Klimik Dergisi « Cilt 17, Say1:2 « 2004, 5:91-94 91

Turkiye’de Leptospiroz: Tam1 Yontemleri ve Karsilasilan
Sorunlar

Erdal Polat!, Gokhan Aygiin!, Vildan Ozdemir?, Sebati Ozdemir3, Kemal Altas!

Ozet: Calismada 197 kan, 48 idrar, 15 BOS, 1 kemik iligi, 1 karaciger biyopsisi ve 1 asit swisi olmak iizere toplam 263 ma-
teryal Leptospira yoniinden incelenmistir. 197 serum érneginin 128 (%65)’inde karanhk alan mikroskobu pozitif, 69
(%35)’unda negatif bulunmustur. Lam agliitinasyon (LA) testi yapilan 197 serum orneginin 112 (% 57)’si pozitif, 85 (% 43)’i
negatif olarak belirlenmistir. Mikroskopik agliitinasyon testi (MAT) yapiulan 65 serum orneginin 22 (%33.8)’sinde MAT’1n po-
zitif, 43 (%66.2)’iinde negatif oldugu goriilmiistiir. Kiiltiirii yapilan 197 kan érneginin 102 (%51.8)’sinde iireme olurken, 95
(48.2)’inde iireme olmamuistir. Kemik iliginin direkt mikroskop incelemesinde Leptospira goriilmiis ve kiiltiirde Leptospira
tiremistir. BOS orneginin 9 (%60)’unda LA testi pozitif, 6 (%40)’sinda negatif bulunmus; ancak karanhk alan mikroskobu
negatif bulunmus ve kiiltiirde iireme olmanugtir. 48 idrar érneginin 1 (%?2.1.)’inde karanlk alan mikroskobunda Leptospira
goriilmiis, ancak hig¢bir idrar orneginin kiiltiiriinde Leptospira iirememistir. Karaciger biyopsisi ve asit sivisinin direkt mik-
roskop incelemesinde Leptospira goriilmemis ve kiiltiirde iireme olmamistir. Calismanuzda, leptospirozun iilkemizde azumsan-
mayacak oranda var oldugu goriilmiis; dolayisiyla kuskulu infeksiyonlarin ayirict tamisinda leptospirozun daima goz oniine
alinmas: gerektigi sonucuna varilnugtir.

Anahtar Sozciikler: Leptospira, leptospiroz, tani.

Summary: Leptospirosis in Turkey. Its diagnostic methods and challenges. In this study, we investigated a total of 263 spe-
cimens for leptospirosis (blood 197, urine 48, cerebrospinal fluid 15, bone marrow 1, liver biopsy 1 and ascites 1). Dark-field
examinations and cultures of all specimens were performed and cultured in Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH),
Fletcher, and Barbour-Stoenner-Kelly (BSK) media. Dark-field examination was found positive in 128 (65%) and negative in 69
(35%) of investigated 197 sera specimens. Microscope slide agglutination was positive in 112 (57%) and negative in 85 (43%)
of 197 sera samples. Microscopic agglutinaton test (MAT) was positive in 22 (33.8%) and negative in 43 (66.2%) of 65 sera
samples. 102 (51.8%) of 197 specimens cultured became positive. Dark-field examination and culture was positive for bone mar-
row specimen. Microscope slide agglutination in 9 (60%) of cerebrospinal fluid was positive; however, dark-field examination
and culture was negative. Leptospira was seen in 1 (2.1%) of 48 urine specimens in dark-field microscopy, however no leptosi-
ra was recovered from the culture. Leptosira was not seen in liver biopsy and ascitic fluid by direct microscopy and no growth
was detected in culture. Our study showed that leptospirosis is not uncommon in our country and leptospirosis should be always
considered in the differential diagnosis of undiagnosed infectious cases.

Key Words: Leptospira, leptospirosis, diagnosis.

kolay uygulanabilen tani testlerinin her yerde bulunamamasi
nedeniyle leptospirozun tanist zordur. Leptospiroz iilkemizde
genel epidemiyolojik 6zellikleri konusunda yeterli bilgi bulun-
mayan bir zoonozdur.

