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OZET

Dogu Anadolu ve Orta Anadolu Bélgesindeki Baz illerde Dogal Yasam

Kemiricilerinde Patojenik Leptospira Tiirlerinin Varhginin Arastirilmasi

Leptospiroz giiniimiizde en sik goriilen bakteriyel zoonozlardandir. Hastaligin
etkeni patojenik Leptospira tiirii bakterilerdir. Antarktika kitasi disinda tiim kitalarda
bu bakterilerin varlig1 gosterilmistir. Patojenik Lepfospira tiirleri birgok memelide
enfeksiyon yapabilse de hastaligin dogadaki temel konagi kemiricilerdir. Bakteri
konagi viiducuna ¢esitli yollarda girdikten sonra kan dolasimi yoluyla bobreklere
gelir ve proksimal tiibiil epiteline kolonize olur. Asemptomatik olarak enfekte olan
konagin kolonizasyonu sonrasi idrar yoluyla siirekli atilim gerceklesir. Insanlar en sik
kontamine materyalin mukozalar veya biitiinliigli bozulmus deri ile temas: ile enfekte
olur. Insanlarda asemptomatik veya hafif hastalik tablosundan hayati tehdit eden
Weil Hastalig1 veya pulmoner kanama gibi genis bir yelpazede hastalik

yapabilmektedir.

Patojenik Leptospira tiirii bakterilerin dogal yasamdaki varliginin ve
yayiliminin gosterilmesi ileride olusabilecek salginlara karsi 6nlem alinmasi i¢in
onemlidir. Bu amagla 2016 yilinda Erzurum, Amasya, Kayseri, Malatya ve Elazig
illerinde dogal yasam alanlarindan toplanmis Apodemus spp., Microtus spp., Mus
spp., Chionomys spp., Cricetulus spp., Crocidura spp., Meriones spp. ve
Mesocricetus spp. tiirlerinden olusan toplam 211 adet kemiriciye ait bobrek 6rnekleri
polimeraz zincir tepkimesi yontemi ile Leptospira spp. agisindan tarandi. Yapilan
testler sonucunda Amasya bolgesinden toplanan 80 6rnekten besi pozitif saptandi. Bu
orneklerin licti Microtus spp., ikisi Mus macedonicus kemiricilerinden oldugu
goriildii. Sanger sekans1 yontemi ile cogaltilan bolgelerin dizi analizi yapildiktan
sonra pozitif 6rneklerin yapilan filogenetik agagta Leptospira interrogans dizileri ile

birlikte gruplandig: goriildii.

Bir¢ok tilkede kemiricilerde ve ¢evresel materyalde calismalar yapilarak
Leptospira ve diger zoonoz etkenlerinin varligi ve dagilimi aragtirilmaktadir.
Tiirkiye’de ise bu ¢aligmalarin sayis1 kisithdir. Bes farkli il ve yedi farkli bolgeden
toplanan bir¢ok kemirici tiiriine ait drneklerin bulundugu bu ¢aligmayla birlikte

Tiirkiye nin Amasya ilinden toplanan 80 kemiricinin besinde patojenik Leptospira



varlig1 gosterildi. Leptospira spp. ve diger zoonoz etkenlerinin Tiirkiye’deki

dagilimmin ve varligiin tespiti i¢in daha ¢ok ¢aligma yapilmasi gerekir.

Anahtar kelimeler: Leptospira, Kemiriciler, PCR, Dizi analizi



SUMMARY

Investigation of The Presence of Pathogenic Leptospira Species in Wild

Rodents from Some Provinces in East Anatolia and Central Anatolia Regions

Leptospirosis is one of the most common bacterial zoonosis. Causative agent of
the disease are bacteria classified as pathogenic Leptospira species. Presence of the
bacteria has been shown in all continents except Antarctica. Although they can infect
most mammals, natural reservoirs of pathogenic Leptospira are rodents. After
entering the host’s body through many possible routes, bacteria reaches kidney via
blood circulation and colonises at proximal tubule epithelium. Once colonised,
bacteria is shedded continuously via urine. Humans usually get infected when
contaminated material contacts with mucosa or damaged skin. Human infections can
range from asymptomatic or mild illness to life threatening Weil’s Disease or

pulmonary hemorrhage.

Determining the prevalence and distribution of pathogenic Leptospira is crucial
for preventing future outbreaks. In this study we analysed kidney samples of 211
wild rodents belonging to Apodemus spp., Microtus spp., Mus spp., Chionomys spp.,
Cricetulus spp., Crocidura spp., Meriones spp. and Mesocricetus spp., collected from
Erzurum, Amasya, Kayseri, Malatya ve Elazig provinces in 2016, with using
polymerase chain reaction method. Five samples were found positive out of 80
samples collected from Amasya province. Three of the positives found in Microtus
spp. and other two were found in Mus macedonicus. Nucleotide sequences of
positive samples were established by Sanger sequencing method and found to be

grouped with Leptospira interrogans in constructed phylogenetic tree.

Presence and distribution of Leptospira and many other zoonotic agents in
rodents are being investigated in many countries. In Turkey, number of studies in this
topic are limited. By testing samples from multiple rodent species obtained from five
provinces and seven regions, we showed the presence of pathogenic Leptospira in
five out of 80 samples from Amasya province. To determine presence and
distribution of Leptospira spp. and other zoonotic agents in Turkey, more study are

needed.



Keywords: Leptospira, Rodents, PCR, Sequence analysis



1. GIRiS VE AMAC

Patojenler insanlara gesitli yollarla bulasabilir. En 6nemli bulas yollarindan
biri, insan dis1 hayvanlardan insanlara bulas yoludur. Bu sekilde bulagsma sonucu
ortaya ¢ikan enfeksiyonlar zoonoz olarak tanimlanir (1). Zoonozlar tarih boyunca
birgok salgma sebep olmus énemli halk saglig1 sorunlarmdan biridir. Ozellikle son
yiizyilda hizla artan toplam insan niifusu ve buna bagli olarak insanlarin yasam
alanlarmin genislemesi, yaban hayvanlar1 ve insanlar arasmndaki etkilesimin
artmasmna sebep olmustur. Bu durum bircok zoonoz etkeninin yayilmasini

kolaylastirmaktadir (2).

Leptospiroz giiniimiizde Antarktika diginda tiim kitalarda goriilen en 6nemli
bakteriyel zoonozlardan biridir. Hastaligin etkeni Leptospiraceae ailesi altinda
bulunan patojenik Leptospira tiirleridir. Klinik acidan asemptomatik veya ates,
titreme, bas agris1 gibi hafif semptomlarla ilerleyebilirken sarilik, karaciger ve
bobrek yetmezligi, gastrointestinal kanama, agwr pulmoner kanama sendromu gibi
Olimcil izleyen durumlar da goriilebilmektedir. Bakteri insanlara genellikle
biitlinliigii bozulmus deri, mukoza, konjunktiva gibi koruyucu bariyerlerin yetersiz
oldugu viicut ylizeylerinin enfekte olmus su, toprak, hayvan dokular1 gibi

materyallerin temasi ile bulasir (3-5).

Dogal hayatta bir¢ok hayvanda varlig1 gosterilmis olmasina ragmen kiigiik
memeliler ve otgul hayvanlar bu bakteriler i¢in en onemli rezervuar konaklardir.
Cesitli yollarla hayvanin viicuduna giren bakteri kan dolasimi yoluya bobrek
glomeriiler ve peritiibliler kilcal damarlarina gelir. Konak canlinin bobreklerinde,
proksimal renal tiibliler epitelin firgams1 kenarlarinda kolonize olur ve konakta
hastalik yaratmaksizin idrar yoluyla siirekli atilim gerceklesir. idrar yoluya cevreye

salinan bakteriler diger konaklara bulasarak dongiiyii tamamlar (3).

Patojenik Leptospira tiirlerinin dogal yasam hayvanlarindaki tasiyiciliginin
gosterildigi diinya genelinde birgok calisma mevcuttur (6-10). Ulkemizde ise bu
konuda yapilan caligmalar kisithidir. Bu calismalar riskli alanlarin belirlenmesi ve
saglik otoritelerinin olas1 salginlar1 engellemesi agisindan 6nem teskil eder.

Yapacagimiz ¢aligmada Orta Anadolu ve Dogu Anadolu bolgesindeki bazi illerden



toplanmis kemirici tiirlerinin, patojenik Leptospira tiirleri agisindan tastyicilik

durumu arastirilmistir.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1. Leptospiralarin Tarihcesi

Leptospira cinsi bakterilerinin ilk tanimi1 1838 yilinda Ehrenberg tarafindan
yapilmistir. Su Orneklerinden izole edilen uzun, hareketli ve esnek bu bakterilere

"Spirochaete* ismini vermistir (11).

Insanda leptospiroz binlerce yildir var olmasma ragmen yazili tarihte ilk kez
1886 yilinda Adolf Weil tarafindan tanimlanmistir. Adolf Weil, akut sarilik ile birlikte
goriilen hepatosplenomegali, bobrek fonksiyonlarinda bozukluk, konjunktivit ve deri
dokiintiileri bulunan bu hastaliga Weil hastaligi ismini koymustur. Hastalik etkeninin
ilk kez gosterilmesi ise 1907 yilinda Stimson tarafindan, Sarthumma hastaligindan
oldiigli diisiiniilen bir hastanin bobrek doku kesitinde glimiis boyama yontemiyle
gosterilmistir. Stimson, soru isaretine benzeyen spiral yapili bu bakteriye Spirochetes

interrogans ismini vermistir (11,12).

Bakterinin izolasyonu ise ilk kez 1915 yilinda inada ve arkadaslar: tarafindan
yapilmistir (12). Weil hastalarindan alman kanlarin kobaylarin peritonlarma
inokiilasyonu sonucu hayvanlarda tipik hastaligin gelistigi goriilmistiir. Bu
hayvanlarin karaciger ve bobreklerinden alman 6rneklerle hazirlanan besiyerlerinde
bakteri iiretilmistir. Uretilen bu bakteriye Spirochaeta icterohaemorrhagiae ismi
verilmistir. 1918 yilinda Noguchi tarafindan, hayvanlarda ve insanlarda bulunan
diger spiroketlerle karigmasmin oniline gegmek i¢in Leptospira cinsi Onerilmis ve

bakterinin ad1 Leptospira icterohaemorrhagiae olarak degistirilmistir (11,12).

Ilerleyen yillarda serolojik ydntemlerin gelismesiyle birlikte birgok antijenik
farkli sus kesfedilmistir. 1954 yilinda Wolf ve Broom tarafindan patojenik ve
saprofitik leptospiralar Capraz agglutinin absorpsiyon testi (CAAT) sonuglarma gore
farkli serotiplere ayrilmisti. 1962 yilinda Leptospiralarin Taksonomisi Alt
komitesince bu serotipler patojenik tiirleri temsil eden Leptospira interrogans ve
saprofitik tiirleri temsil eden Leptospira biflexa olarak iki tiir altinda toplanmugtir.
1973 yilinda ise serotip terimi kullanimdan kaldirilmis ve yerine serolojik varyant
anlamina gelen serovar kullanilmaya baglanmistir. 1983 yilinda L. interrogans sensu

lato complex igerisinde 23 serogrup ve 202 serovar varken L. biflexa sensu lato



complex icerisinde 38 serogrup ve 63 serovar tanimlanmisti. ~ Mikroskopik
Agglutinasyon Testi (MAT) ve CAAT ile giiniimiize kadar 300 farkli serovar

tanimlanmigtir (11,12).

Niikleik asit temelli molekiiler testlerin gelismesiyle birlikte diger bircok
mikroorganizmada oldugu gibi Leptospiralarmn siniflandirilmasinda da biiyiik
degisiklikler meydana gelmistir. DNA-DNA hibridizasyon yonteminin gelismesi ile
bakterilerin taksonomisinde fenotipik 6zelliklerin yerini DNA dizilimi almistir (13).
Genom dizileme yontemleri ile L. alexanderi, L. borgpetersenii, L. fainei, L. inadai,
L. kirschneri, L. meyeri, L. noguchii, L. santarosai, L. weilii, L. wolbachii gibi birgok
yeni tiir kesfedilmistir. Bu tiirler genetik benzerliklerine gore 7 farkli genomogrupa

ayrilmigtir (11).

