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LEPTOSPIROZISIN KLINiK MiKROBIYOLOJIK TANISI VE SON
GELISMELER

CLINICAL MICROBIOLOGICAL DIAGNOSIS OF LEPTOSPIROSIS
AND THE LAST IMPROVEMENTS

A. Levent kOCABIYIK * Cengiz CETIN*

OZET

Leptospirozis, evcil ve vahsi hayvanlar ile insanlarda Leptospira interrogans serovarlarinin neden oldugu,
diinya capinda yayginhk gosteren zoonoz bir enfeksiyondur. Hastalik abort, yasama giicii zayyf buzagi dogumu, siit
veriminde diisme ve infertilite nedeniyle onemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Leptospirozis, genis spek-
trumlu semptomlart ve klinik bulgular: nedeniyle bircok bakteriyel, viral ve paraziter hastaliklarla benzerlik goster-
mekte, bu nedenle de klinik mikrobiyolojik tan: enfeksiyonun kesin teshisinde tek ¢ikar yol olmaktadir. Bu derlemede,
kiiltiin, direkt mikroskopik muayene, molekiiler ve serolojik metotlar gibi klinik mikrobiyolojik tani metotlar: son
gelismeler ile birlikte sunulmugtur.

Anabtar kelimeler: Leptospirosis, klinik mikrobiyolojik tan:

SUMMARY

Leptospirosis is a world-wide zoonotic infection that affects domestic and wild animals and humans caused by
serovars of Leptospira interrogans. Disease couses ekonomic loses due to abortion, stillbirth, birth of premature and
weak infected calves, infertility, mastitis, reduced milk production and death causing important financial losses in
cattle breeding. Due fo these broad spectrum of symptoms and clinical sings, the disease resembles to other bacterial,
- viral, and parasitic diseases so that clinical microbiological diagnosis is considered fo be sole way for exact diagnosis.
In this review article, clinical microbiological diagnostic methods including culture, direct microscopic examination,
molecular and serological methods are presented with the last improvements. A
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GiR/.S yavru dogumu, infertilite, mastitis, siit veriminde
Leptospirozis evcil ve vahsi hayvanlar ile azalma ve 6lim ile ekonomik kayiplara neden olan,
insanlarda, Leprospira interrogans serovarlar: tarafin- tropikal ve subtropikal bélgeler bagta olmak tzere

dan meydana getirilen yiiksek ates, konjunktival diinya capinda yayginlik gosteren, zoonoz ozellikte
akinti, daha agir olgularda meninjitis, pulmonar spiroketal bir hastaliktir (10, 15, 21).

konjesyon, bobrek ve karaciger yetmezligi, hemora- Leptospiralar,  Spirochaetales  takiminin
ji, hemoglobinuri, 6zellikle ¢iftlik hayvanlar: yetisti- Leptospiraceae familyasinda bulunan, helikal sekilli,
riciliginde biiyiik ekonomik kayiplara yol acan sari- bir veya iki ucu kanca geklinde kivrilmig, 10-20 pm
lik, abort, 6li dogum, premature ve zayif yapili uzunlugunda, 0.1-0.15 um halka genisligine ve 0.5
pm halka uzunluguna sahip, iki adet periplazmik

Kabul Tarihi: 17.11.2003 flagella ile aktif hareket gésteren, optimum tireme
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wsilar1 28-30C olan, katalaz ve oksidaz pozitif, obli-
gat aerob ve gram-negatif bakterilerdir (10, 15).
Cesitli hayvan tiirleri ve insanlar i¢in patojen olan
tim leptospiralar yakin zamana kadar sadece L.
interrogans tirl iginde siniflandirilmakta iken, son
genetik taksonomik gelismelerle L. alexanderi, L.
borgpetersenii, L. santarosai, L. inadai, L. noguchii, L.
weilii, L. kirschneri~ve L. fainei olmak lizere sekiz
yeni patojen tiir icinde de siniflandirilmaya baglan-
mugtir. Su ana kadar, izolatlar arasinda gézlenen
antijenik kros-reaksiyona gére 23 serogrup ve ylizey
aglutininleri esas alinarak yapilan ¢aligmalarda 230
serovar identifiye edilmistir (10).