Yeryiiziiniin ¢esitli bolgelerinden izole edilmis Leptospi-
ra’larin morfolojileri ve kiiltiir 6zellikleri benzerdir. Ancak
Leptospira’lar klasik taksonomiye gore 26; DNA yapilarina
gore 23 serogrup ve 250 nin iizerinde serotipe sahiptir (2). Bu
serovarlarin biiyiik bir boliimiinii patojen Leptospira olarak ka-
bul edilen Leptospira interrogans kapsar (Interrogans komp-

Giris

Diinyada biiyiik bir halk saglig1 sorunu olusturan leptospiroz
tilkemizde de yaygindir. Ancak leptospirozun klinik tanisi
zordur; ¢iinkii Leptospira ¢ok degisik organ sistemlerini etki-
leyebilmektedir. Leptospirozun tanist cogunlukla grip, aseptik
menenjit, ensefalit, dang atesi, hepatit ve gastroenterit gibi klinik
tablolarla karisabilir. Leptospirozun kesin tanimi etkenin veya
etkene kars1 olusan antikorlarin bulunmasiyla konur (1). Fakat

leksi). Diger biiyiik bir boliimiinii de patojen olmayan Leptos-
pira biflexa (Biflexa kompleksi) kapsar (2,3).

L. interrogans kolay biikiilebilen 6-12 nm uzunlugunda,
0.1 mm eninde, canli halde adi mikroskopta ancak karanlik sa-
hada goriilebilen, bir veya iki ucu kivrik sik spiralli, cok hare-
ketli ve hareket ettikce cesitli sekiller alan bakteriler olup bo-
XI. Tiirk Klinik Mikrobiyoloji ve Infeksiyon Hastaliklart Kongresi  yalarla zor boyamirlar; Giemsa yontemi ile boyamada gec ola-
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(1) Istanbul Universitesi, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji
ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Cerrahpasa-istanbul

(2) Etlik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, Etlik-Ankara

(3) TIstanbul Universitesi, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, I¢ Hastaliklart
Anabilim Dali, Hepatoloji Bilim Dali, Cerrahpasa-Istanbul



92

Klimik Dergisi « Cilt 17, Say1:2

G ablo 1. 197 Kan Orneginden Elde Edilen Sonuclar

idrar ve BOS orekleri 3 000

~

devirde 30 dakika santrifiije edil-

Karanlhk Alan Lam dikten sonra iist kismi bos steril tiip-
Mikroskopisi Agliitinasyonu Kialtiir lere alinmig ve dipteki ¢okiintiile-
o . o . .l . rinden lam-lamel arasi hazirlanan
Pozitif  Negatif Pozitif Negatif  Pozitif = Negatif Toplam preparatlar karanlik alan mikrosko-
128 69 112 85 101 96 197 bunun 400X biiyiitmesinde incelen-

o

/

mis ve Leptospira Xkiiltiirii icin

EMJH, Fletcher ve BSK besiyerle-
rine ekilmigtir. Idrar &rneklerinin

/ Tablo 2. 197 Kan Orneginin Kiiltiirde Ureme Sonuclarina Gore Duyarhhk \

ve Ozgiilliik Degerleri

pH’sine pHmetre ile bakilmustir.
Karaciger biyopsisi ve asit s1vi-

Duyarhhk  Ozgiilliik PPD* NPD#: st Leptospira kiiltiiri icin EMJH,
% % % % Fletcher ve BSK besiyerlerine ekil-
. .. migtir.
Karanlik alan mikroskopisi 98 67 75 97 . . oo
Lam agliitinasyonu ’ 90 78 82 87 Ekim yapilan besiyerleri 30°C