1977 yilinda bakteriyel ribozomun bir pargasi olan kiiciik alt {inite ribozomal
riboniikleik asit (RNA) iizerine yapilan calismalar ve 16S rRNA’y1 kodlayan genin
dizileme analizinin gelistirilmesi ile birlikte taksonomide Onemli gelismeler
yasanmistir  (14,15). 16S rRNA geni {izerine yapilan filogenetik ¢aligmalar
Leptospira tiirlerini patojenik, saprofitik ve patojenitesi bilinmeyen tiirlerden olusan
orta smif olarak ayirmistir (16). DNA ve RNA dizileme yontemlerinin gelismesi,
ozellikle yeni nesil dizileme yOntemlerinin yaygmlasmasi ile birlikte
mikroorganizmanin  tim genomunun elde edilebilip analiz edilebilmesi
Leptospiralarin smiflandirmasinda da altin standart olarak yerini almistir. Leptospira
cinsinde 60’dan fazla tiir bulunur ve bu tiirler filogenetik olarak iki dal ve dort alt
dala (P1, P2, S1, S2) ayrilmistir. P1 alt dal patojen tiirleri, P2 tiirleri patojenitesi
diisiik veya bilinmeyen tiirleri, S1 ve S2 ise saprofit tiirleri barindirir. P1 ve P2 alt
dalindaki tiirler insanlarda enfeksiyon yapabilirken S1 ve S2 altdalindaki tiirler
insanda enfeksiyon yapmazlar (17,18). Giincel olarak Leptospira cinsi altinda yer

alan tiirler tablo 1’de belirtilmistir.



L. fletcheri

L. adleri P1 P2 L. chreensis S1
L. ainazelensis P1 L. fluminis P2 L. congkakensis S1
L. ainlahdjerensis P1 L. haakeii P2 L. ellinghauseni S1
L. alexanderi Pl L. hartskeerlii P2 L. harrisiae S1
L. alstonii P1 L. inadai P2 L. jelokensis S1
L. barantonii P1 L. johnsonii P2 L. kanakyensis S1
L. borgpetersenii P1 L. koniamboensis P2 L. kemamanensis S1
L. ellisii P1 L. langatensis P2 L. levettii S1
L. gomenensis P1 L. licerasiae P2 L. meyeri S1
L. interroganss.s. P1 L. neocaledonica P2 L. montravelensis S1
L. kirschneri P1 L. perolatii P2 L. mtsangambouensis S1
L. kmetyi P1 L. saintgironsiae P2 L. noumeaensis S1
L. mayottensis P1 L. sarikeiensis P2 L. perdikensis S1
L. noguchii P1 L. selangorensis P2 L. terpstrae S1
L. santarosai P1 L. semungkikensis P2 L. vanthielii S1
L. stimsonii P1 L. venezuelensis P2 L. wolbachii S1
L. tipperaryensis P1 L. wolffii P2 L. yanagawae S1
L. weilii P1 L. abararensis S1 L. idonii S2
L. yasudae P1 L. bandrabouensis S1 L. ilyithenensis S2
L. andrefontaineae P2 L. biflexas.s. S1 L. kobayashii S2
L. broomii P2 L. bourretii S1 L. ognonensis S2
L. dzoumogneensis P2 L. bouyouniensis S1 L. ryugenii S2
L. fainei P2 L. brenneri S1

Yaklasik 0,1 pm eninde, 6-20 pm boyunda, helikal konformasyona sahip, u¢larinda
sivri ve karakteristik kanca benzeri kivrimlar1 bulunan gram negatif benzeri hiicre
duvarma sahip bakterilerdir. Helikal yapilar1 saat yOniiniin tersi yoniinde, dalga
biytikliigii 0,1-0,15 um, dalga boyu yaklasik 0,5 pm’dir. Bakteri boyunca uzanan 2
adet, periplazmik yerlesimli flagellalar1 vardir. Hizlica ileri ve geri hareketlerden

olusan oOteleme hareketi ve dongilisel hareket olarak iki tip hareketi vardir.

Tablo 1. Leptospiralarin siniflandirilmasi

2.2. Leptospiralarin Mikrobiyolojik Ozellikleri

2.2.1 Leptospiralarin Genel Ozellikleri

Leptospira cinsi Spirochaetia sinifinin Leptospiraceae ailesinin altinda bulunur.

Leptospiralar morfolojik olarak birbirlenden ayirt edilemezler (19).




Dis Membran

Peptidoglikan
Tabakasi

Flagellar Motor

Enine Kesit
Sitoplazmik

Membran

Uzunlamasima Goériiniim

Periplazmik Flagella

Sekil 1. Leptospiralarin fiziksel yapisi (20)

Leptospira genomu toplamda 3,9 - 4,6 megabaz uzunlugunda iki adet
kromozomdan olusur (21). Tiirler arasindaki baz uzunlugu ve gen sayis1 farkliligi
diger bircok spiroketten fazladir. Patojenik Leptospira tiirlerinde saprofit tiirlerde
bulunmayan ve iki smif arasinda ayirimda kullanilan 500°den fazla gen bulunur

(21,22).

2.2.2. Leptospiralarin Ureme Ozellikleri

Leptospiralar zorunlu aerop bakterilerdir. En uygun 28-30°C sicakliginda, 7,2-
7,6 pH araliginda iirerler. Katalaz ve oksidaz testlerinde pozitif sonug verirler. B2 ve
B12 vitaminleriyle, uzun zincirli yag asitleriyle ve amonyum tuzlariyla
zenginlestirilmis besiyerlerinde iirerler (19). Fletcher’in yar1 kati besiyeri veya
Ellinghausen—McCullough—Johnson—Harris (EMJH) besiyerleri ticari olarak

saglanabilen ve Leptospiralarin {iretilmesinde sik kullanilan besiyerleridir.
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Orneklerden hazirlanan kiiltiirlerde iiretilmeleri 6-12 haftay1 bulabilmektedir. Yari
kat1 besiyerinde, yiizeyin birka¢ milimetre altinda bant goriiniimii yapacak sekilde

iireme gosterir. Bu bant gortiniimiine Dinger’s ring ismi verilmistir (19,23).

2.2.3. Leptospiralarin Hiicre Duvar Yapisi

Leptospiralarin hiicre duvar1 yapilar1 gram negatif hiicre duvari 6zelligindedir.
Hiicre zarmin dis kisminda ince bir peptidoglikan tabakasi, bu tabakanin tizerinde de
dis zar bulunur. Periplazmik aralikta peptidoglikan tabakasina bagl proteinler,
transmembran proteinler ve periplazmik flagella bulunur. Dig membran ise genel
olarak lipopolisakkaritlerden (LPS), fosfolipitlerden ve lipoproteinlerden olusur. LPS
diger gram negatif bakterilerden farkli olarak disakkarit omurgasinda daha fazla
amino grubu bulunur ve lipit A tabakasindaki yag asitlerinin boylar1 farklidir (24).
D1s membranda ayrica LipL32, Loa22, LipL41, LipL71, LigA, LigB, LipL21 gibi
fonksiyonlar1 farkli gesitli lipoproteinler de bulunur (25).

2.2.4. Leptospiralarin Patojenik Ozellikleri

Patojenik leptospiralarin viriilans faktorleri ve patojenik 6zellikleri iizerine
bircok giincel calisma yapilmasina ragmen leptospirozun patogenezi heniiz tam
olarak aydmlatilamamisti. LPS’nin  O6nemli bir viriilans faktéri oldugu
diisiiniilmesine ragmen c¢alismalarda LPS yapisindaki farkliliklar nedeniyle diger
gram negatif bakterilere gore daha az endotoksik Ozellikte oldugu ve bagisiklik
sistemini daha zayif aktiflestirdigi goriilmiistiir. Buna ragmen, LPS genindeki
mutasyonlarm viriilans1  zayiflatmaktadir (26). Ayrica, patojenik Leptospira
tiirlerinde saprofit tiirlere kiyasla daha kalin bir LPS tabakas1 oldugu da tespit edilmis

ve bunun patojenite ile ilgili olabilecegi de diistiniilmiistiir (24).

Bunun disinda patojenik leptospiralarda olup saprofit tiirlerde bulunmayan
birgok dis membran transmembran proteini bulunur. Yapilan deneylerde bu
proteinlerden bazilarinin varligmnm (Lip21, LipL71, Loa22) patojenite i¢in gerekli
oldugu goriiliirken bazilarmin ise (LipL32, LipL41, LigA, LigB) patojeniteyi
etkilemedigi goriilmiistiir (25).
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Yapisal olmayan heme-oksijenaz, hemolizin, sfingomiyelinazlar gibi
enzimlerin, salgisal proteinlerin ve flagella yapisinin patojenitedeki Onemi
gosterilmis olmasma ragmen tiim bu etkenlerin toplam viriilansa katkilar1 heniiz
bilinmemektedir. Tiirler arasindaki genetik ve fenotipik farkliliklar da bu konuda

genel sonuglara varmay1 zorlastirmaktadir (27).

2.2.5. Leptospiralarin Tanmimlama Yontemleri

Kiiltiirde izole edilmis leptospiralarin tanimlanmasi serolojik veya molekiiler
yontemler ile yapilir. CAAT yontemi ile serovar tayini yapilabilir, fakat giinlimiizde
bu yontem sadece referans laboratuvarlarinda bulunur. Niikleik asit temelli testler ise

patojenik ve saprofitik Leptospira tiirlerinin ayriminda kullanilabilir. (19).

2.2.5.1. Serolojik Yontemler

CAAT yontemi Leptospira cinsi bakterilerin serogruplarinin ve serovarlarmin
tanimlanmasit  i¢in  kullanilan  referans yOontemdir. Eskiden taksonomik
smiflandirmada kullanilan bu yontem zamanla yerini niikleik asit temelli testler ve
deoksiriboniikleik asit (DNA) dizi analizine birakmist. CAAT yOnteminde
serovarlara karsi olusan antikorlar kullanilir ve tanimlanmak istenen bakteri izolat1
bu antiserumlarla karsilastirilarak olusan aglutinasyona gore serovar tespiti yapilir.
Yontem prosediirii uygulanan laboratuvarlara gore farklilik gésterebilir. Tecriibeli ve
say1 olarak yeterli teknik personel gerektirmesi, zaman alic1 olmasi, tiim serovarlar
icin ayr1 antiserum gereksinimi ve uygulamada zorluklar nedeniyle referens
laboratuvarlar1 disinda kullanilmaz (28,29). Bu yontem ayni zamanda yeni

serovarlarm kesfinde de kullanilmaktadir (11,30).

2.2.5.2. Molekiiler Yontemler

Uretilen bakterinin tiir diizeyinde tammlanmasi icin cesitli ydntemler
kullanilabilir. Patojenik tiirlerde bulunup saprofitik tiirlerde bulunmayan LipL32 ve

flaB gibi genlere 6zgili primerler kullanilarak yapilan polimeraz zincir tepkimesi
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(PCR) yontemi patojenik tiirleri diger tiirlerden ayirt etmede kullanilabilir ancak bu
yontem tiir diizeyinde tanimlama i¢in yetersizdir. (31). 16S rRNA proteininin
sentezlendigi rrs geninin tamamen veya kismen dizileme analizi diger bir¢ok
bakteride oldugu gibi Leptospiralarin tiir tayininde de kullanilabilmektedir (16).
Ayrica gyrB, rpoB, secY gibi gen bdlgelerinin dizi analizleri de bakterinin tiir tayini
ve filogenetik olarak smiflandirma konusunda basarilidir (32-34). Giincel
caligmalarda genetik materyalin tiimiiniin veya biiyiik bir kismimnin DNA dizi analizi
ile tespitinin bakterinin dogru siniflandirilmasi i¢in gerekli oldugu diistiniilmektedir

(17,18).

2.3. Leptospirozun Epidemivolojisi ve Bulas Yollari

2.3.1. Leptospirozun Cografi Yayilimi ve Prevalansi

Leptospiroz diinyada en yaygin zoonozlardan biridir. En yaygin olarak tropikal
bolgelerde ve iliman iklim kosullarnin yasandigi yerlerde bulunur. En yiliksek
mortalite ve morbidite Giiney ve Giineydogu Asya, Okyanusya, Karayipler, Latin
Amerika, Sahra Alt1 Afrika iilkelerinde goriiliir. Hastaligin prevalansi ve insidansi
tam olarak bilinmemekle beraber yillik kiiresel insidansin bir milyondan yiiksek,

mortalitenin yaklasik 59 bin oldugu tahmin edilmektedir (35-37).