Leptospirozis genis spektrumlu semptomlari
ve klinik bulgular: nedeniyle diger birgok bakte-
riyel, viral ve paraziter hastaliklarla benzerlik
gostermektedir. Ayrica, enfeksiyonu meydana geti-
ren leptospira serovarina bagl olarak da hayvan tir-
lerinde ve insanlarda klinik tablo degisebilmektedir.
Tim bu nedenlerle leptospiroziste ayirici tani
oldukga biiyiik 6nem tagimakta ve klinik mikro-
biyolojik tani metotlar: enfeksiyonun kesin teghi-

sinde tek ¢ikar yol olmaktadir. Ayirici tanida goz

ontinde bulundurulmas: gereken hastaliklar Tablo

1'de 6zetlenmistir.

Leptospirozisin klinik mikrobiyolojik

tanisi

Leptospiroziste klinik bulgular ve otopsi bul-
gular teghise yardime: olmakla birlikte kesin teghis
direkt mikroskopik muayene, kiiltiir, molekiiler
metotlar ve serolojik metotlar gibi klinik mikro-
biyolojik tan: metotlar1 ile miimkiin olmaktadir (10,
12, 21). Leptospirozisin klinik mikrobiyolojik tani-
sinda kullanilan metotlar Tablo 2'de 6zetlenmigtir.

Direkt mikroskopik muayene

Peritoneal ve pleural sivilar, leptospireminin
olustugu akut enfeksiyonlarin ilk birka¢ giiniinde
kan, leptospiruri déneminde idrar, CSF (beyin-
omurilik swvis1) ve diyaliz swilart karanhk saha
mikroskopisi ile incelenir (10, 12, 15). Karanlk saha
mikroskopisi ile bu sivilarda leptospiralar: gérebil-
mek icin Iml'de yaklagik 10° leptospira bulunmas:
gerekli iken (15), kantitatif buffy coat analizi
(QBC) ile kanda yaklagik 10° leptospira/ml tespiti
yapilabilmektedir (14).

Tablo 1: Leptospirozisin ayirici tanisinda géz 6éntinde bulundurulmasi gereken hastaliklar (12, 15, 21).

Agir Adenovirus enfeksiyonlar:
Akut abdomen
Aseptik meninjitis
Atipik pneumonia
Bakteriyel ve viral meninjitisler
Borreliosis
Brucellosis
Dangue haemorrhagic fever (DHF)
Enterik hastaliklar
Ehrlichiosis
Gastroenteritis
Gida zehirlenmeleri
Haemorrhagic fever’a yol agan viral enfeksiyonlar
Hanta-virus enfeksiyonu
HIV

Infectious mononucleosis (Glandular fever)
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Influenza

Kimyasal madde zehirlenmeleri
Legionnar hastaliklar

Malaria

Pharyngitis

Poliomyelitis

Pulmonar tuberculosis
Pyelonephritis

Rickettsiosis (Q_fever, typhus)
Sepsis

Syphilis

Toxoplasmosis

Tularemia

Typhoid

Viral hepatitis

Yellow fever
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Tablo 2: Leptospirozisin klinik mikrobiyolojik tanisinda kullanilan metotlar.

Direkt mikroskopik muayene
1. Karanlik saha mikroskopisi
2. Kantitatif buffy coat analizi (QBC)
3. Isik mikroskopisi
3.1. Giemsa, Leishman (kan)
3.2. Dobell, Wartin-Starry, Faine, Dieterle
(doku)
3.3. Gimisleme metotlar1 (doku, viicut sivilari)
4. Immunboyamalar
4.1. Immunofluoresan
4.2. Immunohistokimyasal boyamalar
4.2.1. Immunoperoksidaz
4.2.2. Immunofosfataz
4.2.3. Immunogold
Kiiltiir
Molekiiler metotlarla tam
1. DNA hibridizasyonu
1.1. Dot-blotting
1.2. In situ hibridization
2.PCR
2.1. PCR, serum
2.2. PCR, idrar
2.3. PCR, CSF
2.4. PCR, aqueous humor
Serolojik tiplendirme
1. Kros-aglutinasyon absorbsiyon testi (CAAT)
2. Antijenik faktor analizi (Factor analysis)
3. Monoklonal antikorlarla aglutinasyon
Molekiiler tiplendirme
1. Restriction endonuclase analysis (REA)
2. Restriction fragment length polymorphism
(RFLP)
3. Ribotyping
4. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)
5. Mapped restriction site polymorphisim (IMRSP)
6. Arbitrarily primed PCR (AP-PCR)

