontemine dayali ¢oklu-gen hedefli
gRT-PZR testi kullanmiglardir. Villumsen ve ark. (2012), insanlardaki patojen
leptospiralari belirlemek amaciyla idrar ve kan 6rneklerinden TagMan probu kullanarak
lipL32 geni ve 16SrRNA genini hedef alan bir yontem gelistirmislerdir.

Tiirkiye’de onceki yillarda etkenin farkli gen bolgelerinin ¢ogaltilmasina dayali
geleneksel PZR ve yakin donemde ise birkag QRT-PZR teknigiyle yiiriitiilen
calismalarda leptospiralarin diisiik diizeyde tespit edildigi goriilmektedir. Cetinkaya ve
ark. (2000), Elazig, Malatya ve Diyarbakir illerindeki mezbahanelerden kesilen sigir
idrarlarinda L. interrogans'in rrs genine (16s rRNA) dayali PZR ile %4.02 oraninda
pozitif sonug elde etmislerdir. Parin (2008), Aydin ili ve ¢evresinde bulunan sigirlardan
toplanan kan serumlarindan brucella ve leptospira tiirlerini tespit etmeye yonelik
multiplex PZR ydntemini kullanmistir. Orneklerin % 31,2’inde hem Brucella spp.’ye
hem de Leptospira spp.’ye ait bantlar goriilmis, % 37,7’si ise sadece Leptospira spp.
icin pozitif bulunmustur. Diyarbakir bolgesindeki sigirlarda patojenik Leptospira spp.
varligi hap-1 genine dayali qRT-PZR yontemi ile %9,4 oraninda tespit edilmistir
(Yesilmen ve ark., 2012).

Bu arastirma tilkemizde ilk defa Ifb1 ve lipL32 genlerine dayali olarak qRT-PZR
ile patojen leptospira’larin varliginin belirlenmesi iizerine yapilmis, elde edilen sonuglar
bu genlere dayali testin epidemiyolojik ¢alismalarda MAT ile birlikte tamamlayici test

olarak kullanilabilecegini gostermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, MAT testi uygulanmis sigir kan serumlarinda patojen
leptospira’larin varligi spesifik lipL32 ve Ifbl genlerini hedefleyen SYBR Green
teknolojisine dayali QRT- PZR yontemiyle belirlendi.

gRT-PZR testinin tespit limitinin belirlenmesinde, DNA konsantrasyonu 115
pg/ml olarak belirlenerek, testin analitik sensitivitesi yiiksek bulundu. Dolayisiyla,
konvansiyonel PZR’den ¢ok daha duyarli oldugu gosterilmis olan bu testin Leptospiroz
hastaliginin tanisinda kullanilmasi uygun olacagi anlasilmaktadir. Aragtirmada yalnizca
patojen leptospira serovarlarini tespit edebilen 1fb1 ve lipL32 genlerine dayali qRT-PZR
testinin sensitivitesi %51,85 olarak belirlendi. Yalniz bu deger MAT sonuglari
temelinde diisiliniildiigiinde gergek sensitiviteyi ifade etmeyeceginden test sensitivitesi
olarak degil de MAT’a gore yorumlanmalidir. Yine de alternatif bir tan1 testi olarak bu
sensitivitenin ortalama bir deger oldugu goriilmektedir. Bu oranin orta diizeyde olmasi,
sigir kan serum Orneklerinin abort yapmis hayvanlardan alinmis olmasina, bakterilerin
i¢c organlara yerlesmesine ve enfeksiyonun ilerlemis donemine ait kan Ornekleri
icermesi ile ilgili olacagin1 gostermektedir. Enfeksiyonun akut déneminde etkenin
kanda yogun olarak bulunmasi potansiyeli nedeniyle bu testin sensitivitesinin daha
yiiksek bulunabilecegi agiktir. Ozellikle erken tam agisindan faydali olacag
anlasilmaktadir. Tez ¢alismasinda testin spesifitesininin yliksek oldugu (%95), yalnizca
patojen serovarlarin belirlendigi, apatojen serovarlarin tespit edilmedigi, diger bakteri
tiirleri ile de ¢apraz reaksiyonun gozlenmedigi belirlendi.

Bu calismanin devami olarak, klinik durumu belirlenmis hayvan ve insanlarda
leptospiroz tespitinin, enfeksiyonun farkli safhalarinda kan, plazma ve serum
orneklerinde MAT ve gRT-PZR ile incelenmesi planlandi. Yiiritiilmesi planlanan
aragtirmada, alternatif test olarak kullanimi kolay olan qRT-PZR testinin etkinliginin
MAT ile karsilastirmali olarak belirlenmesi amaglandi. MAT ta canli bakteri suslarinin
kullaniliyor olmasi nedeniyle siirekli kiiltiirlerin pasajlanmast gereklidir. Bu nedenle
hayvanlara leptospiroz teshisi yapilan iilkelerde tan1 amaciyla Ifbl ve lipL32 genlerini
hedefleyen gRT-PZR testinin kullanilmasi dnerilmektedir.

Testin yiiksek spesifiteye ve analitik sensitiviteye sahip olmasi, sensitivitesinin

ortalama diizeyde olmasi iilkemizde bu hastaligin tanisinda dogrulama testi olarak
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kullanilabilecegine isaret etmektedir. Ayrica bu testin patojen leptospiralarin tespitine

yonelik arastirmalarda kullanilmasi ile kisa siirede sonuglar elde edilebilecektir.
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