EREREEEECOOCO000

13



Sekil 2. Engellilige Ayarlanmig Yasam Yili(DALY)/100.000 biriminden
kiiresel y1llik leptospiroz yiikii.

2.3.2. Leptospirozun Dogal Konaklar: ve Bulas Yollari

Patojenik leptospiralar i¢in konak tiirleri rezervuar konak ve rastlantisal konak
olmak tizere ikiye ayrilir. Rezervuar konak, bakterinin hastalik belirtisi gostermeden
iizerinde yasadig1r ve dogal hayatta bakterinin devamliligindan sorumlu olan konak
iken rastlantisal konak, rezervuar konakla indirekt temas sonrasi enfekte olan ve
hastaligin klinik enfeksiyon gosterebildigi konaktir (19). Yapilan calismalarda
patojenik leptospiralar i¢cin domuz, sigwr, at, koyun, kopek, rakun, yarasa gibi birgcok
memeli hayvanin rezervuar konak olabilece§i gosterilmistir, ancak etken i¢in en
onemli rezervuar kaynaklar kemiricilerdir (19,38,39). Bakteri, rezervuar konagin
viicuduna ¢esitli yollarla girdikten sonra kan dolasimi yoluyla bobreklerde
glomeriiler ve peritiibiiler kilcal damarlara ulasir ve bdbrek tiibiillerinin imenine
ulagir. Proksimal tiibiil epitelinin fircams1 kenarinda kolonize olur ve bdylece idrar
yoluya siirekli veya aralikli olarak idrardan bakteri atilimi saglanir. Bulas, diger
hayvanlarin kontamine idrar ile enfekte olmus su, toprak veya hayvan dokularina

maruz kalmasiyla olur. Bakteri bu materyallerde aylarca hayatta kalabilir (3,38).

Insanlar patojenik leptospiralar igin rastlantisal konaktirr. Bulas genellikle
mukoza, konjunktiva veya biitlinliigii bozulmus derinin bakteriyle kontamine
materyal ile maruz kalmasi sonucu gercgeklesir (3,40). Daha nadir olarak ise oral,
hayvan 1siriklar1 yollar1 ile de bulasabilmektedir (41). Insandan insana bulas ¢ok

nadir olarak anne siitii, cinsel temas veya plasental yolla olabilmektedir (41-43).

2.3.3. Leptospirozun Risk Faktorleri

Patojenik Leptospira tiirlerinin dogada bulunma ihtimali yiiksek olan alan ve
bolgelerde yapilan mesleki ve meslek dis1 ugraslar leptospirozun en onemli risk
faktorleridir. Mesleki olarak; Tarim ve hayvancilikla ugrasanlar, mezbaha is¢ileri,
veterinerler, kereste iscileri, lagim iscileri, piring tarlalarinda ¢alisanlar, evcil hayvan

saticilar1 ve askeri personeller yiiksek risk grubundadir. Meslek dis1 ugraslar olarak
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tathi su sporculari, doga yiirliylisleri, dagcilik gibi ugraslar patojenik leptospiralarin
endemik oldugu yerlerde yapildiginda enfeksiyon agisindan 6nemli risk faktorleridir.
(44-46). Cok nadir goriilmekle birlikte laboratuvar kaynakli enfeksiyonlar da
olabilmektedir (47).

Leptospiroz insanlarda sporadik veya salginlar seklinde goriilebilmektedir.
Leptospiroz vakalarmin dagilimma bakildiginda gelismis iilkelerde vakalar daha
nadir goriilirken gelismekte olan ve az gelismis lilkelerde daha sik goriilmektedir.
Diisiik sosyoekonomik durum ve buna bagl olarak kotii hijyen ve aritim kosullari,
asir1 niifus, zayif altyapi, ozellikle sicanlar olmak iizere kemiriciler ve diger yaban
hayatiyla insanlar arasindaki etkilesimin artmast bu iilkelerdeki Onemli risk

faktorleridir (48-50).

Salginlar genelde bakteri ile enfekte toprak ve su gibi materyallerin sel, firtina,
toprak kaymasi, deprem gibi doga olaylar1 ve dogal afetler sonucu icme suyu ve
genel kullanim sularina karigmasi sonucu gergeklesir. Dogal afet sonrasi birkag ay
icerisinde bolgede leptospiroz vakalarinda artis goriiliir. Bu donemde toplumun olas1
salgmlar hakkinda bilgilendirilmesi, temiz suya erisimin saglanmasi, kirli sularla
temas eden kisilere profilaktik antibiyotik uygulamalari mortalite ve morbidite

oranlarinda azalma saglar (51-56).

2.4. Leptospirozun Klinik Ozellikleri

2.4.1 Leptospirozun Belirti ve Bulgular

Insanda leptospiroz ¢ok farkli klinik belirti ve bulgularla izleyebilmektedir.
Enfekte kisilerin  biiyiik ¢ogunlugunun hastaligt asemptomatik gegirdigi
diisiiniilmektedir. Hastaligin en sik goriilen klinik formu anikterik leptospiroz olarak
tarif edilen hafif formudur. Anikterik leptospiroz leptospiremik faz ve immiin faz
olmak tizere iki faza ayrilir. Leptospiremik faz yaklasik 2-30 giinliik bir inkiibasyon
sliresinin ardindan ortaya ¢ikan ve 2-9 giin kadar siiren, genellikle ates, titreme, kas
agrisi, bag agrisi1 gibi semptomlarla seyreder. Daha nadir olarak ise bulanti, kusma,
ishal, oksiiriik gibi belirtiler goriilebilir. Fizik muayenede bilateral konjunktival

hipereminin  goriilmesi  klinik tam1 icin  Onemlidir. Kaslarda hassasiyet,
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hepatosplenomegali, lenfadenopati ve deri dokintiileri daha nadir goriiliir.
Laboratuvar bulgularinda akut faz reaktanlarinda yiikselme, eritrosit sedimentasyon
oraninda artig, notrofili ve karaciger enzimlerinde hafif artis goriilir. Semptom ve
bulgular genellikle hafiftir ve hastalarda sekel kalmadan iyilesme goriiliir. Hastalarin
bir kisminda ise leptospiremik fazin ardindan immiin faz ortaya ¢ikar. immiin faz,
akut faz semptomlarmin iyilesmesinden sonra ortaya ¢ikabildigi gibi akut faz
sirasinda da baslayabilir. 7-30 giin siirebilen bu donemde hastalarda ates, bas agris1
ve kas agris1 gibi semptomlarin tekrar ortaya ¢ikar. Aseptik menenjit tablosu ve iiveit
sik goriiliir. Hastalarin biiyilk ¢ogunlugunun iyilesmesine ragmen akut bobrek

yetmezligi,uzamis ates ve diger organ yetmezlikleri goriilebilir (3,19,57,58).

Tarihte ilk Weil hastaligi olarak tanimlanan form ise hastalarin %5-10’unu
olusturan ikterik leptospirozdur. Ates, sarilik ve bobrek yetmezligi tipiktir. Hizli
ilerler ve hastaligim mortalitesi %5-15’tir. Karaciger tutulumuna bagl olarak ikter,
bobrek tutulumuna bagli olarak oligiirik veya non-oligiirik bobrek yetmezligi,
kardiyovaskiiler tutuluma bagl olarak miyokardit, kalp yetmezligi ve kardiyojenik
sok gortlebilir (57,58). Akciger tutulumuna bagl akut solunum sikintis1 sendromu
(ARDS) gelisebilir. Agir pulmoner hemoraji sendromu hastaligin en 6nemli mortalite
sebebidir ve bu durum %50-70 Oliimciil seyreder (59,60). Daha nadir olarak
rabdomiyoliz ve vaskiilit de tabloya eslik edebilir. Laboratuvar bulgularinda direkt
hiperbiliriibinemi, normal veya hafif artmis aminotransferazlar, pulmoner hemorajiye
bagl trombositopeni, anemi ve dissemine intravaskiiler koagiilasyon bulgulari, kalp

tutulumuna bagl artmis kardiyak belirte¢ seviyeleri goriilebilir (57,58).

Hamilelik sirasinda leptospiroz gegiren kadinlarda belirti ve bulgular
hamileligin diger hastaliklar1 olan akut yagli karaciger, hipertansiyon, HELLP
(Hemoliz, artmis karaciger enzimleri, trombositopeni) sendromu gibi durumlarla
karigabilir (61,62). Transplasental gecis yaparak gebeligin erken donemlerinde
spontan diisiiklere yol acabilirken ileri donemlerde konjenital enfeksiyonlara yol

acabilir (63,64).

2.4.2. Leptospiroz Tanisi
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Leptospirozun 6n tanisinda klinik anamnez ve fizik muayene dnemlidir, fakat
hastaligin belirti, bulgu ve laboratuvar test sonuglari 6zgiil degildir ve bir¢ok
hastalikla karigabilmektedir. Hastaligin kesin tanisi hasta Orneklerinde bakterinin
varligmin veya bakteriye karsi olusan antikorlarin gosterilmesi ile koyulur.
Almabilecek Ornek tiirleri semptomlarin baglama zamanina gore degisir. Mikroskobi
ve kiiltiir testleri kan ornekleri belirtilerin baglamasindan sonraki bir hafta igerisinde
almmalidir. 7-10 giin sonra bakteriyemi sona erer ve bakteri bobreklerin proksimal
tiibiil epiteline yerlestigi i¢in idrarda salinim bagslar. Immiin fazda mikroskopik
inceleme ve kiiltlir i¢in taze idrar 6rnegi alinmali ve 6rnek pH’1 7,2 olacak sekilde
fosfat tamponlu salin eklenmelidir. Serolojik testler i¢inise kan veya serum, beyin-
omurilik sivist (BOS), ak6z humor 6rnekleri toplanabilir (65). Molekiiler testler icin

plazma tercih edilse de tam kan veya serum kullanilabilir (66).

Karanlik saha mikroskopisi spiroketler icin drnekte bakterinin gézlemlenmesi
amaciyla kullanilan en eski yontemlerden biridir. Hizli ve basit bir yontem olmasina
ragmen mililitrede on bin bakteriden yiiksek konsantrasyonda bakteri yiikii olmasi
gerekliligi nedeniyle duyarlihigi diisiiktiir. Ayrica kirlilik ve ortamdaki yabanci
maddelere bagli yanlis pozitif sonuglar verilebilecegi unutulmamalidir. Tecriibeli
personel gereklidir (65-67). Boyama yontemleri i¢in histokimyasal, immiin temelli
boyalar, giimiis boyalar1 kullanilabilir fakat bu yontemler de karanlik saha
mikroskopisi ile ayni dezavantajlara sahiptir. Gram boyama leptospiralarin

gosterilmesi i¢in uygun bir yontem degildir (66,67).

Kiiltiir temelli yaklasim ve bakteri izolasyonu bir¢ok enfeksiyonda oldugu gibi
leptospiroz icin de standart bir tani1 yontemidir. EMJH besiyeri veya Fletcher’in
yarikat1 besiyeri kullanilabilir. Mikroskopik yontemlere kiyasla daha duyarhidir ancak
bakterinin yavas iliremesi nedeniyle izolasyon ii¢ ay kadar siirebilmektedir. Kiiltiir ve
mikroskopi i¢cin almacak Ornegin antibiyotik tedavisi baslanmadan Once alimmmasi

gereklidir (65-67).

Serolojik testler klinik laboratuvarlarda sik kullanilan yontemlerdir. Leptospira
antijenlerine kars1 olusan IgM ve IgG antikorlar: tespit etmek amaciyla gelistirilmis
enzim bagimli, kemiliiminesan, immiinfloresan, immiinokromatografik testler gibi

bircok yontem olmasina ragmen MAT giiniimiizde serolojik gruplarin tayininde
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kullanilan en 6nemli serolojik testtir (65,67,68). 1/100 ve iistii konsantrasyonlarda
pozitiflik saptanmasi veya 1-2 hafta arayla alinan iki serum o6rneginde dort kattan
fazla artisin  goriilmesi tam1  koydurucudur. Etkenin serolojik varyantmnin
saptanmasinda yardimci olsa da hastaligin akut fazinda kullanimi kisitlidir. Zaman
alict ve tecriibe isteyen bir test olmasi, prosediirde canli bakteri kullanilmasi
gerekliligi ve biyogiivenlik riskleri nedeniyle giiniimiizde kullanimi1 referans
laboratuvarlar ile kisithdir. Antijen testleri ise zayif dogruluklar1 nedeniyle

kullanilmamaktadir (65-68).