Kan ile hazirlanan preparatlar Giemsa ve
Leishman gibi Romanowsky boylar: ile; karaciger,
dalak ve bébrek gibi i¢ organlar ile viicut swvilarin-
dan hazirlanan preparatlar Fontana gibi giimiisleme
metotlarindan biri ile; formalinle fikze edilmis doku
ornekleri Dobell, Wartin-Starry, Faine ve Dieterle
metotlarindan biri ile boyanarak 11k mikroskobun-
da incelenir. Leptospiruri doneminde idrar ile

hazirlanan preparatlar, PCR ve bakteriyolojik kiil-

Mikroskopik aglutinasyon testi (MAT)

Makroskopik slayt aglutinasyon testi (MSAT)

ELISA
ELISA, IgM ve IgG, serum
ELISA, IgA, serum
ELISA, IgG, siit
ELISA, IgM, CSF
ELISA, IgM, saliva

LEPTO dipstick assay

. Latex aglutinasyon testi (Lepto dri dot)
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Immunocomb

Indirekt hemaglutinasyon testi (IHA)

One-point mikrokapsiil aglutinasyon testi

Immunofluoresan antikor testi (IFAT)

Patoc slayt aglutinasyon festi

Sensitized erythrocyte lysis (SEL)

Thin-layer immunoassay

Radioimmunoassay (RIA)

Counterimmunoelectrophoresis (CIE)

Immwzomagnez‘ic am‘igen capture

Komplement fikzasyon (CF)

tiir ile esdeger sensitiviteye sahip oldugu bildirilen
immunofluoresan ve immunoperoksidaz boyama tek-
nikleri ile boyanarak da incelenebilmektedir (10,
15, 32). Klinik materyallerde, immunofosfataz ve
immunogold gibi diger immunobistokimyasal metot-

larla da leptospiralar tespit edilebilmektedir (10).

Kiiltiir
Enfeksiyonun ilk 8-10 giniinde kan, karaci-
ger, dalak, bobrek gibi vaskiiler organlar ve CSE,
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daha sonraki dénemlerde ise idrar, bobrek dokulari,
aqueous humor, genital kanal doku ve akintilar: ve
atik fétusa ait i¢ organlar kiiltlir amaciyla degerlen-
dirilir (10,12, 15,27). Idrarin hem diliie edilmeden
hem de idrarda bulunabilecek tremeyi engelleyen
substanslarin eliminasyonu amaciyla 10 katli sulan-
dirilarak ekimlerinin yapilmas: 6nerilmektedir (12).
Gerekli goriildigi taktirde sivi materyaller bakte-
riyolojik filtrelerden (0.22-0.45 pm) gegirildikten
sonra ekimleri yépllabilmektedir (12, 15).

Tween 80 ve sigir serum albumini igeren
EMJH (Ellinghausen, McCullough, Jhonson,
Harris) medium, leptospiralarin kiiltiirinde en gok
kullanilan besiyeridir. Leptospiralarin pirimidin
analogu 5-fluorouracile direnglik gostermeleri
nedeniyle bu madde, kan ve idrar gibi klinik mate-
ryallerden leptospiralarin izolasyonu amaciyla kul-
lanilacak besiyerlerine selektifligin saglanmas: ama-
ciyla katilmaktadir. Besiyerleri 28-30°C'de inkiibe
edilmeli, ireme saglanincaya kadar periyodik hafta-

lik kontrolleri yapilarak 13 hafta boyunca bekletil-
melidir (10, 12, 15). Leptospiralarin kiiltiriinde
kullanilan gesitli sivi, yari-kat1 ve kati besiyerleri,
zenginlestirilmig-selektif besiyerleri ve diferansiyel
besiyerleri spesifik kullanim amaglar1 ile birlikte
Tablo 3de 6zetlenmigtir.