K*Pozitif prediktif deger, **Negatif prediktif deger

etiivde bekletilmis ve 7. giinden ih-
tibaren iiremenin olup olmadigina

/

Aerop olan bu bakteriler en iyi 28-30°C’de notr veya hafif
alkali (pH 7.2-7.6) ortamda lirerler. Bu bakteriler asid (pH 6.5)
ortamda hizli bir sekilde oldiikleri halde alkali ortamda (pH
8.4) yasayabilirler (2,4). Sentetik besiyerinde iireyebilen Lep-
tospira’lar doymamis uzun zincirli yag asidlerine muhtagtirlar.
Uremeleri icin ortamda kan veya daha iyisi %12 tavsan serumu
bulunmalidir. Bu amag i¢in gelistirilmis, Ellinghausen-McCul-
lough-Johnson-Harris (EMJH), Johnson, Korthof, Fletcher,
Noguchi ve Stuar gibi besiyerleri albiiminli ve yag asidlidir.
Bu besiyerlerinde en erken 3-20 giinde (2-3 ay) iirerler. Besi-
yerlerini bulandirmazlar veya ¢ok az bir bulaniklik olustururlar.
Yari kat1 besiyerinde iistten birka¢ milimetre asagida daha cok
iremektedir. Serolojik tani icin makroskopik agliitinasyon,
mikroskopik agliitinasyon testi (MAT), lateks agliitinasyonu,
lam agliitinasyonu (LA), ELISA IgM, IFAT testleri kullanil-
maktadir. Ancak bu testlerden pozitif kan kiiltiirii ve MAT cogu
aragtirc1 tarafindan leptospiroz tanisinda altin standard olarak
kabul edilir (1,3-5).

Bu calismada leptospiroz diisiiniilen hastalardan gonderi-
len materyallerde karanlik alan mikroskobunda direkt inceleme,
LA ve MAT; Leptospira kiiltiirii icin EMJH, Fletcher ve Bar-
bour-Stoenner-Kelly (BSK) besiyerleri kullanilmistir. Bu yon-
temlerle elde edilen sonuclar karsilastirilmistir.

Yontemler

Leptospiroz siiphesi ile Istanbul’daki degisik hastaneler-
den ve Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi’nden laboratuvarimiza
gonderilen 197 kan, 48 idrar, 15 BOS, 1 kemik iligi, 1 karaciger
biyopsisi ve 1 asit stvisi olmak iizere toplam 263 materyal ca-
histlmustar.

Kan ornekleri ve kemik iligi 3 000 devirde 30 dakika sant-
rifiije edildikten sonra ayrilan serumlardan lam-lamel arasi
hazirlanan preparatlar karanlik alan mikroskobunun 400X bii-
yiitmesinde incelenmistir. Serum, taze kan ve kemik iligi or-
neklerinden Leptospira kiiltiirii icin EMJH, Fletcher ve BSK
besiyerlerine, yine kanin sekili elamanlarini igeren dipteki ¢6-
kiintiisii 20 ml BSK besiyeri bulunan 50 ml flasklara ekilmistir.

bakilmig; iireme olanlar pozitif ola-
rak kabul edilmis; lireme olmayan
kiiltiirler 3 ay siiresince takip edilmis ve lireme olmayanlar ne-
gatif olarak degerlendirilmistir.

Calisilan 197 serum Orneginin, 197’sine LA testi (Sanofi
Pasteur, France), 65’ine MAT [(Etlik Veteriner Arastirma Ens-
titiisii) (L. australis serotip Bratislava, L. semeranga serotip Pa-
toc 1, L. canicola serotip Hond Utrecht 1V, L. grippotyphosa se-
rotip Moskova 5, L. hebdomadis serotip Hebdomadis ve L. icte-
rohaemorrhagiae serotip Copenhageni wijnberg)] ve LA testi
yapumuisir. 15 BOS 6rnegine de sadece LA testi yapilmustir.

Karanlik alan mikroskobunda tipik iki ucu kivrik, hareket-
li spiral bakterilerin varligi, LA testinde iiretici firma onerile-
rine gore parcali agliitinasyon, MAT ta herhangi bir serotipe
kars1 1/50 ve iizeri titrelerde mikroagliitinasyon pozitif olarak
kabul edilmistir. Birden fazla serotipe kars1 agliitinasyon sap-
tandiginda en yiiksek titre, etken serotip olarak yorumlanmis-
tir. Kiiltiir yapilan besiyerlerinden herhangi birinde, karanlik
alan mikroskobunda tipik iki ucu kivrik, hareketli spiral bakte-
rilerin varlig1 pozitif olarak degerlendirilmistir.