Niikleik asit temelli testlerin gelismesi giinlimiizde bir¢ok etken i¢in oldugu
gibi leptospiralarda da tanida ¢igir agmistir. PCR yOntemi ile kan, doku, BOS, idrar
gibi bircok Ornekte hizli bir sekilde patojenik leptospiralara ait DNA tespiti
yapilabilmektedir (65,68). Giinlimiize kadar molekiiler yontemlerde ger¢ek zamanli
PCR, dongii aracili izotermal amplifikasyon (LAMP) gibi bircok yontemin gelismesi
bu testlerin uygulamasini kolaylastirmistir. Diger testler ile kiyaslandiginda ¢aligilan
ornege ve Ornegin almma zamanina gore duyarlilik degisebilmekle birlikte 6zgiilliik

genellikle %90’1n tizerindedir (69).

2.4.3. Leptospirozun Tedavisi ve Onlenmesi

Leptospirozun temel tedavisi destek tedavisi ve antibiyotiklerdir. ARDS gelisen
hastalarda ventilasyon kullanimi1 mortaliteyi azaltmaktadir (70). Bobrek yetmezligi
gelisen hastalarda gilinliik hemodiyaliz uygulamasinin mortaliteyi azalttig1
disiiniilmekle birlikte bu konuda daha fazla c¢alisma yapilmasi gereklidir (71).
Pulmoner hemoraji gelismesi durumunda plazmaferez ve ekstrakorporal membran
oksijenizasyonu (ECMO) kullanimi konusunda yapilan ¢aligmalarin sayis1 kisith

olmakla beraber hastane imkanlar1 dogrultusunda kullanilabilir (72).

Leptospiralar bir¢cok antibiyotige duyarli bakterilerdir ve yapilan in-vitro
caligmalarda beta laktam gruplarma, tetrasiklinlere, fluorokinolonlara, makrolidlere
ve streptomisine duyarli oldugu gdsterilmistir (73,74). Stvi mikrodiliisyon yontemi
ile bakteri i¢in minimum inhibitdr konsantrasyonu (MIC) tespit edilebilir, fakat

bakterinin lireme Ozellikleri nedeniyle duyarlilik testleri referans laboratuvarlar
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disinda kullanilmazlar (75,76). Hafif hastalikta doksisiklin veya azitromisin
kullanilabilirken agir hastalikta genellikle penisilin, doksisiklin veya sefotaksim
kullanilir (77,78). Leptospiralarin in-vitro olarak duyarli tespit edilmesine ragmen
antibiyotik tedavisinin etkinligi tartigmalidir. Antibiyotik tedavisinin hastaligin
mortalitesini, diyaliz ihtiyacin1 veya hastanede kalim siiresini azaltmadigini gosteren
kanitlar mevcuttur (79). Ayrica sifiliz ve Lyme gibi diger spiroket hastaliklarin
antibiyotik tedavisi sirasinda ortaya cikabilen; ates, hipotansiyon, titreme, tasikardi,
bas agris1 gibi belirti ve bulgularla izleyen Jarisch—Herxheimer reaksiyonu bu
hastalarin bir kisminda goriilebilmektedir (80,81). Antibiyotikler hastaligin sik
goriildiigli yerlerde hastaligi engellemek amaciyla profilaktik olarak kullanilabilir.
Haftada bir doz doksisiklin kullaninmi morbidite ve mortalitede azalma agisindan

onemlidir (82,83).

Leptospiroz asilar1 i¢in hayvanlarda birgok ¢aligma mevcut olmasina ragmen
insanlar icin veriler kisithdir (84). Leptospiralarin dig membran proteinleri ve LPS’ye
kars1 gelistirilen zayiflatilmis, inaktif ve rekombinant asilar gelistirilmistir ve birgok
hayvan tiiriinde giiniimiizde kullanilmaktadir (84—86). Insanlarda asi ¢alismalari
yetersizdir. Ticari olarak kullanilabilen asilar sadece Cin, Japonya, Fransa ve
Kiiba’da bulunmaktadir ve bu asilar sadece belirli serolojik varyantlara kars1 etkinligi

vardir (87).

2.5. Kemiriciler

2.5.1. Kemiricilerin Siniflandirilmasi ve Genel Ozellikleri

Kemiriciler taksonomik olarak Animalia aleminin Chordata subesinin
Mammalia smifinin altinda bulunan Rodentia takiminda bulunurlar. Rodentia takimi
farkli siniflandirma yontemlerine gore birgok alt takim, siiper aile ve ailelere ayrilir.
Bu takim yaklagik 481 cins ve 2277 tiirden olusur (88-90). Kemiriciler Antarktika
disinda tiim kitalarda bulunurlar ve gilinlimiizde kiiresel memeli biyocesitliliginin
yaklasik %42’sini olustururlar (89). Sigangiller, sincapgiller, kunduzgiller, oklu
kirpigiller, hamsterler, kobaylar, gerbiller ve kor fareler kemiriciler i¢in verilebilecek

orneklerdir. Kemiriciler ortak olarak alt ve iist ¢cenede birer ¢ift olacak sekilde,
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stirekli biiyiime 6zelligi olan kesici dislere sahiptirler. Boy, agirlik, kuyruk ve uzuv
boylari, kafatas1 ve dis yapilari, beslenme ozellikleri, sosyal yapilar1 gibi bir¢cok

ozellikleri bakimindan farkl 6zellikleri vardir (91).

2.5.2. Kemirici Kaynakh Hastahklar

Kemiriciler zoonozlarm en Onemli kaynaklarindan biridir. Hantavirisler,
Arenaviriisler, Lassa virlis, Yersinia pestis, Leptospira tirleri, Bartonella tirleri,
Leishmania tiirleri gibi bir¢cok viral, bakteriyel ve parazit etkenlerinin 1sirma gibi
dogrudan veya vektor aracili olarak ya da cevresel bulas gibi dolayli yollarla
insanlara bulagmasimdan sorumludur (92,93). Bu etkenler insanda Hantaviriis
pulmoner sendromu, Weil hastaligi, viseral Laysmanyaz gibi hayat1 tehdit eden
bircok hastaliga sebep olabilir. Tarim alanlarmin genislemesi ile birlikte kemirici
niifusunda artig ve kemirici-insan etkilesiminde artis kemirici kaynakli hastaliklarin

artmasia da sebep olmaktadir (88,92).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Patojenik Leptospira tiirlerinin yayilimimi gostermek icin Dokuz Eyliil
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmis 72/2016
Protokol No’lu; “Tiirkiye’nin Dogusundaki Bolgesindeki bazi illerde (Ardahan,
Bingdl, Bitlis, Elazig, Erzincan, Erzurum, Igdir, Kars, Malatya, Mus, Sivas, Tunceli,
Van) yasayan Apodemus spp., Microtus spp., Mus spp., Chionomys spp., Cricetulus
spp., Crocidura spp. tiirlerinde Hantaviriis varligmin ve dagiliminin arastirilmasi”
isimli Mustafa S6zen, Ferhat Matur, Ceylan Polat, Sercan Irmak, Muhsin Cogal,
Ortag Cetintag’in arastirict oldugu ¢alismada toplanmis 28 adet Apodemus spp, 83
adet Microtus spp, 23 adet Mus spp, 31 adet Chionomys spp, 21 adet Cricetulus spp,
12 adet Crocidura spp, dokuz adet Meriones spp, dort adet Mesocricetus spp olarak

toplam 211 adet kemiriciye ait arsivlenmis bobrek 6rnekleri kullanilda.

Orn.  Tiir (Fenotipik) Orn. | Tiir (Fenotipik)

No. No.

8014 Chionomys sp. 8125 Chionomys nivalis
8015 Chionomys sp. 8126 Chionomys nivalis
8016 Chionomys sp. 8127 Chionomys nivalis
8017 Chionomys sp. 8128 Chionomys nivalis
8018 Apodemus sp. 8129 Chionomys nivalis
8019 Apodemus sp. 8130 Chionomys nivalis
8020 Chionomys sp. 8131 Chionomys nivalis
8021 Apodemus mystacinus 8132 Chionomys nivalis
8022 Apodemus mystacinus 8133 Chionomys nivalis
8024 Apodemus mystacinus 8134 Microtus sp.

8025 Apodemus sp. 8135 Cricetulus migratorius
8026 Apodemus mystacinus 8136 Cricetulus migratorius
8027 Apodemus mystacinus 8137 Cricetulus migratorius
8028 Apodemus mystacinus 8138 Cricetulus migratorius
8029 Apodemus mystacinus 8139 Cricetulus migratorius
8030 Apodemus sp. 8140 Cricetulus migratorius
8031 Meriones tristrami 8141 Cricetulus migratorius
8032 Meriones tristrami 8142 Cricetulus migratorius
8033 Meriones tristrami 8143 Cricetulus migratorius
8034 Meriones tristrami 8144 Apodemus sp.

8035 Apodemus sp. 8145 Apodemus sp.

8036 Meriones tristrami 8146 Microtus sp.
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8037
8039
8040
8041
8042
8043
8044
8045
8046
8047
8048
8049
8050
8051
8052
8053
8054
8055
8056
8057
8058
8059
8060
8061
8062
8063
8064
8065
8066
8070
8071
8072
8073
8074
8075
8076
8077
8078
8079
8080
8081
8082
8083
8084
8085
8086
8087

Apodemus mystacinus
Microtus sp.
Microtus sp.
Microtus sp.
Meriones tristrami
Apodemus mystacinus
Apodemus mystacinus
Apodemus mystacinus
Apodemus mystacinus
Apodemus mystacinus
Apodemus mystacinus
Apodemus mystacinus
Apodemus sp.
Apodemus sp.
Crocidura sp.
Microtus sp.
Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Mus macedonicus
Mus macedonicus
Mus macedonicus
Crocidura sp.
Crocidura sp.
Crocidura sp.
Crocidura sp.
Crocidura sp.
Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

8147
8148
8149
8150
8151
8153
8154
8155
8156
8160
8161
8162
8163
8164
8165
8166
8167
8168
8169
8170
8171
8172
8173
8174
8175
8176
8177
8178
8179
8180
8181
8182
8183
8184
8185
8186
8187
8188
8189
8190
8191
8192
8193
8194
8195
8196
8197

Microtus sp.

Mus macedonicus
Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Microtus sp.

Mus macedonicus
Mus macedonicus
Mus macedonicus
Mus macedonicus
Mus macedonicus
Mus macedonicus
Mus macedonicus
Mus macedonicus
Mus macedonicus
Mus macedonicus
Mus macedonicus
Mus macedonicus
Mus macedonicus
Mus macedonicus
Mus macedonicus
Apodemus sp.
Apodemus sp.
Cricetulus migratorius
Cricetulus migratorius
Cricetulus migratorius
Cricetulus migratorius
Cricetulus migratorius
Cricetulus migratorius
Cricetulus migratorius
Meriones tristrami
Meriones tristrami
Meriones tristrami
Crocidura sp.
Crocidura sp.
Crocidura sp.
Microtus sp.
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8088 Microtus sp. 8198 Crocidura sp.
8089 Microtus sp. 8199 Crocidura sp.
8090 Microtus sp. 8200 Microtus sp.
8091 Microtus sp. 8201 Microtus sp.
8092 Microtus sp. 8202 Microtus sp.
8093 Microtus sp. 8203 Microtus sp.
8094 Microtus sp. 8204 Microtus sp.
8095 Chionomys nivalis 8205 Microtus sp.
8096 Chionomys nivalis 8206 Crocidura sp.
8097 Chionomys nivalis 8207 Microtus sp.
8098 Chionomys nivalis 8208 Microtus sp.
8099 Chionomys nivalis 8209 Microtus sp.
8100 Chionomys nivalis 8210 Microtus sp.
8101 Chionomys nivalis 8211 Mus sp.