Molekiiler metotlarla tani

Giintumizde dot-blotting ve in situ hibridi-
zasyon gibi DNA problar: ile hibridizasyon tekni-
kleri yerine PCR daha ¢ok tercih edilmekte, serum
(19), idrar (19, 32), aqueous humor (6) ve CSF (19,
23) gibi klinik materyallerde yiiksek sensitivite ile
kisa zamanda leptospiralar tespit edilebilmektedir.
PCR, 5-10 leptospira/ml sensitivite ile sigir idrar
orneklerinde teshis yapabilmektedir (7, 21). Sigir
idrar 6rneklerinde mevcut inhibitérlerin olumsuz
etkisini ortadan kaldirarak daha yiiksek sensitivite
saglayan magnetic immunocapture PCR (31), patoje-
nik leptospiralarin non-patojenik leptospiralardan

huzls bir sekilde ayrimini miimkiin kilan fZuorescent -

Tablo 3: Leptospiralarin kilttrinde kullanilan besiyerleri ve spesifik kullanim amaclari (10, 12, 15).

Besiyeri gesitleri

Kullanim amaglari

Stuart medium

R F—, Vervoort medium

besiyerleri Schiiffner medium

Leptospiralarin izolasyonu (1-3 ay ink.)

(%8-10 tavsan serumu)  [peo opoF e o

Noguchi medium

EMJH medium

Leptospiralarin izolasyonu (1-3 ay ink.)

IAglutinasyon testleri i¢in antijen hazirlanmas:

Serumsuz siv1 besiyerleri

diisik besiyerleri

Proteinsiz veya protein orani

)As1 hazirlanmasi

Fletcher medium

Yari-kat1 besiyerleri

medium

Oleik asit-albumin (OA)

Stok kiiltiirlerin muhafazas: (oda 1s1sinda ink.,
3 ayda bir pasaj)

Kati besiyerleri

Siv1 besiyeri + % 0.8-1.3 agar

Leptospiralarin izolasyonu (7-14 giin ink.)

Zenginlestirilmis- selektif [Tween80/Tween40/LAH . .
besiveri di Leptospiralarin izolasyonu
esiyeri medium
Diferansiyel besiyeri EMJH medium + 8-azaguanine [Patojen ve saprofit leptospiralarin ayrimi
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probe 5° exonuclease PCR (33) ve serovar diizeyinde
teshis olanag: saglayan gesitli serovar-spesifik PCR
testleri (5, 18), bu alandaki yeni ve son geligmeler-
dir.

Molekiiler tiplendirme

Kros-aglutinasyon absorbsiyon testi (CAAT),
antijenik faktor analizi (Factor analysis) ve monoklo-
nal antikorlarla aglutinasyon metotlar1 gibi serolojik
tiplendirme metotlar: ile ayirt edilemeyen sigir lep-
tospirozisinin baslica etkeni serovar Aardjo'nun, epi-
demiyoloji ve meydana getirdikleri klinik tablo agi-
sindan o6nemli farklari bulunan hAardjoprajitno ve
hardjobovis genotipleri restriction endonuclease ana-
lysis (REA), ribotyping, arbitrarily primed PCR,
mapped restriction site polymorphism (MRSP),
restriction fragment length polymorphism (REFLP) ve
pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) ile kolaylikla
identifiye edilebilmektedir (15).