Sonuclar

Calisilan 197 serum Orneginin 128 (%65)’inde karanlik
alan mikroskobu pozitif, 69 (%35)’unda negatif bulunmustur.
LA testi yapilan 197 serum 6rneginin 112 (%57)’sinde pozitif,
85 (%43)’inde negatif oldugu belirlenmistir. MAT yapilan
65 serum Orneginin 22 (%33.8)’sinde MAT pozitif, 43
(%66.2)’tinde negatif oldugu tespit edilmistir. Kiiltiirii yapilan
197 kan oOrneginin 102 (%51.8)’inde iireme olurken, 95
(%48.2)’inde lireme olmamustir.

197 kan 6rneginin sonuglar1 Tablo 1, sonuclarin duyarlilik
ve Ozgiilliik degerleri ise Tablo 2’de sunulmustur.

MAT pozitif bulunan serotipler ve MAT sonuglarina gore
direkt mikroskopik inceleme, LA testi ve kiiltiir sonu¢larinin
duyarlilik ve 6zgiilliik verileri Tablo 3 ve Tablo 4’te verilmistir.

Kemik iliginin direkt mikroskop incelemesinde Leptospira
goriilmiis ve kiiltiirde Leptospira iiremistir.

15 BOS o6rneginin 9 (%60)’'unda LA testi pozitif, 6
(%40)’sinda negatif bulunmustur. Karanlik alan mikroskobunda
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( Tablo 3. MAT Testinde Pozitif Bulunan Serotipler

L. australis serotip Bratislava 15
L. semeranga serotip Patoc 1 2
L. grippotyphosa serotip Moskova 5 1
L. icterohaemorrhagiae serotip Copenhageni 1
Karisik serogrup 3

Leptospira goriilmeyen BOS orneklerinin kiiltiiriinde de iire-
me olmamustir.

48 idrar orneginin 1 (%2.1.)’inde karanlik alan mikrosko-
bunda Leptospira goriilmiis, ancak higbir idrar 6rneginin kiil-
tiirtinde tireme olmamustir. Bu idrarlarda pH 5.3-5.5 arasinda
bulunmustur.

Karaciger biyopsisi ve asit sivisinin direkt mikroskop incele-
mesinde Leptospira goriilmemis ve kiiltiirde tireme olmamustir.

Irdeleme

Tiim diinyada yaygin bir zoonoz olan leptospiroz, ¢cok ge-
nis bir klinik spektruma sahip olup grip benzeri semptomlarla
karakterize anikterik formdan sarilikla seyreden agir ikterli
forma (Weil hastalig1) kadar degisik bulgularla ortaya ¢ikabil-
mektedir (6). Leptospira, infeksiyonlu hayvanlardan insanlara
deriden ve mukozadan bulagir. Meslek hastaliklarindan sayilan
leptospirozda, en fazla bulasmaya maruz kalanlar, tarim isle-
rinde 1slak toprakta veya hayvanlarla ugraganlar, maden iscileri,
lagim ve kanal temizleyicileridir (6).

Yurdumuzda klinik bulgulara dayanilarak Weil hastaliginin
varligl, ilk kez Resat Riza (Kor) (7) tarafindan 1915 yilinda
yazilmigtir. Etken ayirimli tanim 1921°de Hiisamettin Serif (Ku-
ral) (8) tarafindan bildirilmigtir. Plevnelioglu (9) ise Ikinci
Diinya Savasi sirasinda L. grippotyphosa, L. bataviae, L. au-
tumnalis ile olusan infeksiyonlar bildirmistir.

Unat ve Giirtiirk (10), 1954 yilinda Leptospira siipheli bir
kopekten aldiklari kanin Korthof besiyerinde kiiltiiriinii yap-
mislar ve L. canicola’y1 izole etmiglerdir. Yine ayni aragtirma-
cilar Tstanbul’da, karin altlarini tirag ettikleri kobaylari lagim
suyuna daldirmislar ve bu kobaylardan birinden L. icteroha-
emorhagiae izole etmiglerdir (11). Unat ve Giirtiirk (12), bir
yil kadar sonra ise laboratuvara seroloji testleri i¢in gonderilen
100 serum ornegine (L. icterohaemorrhagiae, L. bovis, L. ca-
nicola, L. grippotyphosa suglar1) MAT yapmislar ve bu serum
orneklerinden 4’tinde L. icterohaemorrhagiae’ye, 1’inde L.
bovis’e, 4’tinde ise L. grippotyphosa’ya kars antikor cevabi-
nin pozitif oldugunu bulmuglardir.