8102 Chionomys nivalis 8212 Mus sp.

8103 Chionomys nivalis 8213 Mus sp.

8104 Chionomys nivalis 8214 Mus sp.

8105 Cricetulus migratorius 8216 Microtus sp.
8106 Cricetulus migratorius 8217 Microtus sp.
8107 Cricetulus migratorius 8218 Microtus sp.
8108 Mesocricetus brandti 8219 Microtus sp.
8109 Mesocricetus brandti 8220 Microtus sp.
8110 Mesocricetus brandti 8221 Microtus sp.
8111 Microtus sp. 8222 Microtus sp.
8112 Microtus sp. 8223 Microtus sp.
8113 Cricetulus migratorius 8224 Microtus sp.
8114 Apodemus sp. 8225 Microtus sp.
8115 Cricetulus migratorius 8226 Microtus sp.
8116 Apodemus sp. 8227 Microtus sp.
8117 Microtus sp. 8228 Microtus sp.
8118 Chionomys nivalis 8230 Microtus sp.
8119 Chionomys nivalis 8232 Microtus sp.
8120 Chionomys nivalis 8233 Microtus sp.
8121 Chionomys nivalis 8234 Microtus sp.
8122 Chionomys nivalis 8235 Microtus sp.
8123 Chionomys nivalis 8236 Mesocritus branthi
8124 Chionomys nivalis

Tablo 2. Saha calismasinda toplanan kemiricilerin numaralar1 ve fenotipik

olarak tayin edilmis cins ve tiir isimleri
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Sekil 3. Kemiricilerin toplandigi iller. Mavi noktalar 6rnek toplama alanlarinin

Tiirkiye Haritas1 iizerindeki izdiistimiinii gostermektedir.

3.2. Niikleik Asitlerin Ekstraksivonu

Chomczynski ve arkadaglari tarafindan tanimlanan guanidin-tiyosiyanat-fenol-
kloroform RNA ekstraksiyonu esasina dayanan bir ydntem olan TRIzol™
ekstraksiyonu uygulandi (94). RNAlater (ThermoFisher, ABD) icerisinde -80 °C’de
saklanmis bobrek Ornekleri c¢alisilmak iizere oda 1sisinda 15 dakika ¢oziinmesi
beklendi. Bobrek drneklerinden stetil bistiiri yardimiyla 50-100 miligram agirliginda
olacak sekilde kesitler alindi. Bu kesitler 0,5 mL TRIzol™ (ThermoFisher, ABD)
iceren 2 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine koyuldu. Ardindan bu tiiplerin her birine bir
adet steril c¢elik boncuk koyuldu. Tiiplerin kapaklar1 iyice kapatildiktan sonra
sizdirmazligi saglamak i¢in kapaklarin etrafi Parafilm Bant (3M, ABD) ile sarildi.
Tiipler homojenizator yardimiyla 30 frekansta 35-45 saniye homojenize edildi. Tam
olarak homojenize olmayan Ornekler icin 30 frekansta 5-10 saniye fazladan
homojenizasyon yapildi. Homojenizatlar pipet yardimiyla 1,5 mL yeni bir
mikrosantrifiij tiiplerine alinarak ¢elik boncuklardan ayrilmalari saglandi. O giin

icerisinde ¢alisilmayacak 6rnekler -80 °C’ye kaldirildi.

0,1 M NaOH c¢ozeltisi hazirlamak i¢in mol agirligr 40 g/mol olan anhidroz
sodyum hidroksit pelletlerinden 4 gram almnarak 500 mL distile su igerisinde

coziinene kadar balon joje icerisinde karistirildi. Pelletler ¢coziindiikten sonra olusan
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karigimin son hacmi 1000 mL olana kadar {izerinde distile su eklendi. Karigim oda

1sisinda saklandi.

0,1 M sodyum sitrat iceren 500 mL %10 etanol ¢6zeltisi hazirlamak i¢in formiil
agirhigr 357,15 g/mol olan Na;C¢Hs07.5% H,O pelletlerinden 17,85 gram alindi.
%10’luk etanol ¢ozeltisi igin %9611k etanol ¢ozeltisinden 52 mL alinarak son hacmi
500 mL olacak sekilde tizerine distile su eklendi. Olusan %10’luk etanol ¢ozeltinin
250 mL’si balon bir jojeye alind1 ve iizerine pelletler eklenerek karisimda tamamen
¢Oziinene kadar karistirildi. Olusan karisimin son hacmi 500 mL olana kadar lizerine

%10’luk etanol ¢ozeltisi eklendi.

%75’lik etanol ¢ozeltisinden 500 mL hazirlamak i¢in %96’lik etanol
cozeltisinden 390 mL alinarak iizerine karigimin son hacmi 500 mL olana kadar

distile su eklendi.

Faz separasyonu agamasi i¢in homojenizatlara 0,1 mL kloroform eklendi.
Tiipler dikkatlice kapatilarak yaklasik 15 saniye boyunca ters-diiz edilerek
karistirildi. Oda sicakhiginda 2-3 dakika inkiibe edilmeleri beklendi. Soliisyonlar
12.000 g kuvvetinde 15 dakika boyunca 4 °C sicaklhiginda santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra iistte renksiz sulu fazin, ortada beyaz renkli ara fazimn, altta kirmizi
organik fazin olustiigii goriildii. Ustteki saydam faz ileride baska ¢alismalarda RNA
ekstraksiyonunda kullanilmak tizere pipet yardimiyla dikkatlice almarak farkli bir 2
mL’lik mikrosantrifiij tiipline aktarildi. Geriye kalan ara ve organik fazin {izerine
0,15 mL etanol eklendi. Tipler kapaklar1 sikica kapatildiktan sonra birka¢ kez ters-
diiz edilerek karistirildi. Oda 1sisinda 2-3 dakika inkiibe edildi. Ornekler 2000 g’de 5
dakika boyunca 4 °C sicakliginda santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda tiiplerin
dibinde ¢okelti olusumu gozlendi. Cokeltiyi dagitmadan dikkatlice fenol, etanol ve
protein igeren siipernatan uzaklastirildi. Cokelti iceren tiiplere 0,1M sodyum sitrat
iceren %10’luk etanol ¢ozeltisinden 0,5 mL eklendi. Tiipler oda sicakliginda ara sira
karigtirilarak 20-30 dakika boyunca inkiibe edildi. Tiipler 2000 g’de 5 dakika
boyunca 4 °C sicakliginda santrifiij edildi ve siipernatan uzaklastirildi. Cokeltilerin
iizerine tekrar 0,1M sodyum sitrat igeren %10’luk etanol c¢ozeltisinden 0,5 mL
eklendi. Tiipler tekrar 2000 g’de 5 dakika boyunca 4 °C sicakliginda santrifiij edildi

ve siipernatan uzaklastirildi. Cokeltilerin {izerine %75’lik etanol ¢ozeltisinden 1 mL
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eklendi. Ornekler ara sira karistirilarak yaklasik 20 dakika inkiibe edildi. Tiipler 2000
g’de 5 dakika boyunca 4 °C sicakliginda santriflij edildi ve siipernatan uzaklastirildi.
Cokeltilerdeki fazla etanoliin uzaklastirilmasi igin tiiplerin kapaklar1 acik kalacak
sekilde oda 1sisinda 10 dakika kadar inkiibe edildi. Bu siirede siirekli gozlemle
cokeltilerin tamamen kurumasi engellendi. Cokeltilerin iizerine 8mM sodyum
hidroksit ¢ozeltisinden 0,3 mL eklendi. Cokelti ¢oziinene kadar yaklasik 5 dakika
hafifce ters-diiz edilerek karistirildi. Ornekler 12000 g’de 10 dakika boyunca 4 °C
sicakliginda santrifiij edildi. DNA iceren siipernatan 1,5 veya 2 mL’lik ayr1 bir
mikrosantrifiij tiipline aktarildi. Bu tiipler ileride yapilacak PCR icin -80 °C’de

saklandi.

3.3. Polimeraz Zincir Tepkimesi Basamaklar

3.3.1. Primerlerin Hazirlanmasi

SecY genini hedefleyen primerlerin LipL32, flaB, rrs gibi gen bdlgelerini
hedefleyen primerlerden kismen daha basarili oldugu goriilmiistiir (31). Bunun
iizerine Leptospiralarin orneklerden tespiti i¢cin S10-spc-alfa operonu iizerinde
bulunan SecY genini hedefleyen G1 ve G2 primer seti kullanildi (95). Bu primer
setinin L. kirschneri disimdaki tiirlerin tespitinde yiiksek basar1 gosterdigi literatiirde
birgok  ¢alismada  goOsterilmistir  (31,96-98). Gl primeri 5 -
CTGAATCGCTGTATAAAAGT - 3° dizisinden, G2 primeri ise 5 —
GGAAAACAAATGGTCGGAAG - 3’ dizisinden olusmaktadir. Bu primer seti SecY
geni lizerinde 285 baz ¢ifti uzunlugundaki bir bolgeyi ¢cogaltmay1 saglar (31). Bu
primer seti leptospiralarin bobrek Orneklerindeki varliginin taranmasi amaciyla
kullanildi. Yine SecY geni lizerindeki 549 baz ¢ifti uzunlugunda bir bolgeyi
cogaltmay1 saglayan, ileri yonli Fr549 5° — ATGCCGATCATTTTTGCTTC — 3’ ve
geri yonlii Rv549 5° — CCTTCCTTTAATTTTAGACTTTTTC — 3’ dizilimine sahip
farkli bir primer seti ise Gl ve G2 primerleri ile pozitif saptanan Orneklerin

dogrulanmas1 amaciyla kullanildi.

PCR i¢in Gl ve G2 primerleri Alfagen (Tiirkiye) tarafindan sentezlenerek

liyofilize sekilde tarafimiza teslim edildi. Primerler Alfagen tarafindan saglanan
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primer sulandirma protokoliine uygun olacak sekilde 100 pM konsantrasyonunda,
Gl i¢in 735 pL, G2 i¢in 714 pL hacminde stok soliisyonlar1 enjeksiyonluk distile su
ile hazirlandi. Ardindan bu stok soliisyonlarindan 100 pL ve enjeksiyonluk distile
sudan 900 puL alinarak karistirildi ve 10 pM’lik 1 mL ¢alisma soliisyonlar1 hazirlandi.
Bu soliisyonlar 100 pL’lik alikotlara ayrildi. Olusturulan stok soliisyonu ve ¢alisma

soliisyonu alikotlar1 — 20 °C’de saklandu.

Fr549 ve Rv549 primerleri ise Tirkiye Halk Saglhigi Kurumu Mikrobiyoloji

Referans Laboratuvarlari tarafindan saglanda.

3.3.2. Pozitif Kontroliin Temini

Reaksiyonlarin basarili gerceklestigini gostermek ve reaksiyon karisimi ve
isilarm1 optimize etmek amaciyla Tiirkiye Halk Saglhigi Kurumu’ndan anonim bir

pozitif insan serum Ornegi temin edildi.

3.3.3. Reaksivonlarin Hazirlanmasi

Tarama reaksiyonu karisimi hazirlamak i¢in enjeksiyonluk distile su,
Amonyum siilfat iceren magnezyum kloriir icermeyen 10X Taq tamponu (Thermo
Scientific, ABD), 25 mM MgCl, (Thermo Scientific, ABD), 100mM dATP, dCTP,
dGTP, dTTP iceren dNTP karisimi1 (Applied Biological Materials, Kanada) ve SU/uL
konsantrasyonda enzim igeren rekombinant Taq DNA polimeraz (Thermo Scientific,

ABD) kullanildi.

Reaksiyon optimizasyonu i¢in ilk karisim, reaksiyon basmna hacimleri

asagidaki gibi olmak tizere 1,5 mL’lik steril mikrosantrifiij tiiplinde hazirlandi:
1. 13,3 uL enjeksiyonluk distile su
2. 2,5 pL Taq tamponu
3. 1,8 uL MgCl, karigimi

4. 1 pL ANTP karigimu
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5. 2,5 uL G1 primer ¢aligma soliisyonu
6. 2,5 uL G2 primer ¢alisma soliisyonu
7. 0,4 uL Tag DNA polimeraz karisimi

Hazirlanan karisim 0,2 pL’lik PCR tiiplerine dagitildi. Her PCR tiipiine 1 uL
ornek koyulurken tiiplerden birine 1 pL pozitif kontrol, digerine ise olas1
kontaminasyonu degerlendirmek amaciyla negatif kontrol olarak 1 pL enjeksiyonluk

distile su koyuldu. Tiipler sikica kapatild1 ve termal dongiileyiciye yerlestirildi.