Mikroskopik agiutinasyon testi (VIAT)

MAT serumda IgM ve IgG antikorlar sapta-
yan, leptospirozisin serolojik teshisinde en yaygin
olarak kullanilan, uluslar aras: standart ve referens
bir testtir. Enfeksiyondan 7-9 giin sonra MAT ile
pozitiflik saptanabilmektedir. Test, leptospira sero-
varlarina ait canh antijenler ile bir seri sulandirilmig
serumun reaksiyonu esasmna dayanir. Inkiibasyon-
dan sonra antijen-serum karigimi aglutinasyon olu-
sumu veya leptospiralarin lizisi agisindan karanlik
saha mikroskopisi ile incelenir ve titre belirlenir
(10, 12, 15, 21). MAT ile leptospirozisin teghisi,
bazi bolgelerde belli araliklarla alinmus ¢ift serum
orneklerinde 4 katl titre artist ile yapilirken, baz:
bolgelerde ise tek serum 6rneginin en disiik sulan-
dirmada (1/50 veya 1/100) %50 aglutinasyon ver-
mesi yeterli kabul edilmektedir (15, 21). Cift serum
ornekleri ile test uygulanacaksa, leptospirozis semp-
tomlarinin acgikga gozlendigi dénemde 3-5 giin,

enfeksiyonun baglangic zamani bilinmiyorsa ve
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semptomlar gozlenemiyorsa 10-14 giin, serokon-
versiyonun uzun zaman aldig1 bireylerde daha uzun
araliklarla serum 6rnekleri alinmali ve test edilme-
lidir (15).

IgM antikorlarin, IgG antikorlarina nazaran
aglutinasyon olusturma kabiliyetleri daha yiiksek
oldugundan, enfeksiyonun akut déneminde MAT
ile yapilan serolojik incelemelerde, ileri dénemde
yapilan incelemelere nazaran daha yiiksek oranda
aglutinasyon titreleri elde edilmektedir (12, 27).
Ancak, bu dénemde enfeksiyondan sorumlu olma-
yan serovarlarla kros-reaksiyon olugma riski de yiik-
sek olmaktadir. Enfeksiyonun ileri dénemlerinde
yapilan incelemelerde ise antikor yanitinin serovar
spesifikliginin daha yiiksek oldugu bildirilmistir
(12). Levette gore ise MAT yaygin inancin aksine
serogrup-spesifiktir ve akut-faz serumlarinda sero-
gruplar arasinda kros-reaksiyon olugma riski yiik-
sektir (15).

MAT, diger hi¢bir serolojik metotta gozlene-
meyen yiksek diagnostik spesifiteye sahiptir (12).
Bu nedenle MAT, bir ¢ok arastirici tarafindan lep-
tospirozisin serolojisinde “altin standart” olarak
kabul edilmektedir.

Makroskopik slayt aglutinasyon testi

(MSAT)

Test, formalin ile veya 1s1 etkisi ile inaktive

edilmis bir damla leptospira stispansiyonu ile, ayn
miktarda insan veya hayvan serumunun bir slayt
tzerinde karigtirilmasi suretiyle uygulanir ve agluti-
nasyon olugmasi yoninden incelenir. MSAT nin
sensitivitesinin MAT inkine nazaran daha distk
oldugu ve daha duisiik serum titrelerinin elde edil-
digi fakat, leptospirozisin erken teshisinde ve epide-
miyolojik taramalarda kullanigh bir test olabilecegi
bildirilmigtir (10, 12). Beseri alanda kullanima
yonelik MSAT ticari kiti ile (Simples Teste;

BioManguinhos, FIOCRUZ), IgM-
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ELISAninkine es deger sensitivite ve spesifite ile
leptospiral antikorlar tespit edilebilmektedir (4).

ELISA

ELISAnin en 6nemli avantaji IgM- ve IgG-
spesifik ELISA ile akut leptospirozisin kronik lep-
tospirozisten ayirt edilebilmesidir (12, 15, 27).
ELISA ile IgM antikorlarin enfeksiyona miiteakip
2-6 giin i¢cinde, IgG ve IgA antikorlarin ise 5-8 giin
icinde tespiti yapilabilmektedir (15). ELISA ile
MATta oldugu gibi ag1 titrelerinin enfeksiyon
titrelerinden ayrimi: mimkiin olmamaktadir.
ELISAnin sensitivitesinin MAT inkine nazaran
daha yiiksek fakat spesifitesinin diisiik oldugu bildi-
rilmigtir (12). IgM-ELISA ile tikirik, salya (25)
ve beyin omurilik sivisinda da (26) leptospiral anti-
korlarin tespiti yapilabilmektedir.