Fazli (13,14), Orta ve Giineydogu

tamigtir. Yurdumuzun farkli bolgelerinden topladigr 1405
serum orneginde MAT yapmis ve 42 (%3) serum Orneginin se-
ropozitif oldugunu ve pozitif 6rneklerin, siklik sirasina gore L.
butembo (%42.9), L. icterohaemorrhagiae (%38), L. grip-
potyphosa (% 8) ve karisik antikor cevabi oldugunu belirle-
mistir.

Ulas ve Alver (15), 1973 yilinda serolojik yontemlerle
Trakya ve Anadolu’daki ciflik hayvanlarinda ve kopeklerde L.
grippotyphosa, L. icterohaemorrhagiae ve L. serjoe infeksiyo-
nunun varligini gostermisler; Ozhan ve arkadaslari (16) ise
1974’de Ankara, Konya ve Sanliurfa’dan topladiklart 795 ya-
bani kemirgenden 2’sinde L. djasiman izole etmislerdir. Bu
hayvanlarin 500 tanesinin bobrek siispansiyonu ile infekte et-
tikleri kobaylarin 10 tanesinde L. grippotyphosa, L. djasiman,
L. butembo ve L. boricana’ya kars1 antikor cevabinin pozitif
oldugunu saptamiglardir.

Bulut ve arkadaslar1 (17,18) 1979-1981 yillarinda Ankara
ve Dogu Anadolu bolgelerinde biiyiik ve kiigiik bag hayvanlar
iizerinde yaptiklan iki ayr1 calismada L. grippotyphosa, L.
grippomoskova ve L. serjoe tiirlerinin varligini bildirmislerdir.

Cagkurlu ve arkadaslar1 (19), 1992°de Istanbul’un Arna-
vutkdy civarinda sanitasyonu bozuk bir derede balik avladik-
tan sonra olusan bir leptospiroz olgusu bildirmislerdir.

Calismamizda, Trakya, Orta, Dogu ve Giineydogu Anadolu,
Karadeniz, Marmara bolgeleri gibi Tiirkiye’nin hemen hemen
her bolgesinden gelen hastalarda leptospiroz goriilmiistiir. Bu
hastalar, Istanbul’daki degisik hastanelere tedavi amaciyla gelmis
ve bu hastanelerde leptospiroz 6n tanisi konulan hastalardir.

Toplam 48 idrar orneginin 1 (%2.1)’inde karanlik alan
mikroskobunda Leptospira goriilmiis, ancak higbir idrar drnegi
kiiltiiriinde Leptospira lrememistir. Bu durumu, Leptospi-
ra’larin idrarda ¢ikmalarimin diizensiz ve nobetler seklinde ol-
masina; asid (pH 6.5) reaksiyondaki idrarlarda ¢abuk pargala-
narak taninmaz hale geldikleri halde, alkali ortamda (pH 8.4)
yasamalarina baglayabiliriz. Ciinkii calismadaki tiim idrarla-
rin, pH degerinin 5.3-5.5 arasinda oldugu goriilmiistiir. Bu ne-
denle bu pH degerlerinde calisilan idrar 6rneklerinde Leptospi-
ra aragtirillmasinin taniya yardimci olmayacag diisiiniilebilir.