Dogrulama reaksiyonu karigimi hazirlamak i¢in tarama reaksiyonu karisiminda
kullanilan sarf malzemeler kullanildi. Malzemeler, reaksiyon basma hacimleri

asagidaki gibi olacak sekilde 1,5 mL’lik steril mikrosantrifiij tiiptinde hazirlandz:

—_—

. 17,1 puL enjeksiyonluk distile su

\S)

. 2,5 pL Taq tamponu

[98)

. 2 uL MgCl, karisimi

N

. 1 uL dNTP karigimi

93]

. 0,5 uLL G1 primer ¢alisma soliisyonu

@)

. 0,5 uLL G2 primer ¢alisma soliisyonu

~

. 0,4 uL Tag DNA polimeraz karisimi1

Hazirlanan karisim 0,2 pL’lik PCR tiiplerine dagitildiktan sonra G1/G2 primer
seti ile pozitiflik saptanan orneklerden 1 pL alinarak bu tiiplere aktarildi. Tiipler

sikica kapatild1 ve termal dongiileyiciye yerlestirildi.

3.3.4. Polimeraz Zincir Tepkimesi

Tarama reaksiyonu i¢in tiipler Techne TC-3000 Termal Dongiileyici cihazina

yerlestirildi. Reaksiyonun sicaklik dengeleri asagidaki gibi ayarlandi:

On 1sitma: 95 °C — 3 dakika
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35 dongti i¢in:

Denatiirasyon: 95 °C — 30 saniye
Baglanma: 55 °C — 30 saniye
Uzama: 72 °C — 1 dakika

Dongiiler sonrast
Son uzama: 72 °C — 5 dakika

Bekleme: 4 °C — Sonsuz

Dogrulama reaksiyonu i¢in ayni cihaz kullanildi. Reaksiyon sicaklik degerleri

asagidaki gibi ayarlandt:
On 1sitma: 95 °C — 3 dakika

35 dongii i¢in:

Denatiirasyon: 95 °C — 30 saniye
Baglanma: 52 °C — 30 saniye
Uzama: 72 °C — 1 dakika

Dongiiler sonrasi
Son uzama: 72 °C — 5 dakika

Bekleme: 4 °C — Sonsuz

3.3.5. Jel Elektroforezi

PCR firiinlerinin goriintiilenmesi amaciyla jel elektroforezi hazirlandi. 10X
TBE Elektroforez Tamponundan (Thermo Scientific, ABD) 100 mL alinarak iizerine
1 litreye tamamlanacak kadar distile su eklendi. Olusan 1X TBE soliisyonu cam
sisede saklandi. 50 mL 1X TBE soliisyonu agaroz jel hazirlamak iizere baska bir
kiiclik cam siseye aktarildi. Hassas tartida 0,75 gram agaroz tartild1 ve 50 mL’lik 1X
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TBE soliisyonuna eklendi. Karisim mikrodalga firin yardimiyla isitilarak agarozun
soliisyon i¢inde tamamen c¢oziinmesi saglandi. Karigimin bir miktar sogumasi
beklendikten sonra 2,5 plL. SafeView™ Classic (Applied Biological Materials,
Kanada) niikleik asit boyasi eklendi ve tamamen ¢ozlinene kadar karistirildi. Karisim
el yakmayacak sicakliga gelinceye kadar beklendi ve ardindan Owl™ EasyCast™
B1 (Thermo Scientific, ABD) jel elektroforez tablosuna dokiildii ve kuyucuk
taraklar1 takildi. 30 dakika sonra jel dondu ve taraklar dikkatlice g¢ikarildi Jel,
elektroforez i¢in uygun pozisyona getirildikten sonra iizerine jelin ylizeyini
kaplayacak ancak tepsi smirin1 asmayacak kadar 1X TBE soliisyonu eklendi.
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ruler (Thermo Scientific, ABD) DNA merdiveni ve
PCR iirlinlerinden 5 pL almarak 1 pL 6X Loading Dye (Fermentas, ABD) yiikleme
boyasi ile karistirildi ve bu karisimin 5 pL’si kuyucuklara aktarildi. Anot ve katot
kablolar1 katot kuyucuklara yakin olacak sekilde baglandiktan sonra gii¢c kaynagina
baglandi. Gii¢ kaynag1 120 Volt potansiyelinde, 80 mAmp akim siddetinde, 40
dakika siirecek sekilde calistirildi. Yiriitme sonrasi jeli goriintiilemek icin TFX-
35.MC UV Transilliminatér (Vilber Lourmat, Fransa) kullanildi. Jelin goriintiileri

akillr telefon kameras1 veya kamera kullanilarak dijital ortama aktarilip saklanda.
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Sekil 4. Optimizasyon ¢alismasi sonucunun jel elektroforez goriintiisii. Soldan
saga olacak sekilde ilk sirada DNA merdiveni; 2, 4 ve 6. siralarda pozitif kontroller,
3 ve 5. swralarda negatif kontroller yer almakta. Pozitif kontrol bandinin merdivende
yaklagik 285 baz ciftlik bolgeye denk gelmesi reaksiyonun olumlu gerceklestigini

gosterdi.

3.4. DNA dizilimi analizi

Sanger sekans1 yontemi Makrogen Biyomiihendislik tarafindan gerceklestirildi.
Tarama ve dogrulama primerleri ile ¢ogaltilan bdlgelerin DNA dizi analizi i¢in bu
bdlgelerin PCR iiriinleri Sanger sekansi yontemi ile analiz edilmek iizere her 6rnege
ait 10 pL PCR iiriinii, 5 pL ileri yonde primer ve 5 pL geri yonde primer ile olacak
sekilde iki farkli sekilde karistirildi. Bu karisimlar Makrogen Biyomiihendislik’e
firma Onerileri dogrultusunda gonderildi. Analiz sonuglar1 e-posta yoluyla firma
tarafindan iletildi. Elektroferogram dosyalar1 Molecular Evolutionary Genetic

Analysis (MEGA) programmin 11. siiriimii ile goriintiilenerek incelendi. Ters yonde
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primerle elde edilen dizi ters ¢evirilip tamamlayict dizisi alinarak ileri yondeki
primerle elde edilen dizi ile eslestirildi. Elektroferogramdaki uyumsuzluklar diziler
iki yonlii incelenerek ¢oziimlendi. GenBank genetik dizi veritabanindan elde edilen
CP092660, EU358025, CP0919662, MT233032, OY754503, CP0972630, CP
030142, CP028370, EU357972 dizileri referans olarak kullanilmak {iizere diziler
ClustalW sistemi ile hizaland1 (99).

3.5. Filogenetik Analiz

Filogenetik aga¢ olusturmak icin GenBank veritabanindan bu c¢alismada
kullanilan bolgeye denk gelen 49 adet Leptospira spp. dizisi kullanildi. MEGA 11
programi kullanilarak bu calisgmadaki bes dizi ile birlikte toplam 54 adet dizinin
bulundugu grup ClustalW sistemi ile hizalandi. Diziler Maximum Likelihood
yontemi ve Jukes-Cantor modeli kullanilarak orijinal filogenetik agac¢ olusturuldu.

Bootstrap ortak agact ise 1000 tekrar sonucu olusturuldu (99-101).
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4. BULGULAR

4.1. PCR ve Jel Elektroforezi Sonuclari

Saha g¢aligmasinda toplanmis olan kemiricilere ait 211 bobrek Ornegi SecY
genini hedefleyen primerlerle taramasi yapildi ve 8153, 8155, 8167, 8175 ve 8233
numaralar1 orneklerde jel elektroforezinde yaklasik 285 baz ¢iftlik bdlgeye denk
gelen bant tespit edildi.

Sekil 5. Tarama primerleri ile pozitiflik saptanan Orneklerin jel goriintiisii.
Soldan saga olmak {lizere kuyucuklara sirasiyla 100 baz ciftlik DNA merdiveni,
pozitif kontrol, negatif kontrol, 8233, 8222, 8167, 8175, 8144, 8146, 8153, 8155,
8126, 8117 ve pozitif kontrol (tekrar) koyuldu.

Ornek | Kemirici Bolge Boylam Enlem

8153 Microtus sp. Boyal1 Kdyii, Suluova, Amasya | 40.784958° | 35.795565°

8155 Microtus sp. Boyal1 Kdyii, Suluova, Amasya | 40.785487° | 35.796761°

8167 Mus Boyali1 Kdyii, Suluova, Amasya | 40.784040° | 35.798178°
macedonicus
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8175 Mus Boyal1 Kdyii, Suluova, Amasya 40.784040° | 35.798178°
macedonicus

8233 Microtus sp. Boyali Kdyii, Suluova, Amasya | 40.78586° | 35.81122°

Tablo 3. Taramada pozitiflik saptanan 6rneklerin konak hayvanlar1 ve konum

bilgileri

Tarama primerleri ile pozitiflik saptanan 5 6rnek ile dogrulama primerleri
kullanilarak PCR yapildi. Bu orneklerin hepsinde DNA merdiveninde 549 bazlik
bolgeye denk gelen elektroforez bantlari tespit edildi.

Sekil 6. Dogrulama primerleri kullanilarak ¢ogaltilmig PCR iirlinlerinin jel
elektroforez goriintiisii. Soldan saga olmak iizere kuyucuklara 100 baz ¢iftlik DNA
merdiveni, 2 adet bos kuyucuk, 8153, 8155, 8167, 8175 ve 8233 numarali 6rnekler
koyuldu. 8167, 8175 ve 8233 numarali 6rneklerde DNA merdiveninde yaklagik 549
bazlik bdlgeye denk gelen elektroforez bandi tespit edildi. 8153 numarali 6rnekte
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bant goriilmemesi ve 8155 numarali 6rnekte zayif bant goériilmesi iizerine bu

orneklerin PCR iirlinleri ayni primerlerle tekrar cogaltildi.

Sekil 7. 8153 ve 8155 numarali 6rneklerin tekrar PCR islemi sonrasi jel
elektroforez goriintiileri. Soldan saga olmak iizere kuyucuklara 100 baz ¢iftlik DNA
merdiveni, 2 adet 8153 numarali 6rnegin tekrar ¢ogaltilmig {riinii, 2 adet 8155
numarali Ornegin tekrar ¢ogaltilmis iiriinii koyuldu. Bu iki O6rnekte de DNA
merdiveninde yaklasik 549 baz ¢iftlik bolgeye denk gelen elektroforez bantlar tespit
edildi.

4.2. Sanger Sekansi Sonuclar

Makrogen Biyomiihendislik tarafindan analizleri yapilan orneklerin MEGA
program ile yapilan incelemesinde ClustalW yontemi ile hizalanarak 536-549 baz

uzunlugunda diziler elde edildi.
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
ATC A TAC CT TG GT TG G AANGG GACT ATGGGTCTTTTTAATCCAT TCT CT CAGATTT GTTAT CX GAGITATTTTATTTCGAANC TTATACCGCTTTAATTGCTTCTTTGCTT AT

Sekil 8. 8153 numarali 6rnege ait ileri yonlii primer ile yapilan dizi analizi

elektroferogrami

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
CTC C A A GT GCCAC C CCTGACCAT AATT ATGAA GAGAAGT CCACC GAAT @ AT AAACCTAAGATT CCACCGCCGGAGTTAGAGETCAAATCT AAGAATTTT AT AAT AATATAAGGE

120 130 140 150 160 170 180 190 200 10 220 230 240
TAAT @WCAAACCT GCCAGAAACAT AGCTCCGGGAAGAGT GATTCTATTTAACACTTTTTCAATATATTCTTTT GT GT GAGAACC CGGAC GAATTCC TGGAATGAATCCACCGTATT TTTTCAA

370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
AAAATCCATAATCACTGCCCATCCAGCCCATTCTTGACTACGATT AGATAAC CATT GAATAAT CGTCTGAGGAAATAAAATCAAAGAC GAAGCAAAAT GAT C GAUAT AAAGAAGTCTAA A AAAG

Sekil 9. 8153 numarali 6rnege ait geri yonlii primer ile yapilan dizi analizi

elektroferogrami
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100 110 120
TAT ACCGCTTTAATTGT AT TCTTTGCT

10 20 30 50 60 70
C@WTCAT TGAC GOTG G G AG @ ATGGAT TGO G GAAATT ATTAAT CCATT CT €T AA GATTT GG AT CAT GCGTT

o S SR s AN A WA AR

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
TACTTTTATACAGCGAT TCAGT TTAATCCTGCAGAATTGGC TGAGAAT TTGAAAAAATACGGTGGAT TCAT TCCAGGAATTC GTCCGGGT TCTCACACAAAAGAAT AT ATT GAAAAAGT GTTAAAT