Gilinimtzde veteriner ve begeri alanda kulla-
nima yonelik cesitli ticari ELISA test sistemleri
gelistirilmigtir. Bunlar, si3ir serum ve siit 6rnekle-
rinde yiiksek sensitivite ve spesifite ile IgG antikor-
lar1 saptayabilen L bardjo ELISA ceditest (Institute
for Animal Science and Health, Lelystad, the
Netherlands) (1, 13, 34); konjugat olarak alkalin-

fosfataz enzimi ile isaretlenmis goat-antihuman

IgM antikorlar: ile serum 6rneklerinin 50Cde 10
dakika inkiibasyonu ve test striplerinin karigima
daldirilmas: suretiyle uygulanan, 2 saat gibi kisa bir
stirede sonug veren, pozitif reaksiyonlarin kurutul-
mus stripler Gizerinde olugan mavi bantlar ile okun-
dugu IgM dot-ELISA dipstick (IgM-dipstick,
Integrated Diagnostics, Baltimore, Md.) (16); akut
enfeksiyon olgularinda distiik sensitivite gosterme-
leri nedeniyle kullanimlarinin sinirli olabilecegi bil-
dirilen INDX Leptospira-Dip-S-Tick (PanBio
InDx, Inc., Baltimore, Md.), Biolisa IgM ELISA
(Bios GmbH, Labordiagnostik), Leptospira-IgM
ELISA (PanBio Pty Ltd., Brisbane, Australia) ve
SERION-ELISA classic Leptospira (Institut
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Virion*Serion GmbH, Wiirzburg, Germany) test
sistemleridir (8).

Mikropleyt ¢ukurlar icindeki nitroseliiloz fil-
tre diskleri tizerine yerlestirilmis (dotted) polivalan
leptospira antijenleri ile uygulanan ve daha az mik- -
tarda reagent kullanim olanag: saglayan, serumda
IgM, IgG ve IgA antikorlar: saptayan dos-ELISA
bu alandaki son geligmelerdendir (25).

LEPTO dipstick assay

Yeni ve hizli bir metottur. Yiiksek reaktiviteye
sahip leptospiral antijenlerin emdirildigi nitroseli-
loz seritler ile uygulanmaktadir. Anti-leptospiral
IgM antikorlar yoniinden pozitif serum 6rnegi ile
test uygulandiginda, boyal: anti-IgM konjugat anti-
jen-antikor kompleksine baglanmakta ve serit tize-
rinde gozle gorilebilen bantlar olugmaktadir (30).
LEPTO dipstick ¢ok merkezli uluslar arasi bir
caligmada, 5 kitadaki 12 ayn tlkede leptospirozisli
hastalardan temin edilen serum 6rnekleri ile denen-
mis, sensitivitesinin %86 (Puerto Rico) ile %35
(Seychelles), spesifitesinin ise %99 (Hindistan) ile
%88 (Yeni Zelanda) arasinda degisen degerlerde
bulundugu (30); hizli sonug vermesi, spesifik ekip-
manlara ihtiyag duyulmamasi, reagentlerin stabili-
tesinin yiiksek olmasi ve oda 1sisinda saklanabilme-
leri nedeniyle olduk¢a kullanigh bir test oldugu
rapor edilmigtir (11, 12, 30). LEPTO dipstick test
kiti, Organon-Teknika,-I.td., Amsterdam, the

Netherlands {iriini olarak temin edilebilmektedir.

Latex aglutinasyon testi (Lepto dri dot)

Hayvan ve insan serum 6rneklerinde leptospi-
ral antikorlar1 tespit edebilen yeni ve hizli bir
metottur. Uzerinde yiiksek reaktiviteye sahip lepto-
spira antijenleri ile aktive edilmis renkli latex parti-
kiillerini igeren aglutinasyon kartlari ile uygulan-
maktadir. Kart tizerinde dairesel olarak dagitilan

serum Orneginin graniler aglutinasyon géstermesi
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