Karanlik alan mikroskobu incelemesi, LA testi ve kiiltiirii
yapilan 197 kan 6rneginin sonuglart ile kiiltiir sonuglarini altin
standard alarak karsilastirdigimizda, karanlik alan mikroskobu
sonuglarinin kiiltiire gore; duyarlilifn %98, ozgiilligi %76,
PPD %75 ve NPD %97°dir. LA testi sonuglarinin kiiltiire gore
duyarliligr %90, 6zgiilliigii %78, PPD %82 ve NPD %87 dir.
Goriildiigii gibi bu ii¢ yontemin sonuglari birbiriyle ve degisik

Anadolu bolgesinden topladigi ya-

bani kemirgenlerden bir tanesinden Ozgiilliik Verileri

/ Tablo 4. MAT Yapilan 65 Kan Orneginin Sonuclarina Gore Duyarhhk ve \

L. grippotyphosa’y1 izole etmistir.
Bu kemirgenlerin serum 6rneklerin-

de seroloji testiyle Leptospira’ya kar-
st antikor arastirmis ve Citellus ge-
lingeus tiirli kemirgenlerde; L. grip-
potyphosa, L. djasiman, L. autum-

Duyarhhk Ozgiilliik PPD* NPD#**

% % % %
Karanlik alan mikroskopisi 81.8 325 38.2 77.2
Lam agliitinasyonu 77.2 37.2 38.6 76.1
Kiiltiir 81.8 34.8 39.1 78.9

nalis ve L. alexi tiirlerine kargt anti-
kor cevabinin pozitif oldugunu sap- K

*Pozitif prediktif deger, **Negatif prediktif deger
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tilkelerde yapilan birtakim c¢alisma sonuglari ile oldukca
uyumludur. Smits ve arkadaslar1 (20), Leptospira genusuna
spesifik gelistirdikleri yeni lateks agliitinasyon testi ile Hawaii,
Seysel Adalari, Tayland ve Hollanda’dan kontrol grubundaki
ve leptospirozu olan hastalara ait serum orneklerini ¢caligmiglar
ve lateks agliitinasyon testinin duyarliligin %82.3 ve 6zgiillii-
giiniin %94.6 oldugunu bildirmislerdir.

Kan orneklerinin 65’inde karanlik alan mikroskobu ince-
lemesi, LA, MAT’i ve kiiltiirii yapilmistir. MAT sonuglarini
altin standard olarak aldigimizda, karanlik alan mikroskopisi
sonuglarinin MAT’a gore duyarlilign %81.8, o6zgiilligi %32.5,
PPD %38.2 ve NPD %77.2’dir. LA testi sonuglarinin MAT so-
nuclarma gore duyarlilign % 77.2, ozgiilliigii % 37.2, PPD %
38.6 ve NPD % 76.1°dir. Kiiltiiriin MAT sonuglarina gore du-
yarliligt %81.8, ozgiilligii %34.8, PPD %39.1 ve NPD
9%78.9’dur. Goriildiigii gibi MAT altin standard olarak alindi-
ginda karanlik alan mikroskobu incelemesi, LA testi ve kiiltii-
riin 6zgiilliigli ile PPD %40’ altina diismektedir. Bu durum,
MAT’1n ¢ok duyarl ve giivenilir bir test olmasina kargin, testte
kulanilan serotiplerin sayisinin yetersiz olmasina baglanabilir.

Sencan ve arkadaglar (21), 1998°de leptospirozlu hastala-
rin klinik ve laboratuvar bulgularini degerlendirdikleri yayin-
larinda, kiiltiirde bakteri izole edemediklerini; ancak karanlik
alan mikroskobunda idrar orneklerinin %45.8’inde, plazma
orneklerinin ise %70.8’inde spiral bakterileri saptadiklarini ve
bu hastalarin %95.8’inde ELISA-IgM pozitif bulduklar1 halde
MAT pozitiflik oraninin %62.5 oldugunu bildirmislerdir.

Vijayachari ve arkadaslar1 (5), Hindistan’da leptospiroz
stipheli 170 hastadan alinan kan 6rneklerini karanlik alan mik-
roskobu, MAT ve kiiltiirle incelemislerdir. Sonuglar1 kiyasla-
diklarinda karanlik alan mikroskobunun duyarliliginin %40.2,
ozgiilliigliniin %61.5, PPD %55.2 ve NPD %46.6 oldugunu
bildirmislerdir.

Sonug olarak, iilkemizde yapilmis olan arastirmalarin yan
sira, sundugumuz bu ¢alisma da gostermektedir ki, leptospiroz
iilkemizde azimsanmayacak diizeydedir; dolayisiyla kuskulu
infeksiyonlarin ayirici tanisinda daima g6z 6niinde bulundu-
rulmalidir.
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