AN AN AL AN A A A AN WA AR A A AR A

330

250 260 270 280 290
AGAATCACT CTTCCCGGAGCT ATGTTTCTTGCAGGTTTGGE AT TAGCACC [ GAGE

340 350 360 370
ACTCOGGOGGT GGATCTTTGGTT TAT ACATT CGGT GGAAC

g

470 480 490
AAGTCT AAAATT AA G GGACGGAAGGAAAMT MG TT

AN NN AW I AR AN A I

380 390 400 1o 420 430 40 450 460
TTCTCTTCTAATTATGGT AGGGGTTGC ACT CGAGACTTTAAAACAAATTGAGTCTCAACTTTTAATGAGAAATTATGAAGGCTTCAT GA

AN WA AN A WA ANV VWAV A WA A A VANV AW A

Sekil 10. 8155 numarali 6rnege ait ileri yonlii primer ile yapilan dizi analizi

elektroferogrami

10 20 30 40 50 &0 0 80 90 100
ATG AGGATCT TAAATACCT CT AGAAGAAT OWCAC T AA ATAAGTAAGAATA CAA CC CGGCC GAATTT AT AMACCCATTTTCCA TTGAC GGAATT AGAGCT CAAATCT,

110
AGAATTTTATAA

120 130 140 150 160 170 180 1%0 200 210 220 230 40
TAATATAAGGT GCTAATGCCAAACCTGCA MG AAACATAGCTCCGGGAAGAGTGAT TCTAT TTAACACTTTTTCAATATATTCTTTTGT GT GAGAACCCGGACGAATTCCTGGAAT GAAT CCAC CGT

VWA AW A AAAN AN AN AW

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
ATTTTTTCAAATT CTCAGCCAATTCTGCAGGAT TAAACTGAATCGCTGT AT AAAAGT AAGCAAAGAAT ACAATTAAAGC GGT AT AAATT AC GAAAT AAAAT AACGCATGAT ACCAAATCT GAGAG AN

A AAAANM
AVAAYY

380

390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
TGGATT AAAAAAATCCATAAT CACTGCCCATCCAGCCCATT CTTGACTACT ATT AGAT AACCATTGAATAATCGT CT GAGGAAAT AAAAT CAAAGACGAAGCAAAAATG AT CGGCAT AGAGCTTT

IV AP AN AN MNPl WA A A AN ASAN ARV AN ANV AR AN A A A AV

500 510 520 530 540 350 560 570 580 590 600 610 620
GGAAGAAGT ATAAAATT AAAGG ACGGG A AGA AGTCAAAMATT AMGGGACGGG ACC GTAACAAAACGET GG GG GG A\CAGTGGACGC A (IGGGAGA\TA AT AT GCTAGG AGA T GGGG A MGG AGTGT

AN ANV NN s

Sekil 11. 8155 numarali 6rnege ait geri yonlii primer ile yapilan dizi analizi

elektroferogrami
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10 20 30 40 50 60 b 80 90 100 110
FGC AT AGGAT TTTTTT AAT CCATTC TCT CAGATTT GGI AT CAT GC GT TATTTTATTTCGTAATTTATACCGCTT TAATT G ATTCTTTGCTTACT TTTATACAGCGATT CAGTT

i

210 220 230 240
TTGAAAAAGT GTTAAATAGAATCACT CTT CCCGGAGCT AT

JAVARCAATSY

WA IV
00

120 130 140 150 160 170 180 150 2
TAATCCTGCAGAATTGGCTGAGAAT TT GAAAAAATACGGTGGATTCAT TCCAGGAAT TCGTCCGGGT TCTCACACAAAAGAATAT A’

VAN A o o A AR A A AR AP A g W A

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
GITTCTTGCAGGTTTGGCATTAGCACCT TATATTATTATAAAATT CTTAGATTTGAGCT CTAACTCCGGCGGTGGATCTTTGGTTTATACATTCGGT GGAACTTCTCTT CTAATTATGGT AGGG

A A A AR A R A v

410 420 430 440 450 460 470 480 450
TGAGAAATTAT GAAGGCT T CAT GAAGAAGTCTAA AT AGAGGGAACGE ANMGCAAAGGAAAACCCGT AAAAAL GC GGTCTCG CGG

NN A AN

370 380 390 400
GITGCACTCGAGACTT TAAAACAAATT GAGT CT CAACTTTTAA

e L A AL

AP

A W A A

Sekil 12. 8167 numarali 6rnege ait ileri yonlii primer ile yapilan dizi analizi

elektroferogrami

10 20 30 40 50 60 70 &0 90 1 110
AGT CAATTT GI TTTAAA @CTC GAGT GCAACCCCT ACCATAATTAGAAGAGAAGT TCCACCGAAT GT ATAAACCAAAGAT CCACCGCCGGAGTTAGAGCTCAAATCTAAGAATTTTA

£ AN AP AR WA A A A oy

120 130 140 150 160 170 1 150 200 210 220 230 240
TAATAATATAAGGT GOTAAT GO CAAACCTGCAAGAAACATAGCT CCGGGAAGAGTGATTCTAT TTAACACTTT TTCAATAT ATT CT TTTGTGT GAGAACCCGGACGAATTCCT GGAAT GAAT CCACC

A A AN AN A AAAPARMA W Al A AP A A AR

310 320 330 340 350 360 370
GCAAAGAATACAATTAAAGCGGT AT AAATTAC GAAATAAAATAACGCATGAT ACCAAATCTGAGA

250 260 270 280 290 300
GTATTTTTTCAAATT CTCAGCCAATT CTGCAGGAT TAAACTGAATCGCTGTAT AAAAGT AN

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
GAATGGATTAAAAAAATCCATAAT CACTGCCCAT CCAGCCCATTCTTGACTACTATTAGATAACCATTGAATAAT CGTCTGAGGAAATAAAAT CAAAGACGAAGE AAG AAA ACCCCC CAAAAAA AAA

VMM AW A AN A AN A A AN Vi

y ‘-‘\J\/\ Wy M ﬂf\ r”\;‘\j\r'\t‘\/\

Sekil 13. 8167 numarali 6rnege ait geri yonlii primer ile yapilan dizi analizi

elektroferogrami
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
A TTTIACTAG GT AMMAT AA A C GAATT AA GCT ACT GTC G TAGA AGGAAGGGATTAT GG TTTTTTAATCCATTCTCTCAGATT GGTATCAT GC GTTATTTTATTTC GTAATTTATACC

POV AW AN W

210 22 230 240
ATACGGTGGATTCATTCCAGGTTTCGTCCGGGTTCTCACACAAAAGAA

AR AN A A AN AR A AW

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
TATATTGAAAAAGT GTT AAAT AGAATCACTCTT CCCGGAGCTATGTTTCTT GCAGGTTTGGCATTAGCACCTTATATTATTATAAAATTCTTAGATTTGAGCTCTAACTCCGGCGGTGGATCTTTG

A A W A A AR A AR AN W A )

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
GTTTATACATTCGGTGGAACTTCTCTTCTAATTATGGTAGGGGT TGCACTCGAGACTT TAAAACAAATTGAGT CTCAACTT TT AATGAGAAATT ATGAAGGCT TCATGAAGAAGT CTAAAATT AA

Wl A o A A A

s10 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
GGGACGGAAAGAAAAGAANCOCGGC AA A CTTAL AAGA CGGCGT 4 GGAN CATGATGACTTG CCC 4 GG GGG GT T GCCAGC T GTGCC TGA TGGGGT GGG GGTT GGTAGTGTG GI GC

WV pamanghy

Sekil 14. 8175 numarali 6rnege ait ileri yonlii primer ile yapilan dizi analizi

elektroferogrami

10 20 30 40 50 60 70 &0 90 100 110 120
CTTIT AAATACTGA CTAGT ACTTANTAGE CACT A CCAT A AT T AGAAGAGAAGTTCCAC CGAATGT AT AMACCAAAGATCCACCGCC GG AGT TAGAGCTCAAATCTAAGAATTTTATAATAATAT

AR
AR
PVIVY

) . oo Lt VY VW A A A WA A W A

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
AAGGT GCTAAT GC CAAACCTGCAAGAAACATAGCTCCGGGAAGAGTGATTCTATTTAACACTTTT TCAATATATTCTTT TGT GT GAGAACCCGGACGAATTCCTGGAAT GAAT CCACCGTATTTTT

AN AW AN A MMM AAWAAAW WA AV AWM WA W

260 270 280 290 300 30 320 330 340 350 360 370
TCAAATTCTCAGCCAATT CT GCAGGATTAAACTGAAT CGCT GTATAAAAGTAAGCAAAGAAT ACAATTAAAGCGGTAT AAATTACGAAATAAAATAACGCAT GATACCAAAT CT GAGAGAAT GGATT

oy
VWA

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
AAAAAAAT CCAT AATCACT GCCCATCCAGCCCATTCTTGACTACTATTAGATAACCATT GAATAATCGTCTGAGGAAAT AAAAT CAAAGACGAAGCAAAA TGAATC GACAT AGAGGAGGTCTAA

A AR A AAMAMAAN A A A A AN AP A AWV ANV o AN

Sekil 15. 8175 numarali 6rnege ait geri yonlii primer ile yapilan dizi analizi

elektroferogrami
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
GGGC CCCCTGGGTAMCICAAG A MTT AATCCCATT GTCCGCT GAGAM G GAGGTT AGGG ATTTTTTTAATCCAT TCTCTCAGATTTGGTATCAT GCGTTATTTTATTTCGTAATTTAT ACCGC

130 140 150 160
TTTAATTGTATTCTTTGCTTACTTTTATACAGCGATTCAGTTT.

W A AN

380 3% 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
TTTAT ACATTCGGTGGAACTTCTCTTCTAATTATGGT AGGGGTTGCACTCGAGACTTTAAAACAAATTGAGTCTCAACTTTT AATGAGAAATT AT GAAGGCT TCAT GAAGAAGT CTAAAATTAAGG

WA WA W W W A WA WMV A ANV v

10 520 530 540 550 560 570 5 590 600 610 620
GACGGAAGCAAATATT TTTCGGGATAANA C AGACAAT GTTCG GCATAATGATAGTG CA GAGT GTGTA € TTGT ATGC TT A ATGG CGGGT TG GGTA C TTTGG/'G GGG\ GGGT GG A TAAGT

Sekil 16. 8233 numarali 6rnege ait ileri yonlii primer ile yapilan dizi analizi

elektroferogrami

10 20 30 40 50 60 70 80 S0 100 110 120
TTATT AAATGACTGAT TAGT CC TTAA GLGAAAAGA GG @ C GA A GTA GA GAAG@T CCACCG AATGT AT AAACCAAAGAT CCACCGCCGG AGTTAGAGCTCAAATCTAAGAATTTTATAATAATA

) . e e AN AW A W WA AN

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
TAAGGTGCTAAT GCCAAACCTGCAAG AAACATAGCTCCGGGAAGAGTGATTCTATTTAACACTTTTTCAATATATTCTTTTGTGTGAGAACCCGGACGAATTCCTGGAAT GAATCCACCGTATTTT

0N A A AN A A AU AN A A

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
TTCAAATTCTCAGCCAATTCTGCAGGATTAAACTGAATCGCTGTATAAAAGT AAGCAAAGAATACAAT TAAAGCGAT AT AAATTACGAAAT AAAATAACGCATGATACCAAAT CTGAGAGAATGGA

O N O O Y A A A A

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
TTAAAAAAATCCATAAT CACTGCCCAT CCAGCCCATTCTTGACTACTATTAGATAACCATTGAATAATCGT CT GAGGAAAT AAAAT CAAAGACGAAGC AAAGATAA € GGGG AAAAGAGAAGTTTA

P AW A MV AWMV AN AAAN AN AN AN Mo/ it M

WA WA AWY

Sekil 17. 8233 numarali 6rnege ait geri yonlii primer ile yapilan dizi analizi

elektroferogrami
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Nikleotit

Nikleotit Dizilimi

Strast;

Ornekler

1 -40;

8153 ATGCCGATCATTTTTGCTTCGTCTTTGATTTTATTTCCTC
8155 ATGCCGATCATTTTTGCTTCGTCTTTGATTTTATTTCCTC
8167 | mmmmmmmmam- - TTGCTTCGTCTTTGATTTTATTTCCTC
8175 ATGCCGATCATTTTTGCTTCGTCTTTGATTTTATTTCCTC
8233 | eeeememm--- TTTGCTTCGTCTTTGATTTTATTTCCTC

41 — 80;

8153 AGACGATTATTCAATGGTTATCTAATCGTAGTCAAGAATG
8155 AGACGATTATTCAATGGTTATCTAATAGTAGTCAAGAATG
8167 AGACGATTATTCAATGGTTATCTAATAGTAGTCAAGAATG
8175 AGACGATTATTCAATGGTTATCTAATAGTAGTCAAGAATG
8233 AGACGATTATTCAATGGTTATCTAATAGTAGTCAAGAATG
81 —-120;

8153 GGCTGGATGGGCAGTGATTATGGATTTTTTTAATCCATTC
8155 GGCTGGATGGGCAGTGATTATGGATTTTTTTAATCCATTC
8167 GGCTGGATGGGCAGTGATTATGGATTTTTTTAATCCATTC
8175 GGCTGGATGGGCAGTGATTATGGATTTTTTTAATCCATTC
8233 GGCTGGATGGGCAGTGATTATGGATTTTTTTAATCCATTC
121 - 160;

8153 TCTCAGATTTGGTATCATGCGTTATTTTATTTCGTAATTT
8155 TCTCAGATTTGGTATCATGCGTTATTTTATTTCGTAATTT
8167 TCTCAGATTTGGTATCATGCGTTATTTTATTTCGTAATTT
8175 TCTCAGATTTGGTATCATGCGTTATTTTATTTCGTAATTT
8233 TCTCAGATTTGGTATCATGCGTTATTTTATTTCGTAATTT
161 —200; 8153

8155 ATACCGCTTTAATTGTATTCTTTGCTTACTTTTATACAGC
8167 ATACCGCTTTAATTGTATTCTTTGCTTACTTTTATACAGC
8175 ATACCGCTTTAATTGTATTCTTTGCTTACTTTTATACAGC
8233 ATACCGCTTTAATTGTATTCTTTGCTTACTTTTATACAGC

ATACCGCTTTAATTGTATTCTTTGCTTACTTTTATACAGC

201 — 240, 8153
8155
8167
8175
8233

GATTCAGTTTAATCCTGCAGAATTGGCTGAGAATTTGAAA
GATTCAGTTTAATCCTGCAGAATTGGCTGAGAATTTGAAA
GATTCAGTTTAATCCTGCAGAATTGGCTGAGAATTTGAAA
GATTCAGTTTAATCCTGCAGAATTGGCTGAGAATTTGAAA
GATTCAGTTTAATCCTGCAGAATTGGCTGAGAATTTGAAA
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241 —280; 8153
8155
8167
8175
8233

AAATACGGTGGATTCATTCCAGGAATTCGTCCGGGTTCTC
AAATACGGTGGATTCATTCCAGGAATTCGTCCGGGTTCTC
AAATACGGTGGATTCATTCCAGGAATTCGTCCGGGTTCTC
AAATACGGTGGATTCATTCCAGGAATTCGTCCGGGTTCTC
AAATACGGTGGATTCATTCCAGGAATTCGTCCGGGTTCTC

281 —320; 8153
8155
8167
8175
8233

ACACAAAAGAATATATTGAAAAAGTGTTAAATAGAATCAC
ACACAAAAGAATATATTGAAAAAGTGTTAAATAGAATCAC
ACACAAAAGAATATATTGAAAAAGTGTTAAATAGAATCAC
ACACAAAAGAATATATTGAAAAAGTGTTAAATAGAATCAC
ACACAAAAGAATATATTGAAAAAGTGTTAAATAGAATCAC

321 -360; 8153
8155
8167
8175
8233

TCTTCCCGGAGCTATGTTTCTTGCAGGTTTGGCATTAGCA
TCTTCCCGGAGCTATGTTTCTTGCAGGTTTGGCATTAGCA
TCTTCCCGGAGCTATGTTTCTTGCAGGTTTGGCATTAGCA
TCTTCCCGGAGCTATGTTTCTTGCAGGTTTGGCATTAGCA
TCTTCCCGGAGCTATGTTTCTTGCAGGTTTGGCATTAGCA

361 —400; 8153
8155
8167
8175
8233

CCTTATATTATTATAAAATTCTTAGATTTGAGCTCTAACT
CCTTATATTATTATAAAATTCTTAGATTTGAGCTCTAACT
CCTTATATTATTATAAAATTCTTAGATTTGAGCTCTAACT
CCTTATATTATTATAAAATTCTTAGATTTGAGCTCTAACT
CCTTATATTATTATAAAATTCTTAGATTTGAGCTCTAACT

401 — 440, 8153

8155 CCGGCGGTGGATCTTTGGTTTATACATTCGGTGGAACTTC
8167 CCGGCGGTGGATCTTTGGTTTATACATTCGGTGGAACTTC
8175 CCGGCGGTGGATCTTTGGTTTATACATTCGGTGGAACTTC
8233 CCGGCGGTGGATCTTTGGTTTATACATTCGGTGGAACTTC
CCGGCGGTGGATCTTTGGTTTATACATTCGGTGGAACTTC
441 — 480, 8153
8155 TCTTCTAATTATGGAAGGGGTTGCACTCGAGACTTTAAAA
8167 TCTTCTAATTATGGTAGGGGTTGCACTCGAGACTTTAAAA
8175 TCTTCTAATTATGGTAGGGGTTGCACTCGAGACTTTAAAA
8233 TCTTCTAATTATGGTAGGGGTTGCACTCGAGACTTTAAAA
TCTTCTAATTATGGTAGGGGTTGCACTCGAGACTTTAAAA
481 —520; 8153
8155 CAAATTGAGTCTCAACTTTTAATGAGAAATTATGAAGGCT
8167 CAAATTGAGTCTCAACTTTTAATGAGAAATTATGAAGGCT
8175 CAAATTGAGTCTCAACTTTTAATGAGAAATTATGAAGGCT

8233

CAAATTGAGTCTCAACTTTTAATGAGAAATTATGAAGGCT
CAAATTGAGTCTCAACTTTTAATGAGAAATTATGAAGGCT
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521 —549; 8153
8155
8167
8175
8233

TCATGAAGAAGTCTAAAATTAAGGGACGG
TCATGAAGAAGTCTAAAATTAAGGGACGG
TCATGAAGAAGTCTAAAATTAAGGGACGG
TCATGAAGAAGTCTAAAATTAAGGGACGG
TCATGAAGAAGTCTAAAATTAAGGGACGG

Tablo 4. Orneklerin niikleotit dizileri. Dizilerde farklilik gdsteren niikleotitler

kalin ve alt1 ¢izili olacak sekilde belirtilmistir.

GenBank niikleotit veritabaninda bu primerlere karsilik gelen 49 adet dizi ve

calismamizdaki 5 6rnegin dizileri hizalanarak, Maximum Likelihood yontemi ve

Jukes-Cantor modeli kullanilarak yapilan filogenetik agacta bu bolgenin Leptospira

interrogans tiirleri ile birlikte gruplandig1 goriildii.
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97

97

{ KP645174 Leptospira santarosai

OK500433 Leptospira santarosai serovar Guaricura
CP027843 Leptospira santarosai
EU358059 Leptospira santarosai serovar Atlantae

EU357991 Leptospira santarosai serovar Gorgas
KP263067 Leptospira santarosai
MK315133 Leptospira santarosai

CP028370 Leptospira santarosai

100

86

MT233032 Leptospira alexanderi serovar Mengla
— CP024871 Leptospira mayottensis

99

100 ——— CP030147 Leptospira mayottensis

4&2: JNE83935 Leptospira borgpetersenil

KP862631 Leptospira borgpetersenii

—53|: CP097464 Leptospira borgpetersenii
EU358008 Leptospira borgpetersenii serovar Sorexjalna

393

KY357128 Leptospira borgpetersenii
CP026671 Leptospira borgpetersenii serovar Ceylonica

OYT754503 Leptospira borgpetersenii
CP047516 Leptospira borgpetersenil
EU357953 Leptospira borgpetersenii serovar Ballum

— CP040843 Leptospira weilii

o L CP092206 Leptospira weilii

99

MK315140 Leptospira kirschneri

77

JNBB3930 Leptospira kirschneri

—sg|: CP112976 Leptospira kirschneri
QOYT754502 Leptospira kirschneri

839

EU358044 Leptospira kirschneri serovar Kunming

KP114457 Leptospira kirschneri serovar Mozdok
KY113319 Leptospira noguchii

E—
100 \—: CP091936 Leptospira noguchii
94 KP862641 Leptospira noguchii

CP022885 Leptospira interrogans serovar Canicola
57 AE010300 Leptospira interrogans serovar Lai

—|: EU357944 Leptospira interrogans serovar Rachmati

JNBB3938 Leptospira interrogans

KP862635 Leptospira interrogans

CP092681 Leptospira interrogans

CP043893 Leptospira interrogans serovar Bataviae

MN394902 Leptospira interrogans serovar Copenhageni

CP047514 Leptospira interrogans

OP572248 Leptospira interrogans

KY357127 Leptospira interrogans

100

OYT754500 Leptospira interrogans

CP133195 Leptospira interrogans

EU358004 Leptospira interrogans serovar Budapest
KP862626 Leptospira interrogans

DEU Amasya 8153

DEU Amasya 8167

DEU Amasya 8155

DEU Amasya 8233

CP011410 Leptospira interrogans serovar Bratislava
DEU Amasya 8175

EU357965 Leptospira interrogans serovar Bindjei

EU358045 Leptospira interrogans serovar Biggis

Sekil 18. Maximum Likelihood yontemi ile ¢izilen filogenetik agag
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Sekil 19. Maximum Likelihood yontemi ile c¢izilen filogenetik agacinin
dairesel goriintiisii
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5. TARTISMA

Leptospiroz diinyada en sik goriilen bakteriyel zoonozlardan biridir. Antarktika
disindaki tiim kitalarda varligi bildirilmistir. Hastaligin etkeni patojenik Leptospira
tiirleridir. Insanlarda asemptomatik enfeksiyondan hayati tehdit eden Weil hastaligina

kadar genis bir yelpazede hastalik yapabilmektedir.

Bircok memelide varligi gosterilmesine ragmen leptospirozun en Onemli
kaynag kiiclik memeliler ve kemiricilerdir. Cesitli yollarla hayvana bulasan bakteri
dolasim sistemi yolu ile bobreklere gelerek proksimal tiibiil epiteline kolonize olur ve
stirekli salmim gerceklesir. Tasiyict hayvanlarin idrarlarindan salman bakterilerin
insanlarm kullandig1 su kaynaklarini kontamine etmesi salginlarin gelismesindeki en
onemli sebeplerden biridir. Gelismis {ilkelerde daha sik olarak spontan vakalar
goriilse de leptospiroza bagl salginlar 6zellikle az gelismis ve gelismekte olan
iilkelerde yiiksek mortaliteye neden olmaktadir. Deprem ve sel gibi dogal afetler
sonrast da salginlar seklinde ortaya c¢ikarak bolgede afet yOnetimini
zorlastirmaktadir. Salginlarin 6n goriilebilmesi ve dnlenmesi i¢in leptospirozun dogal

yasamdaki kaynaklarmin tespit edilip 6nlemlerin alinmasi 6nemlidir.

Birgok iilkede leptospiroz ve diger zoonozlarin dogal yasamdaki dagilimi ve
epidemiyolojisi i¢in saha ¢alismalar1 yapilmaktadir. Bu ¢aligmalarda su ve toprak
gibi cevresel Ornekler ile hayvan ornekleri toplanarak hastalik etkenlerinin dogal
kaynaklari, yasam dongiileri, patogenezleri, genetik yapilart gibi bir¢ok ozellikleri
incelenebilmektedir. Ulkemizde bircok zoonoz etkeni bulunmasina ragmen saha

calismalarinin sayis1 yetersizdir.

Bu ¢alismada 2016 yilinda Dogu Anadolu ve Orta Anadolu bdlgesinden
toplanmis 211 adet kemiriciye ait bobrek oOrnekleri kullanildi. Benzer bir¢ok
calismada molekiiler testler i¢in temel olarak bobrek ve idrar 6rnekleri kullanilmistir
(102-105). Bu orneklerin segilmesinin nedeni patojenik Leptospiralarn dogal
yasamdaki dongiisiinde konak hayvanin bdbreklerinde proksimal tiibiil epiteline
kolonize olmasi ve idrar yolu ile siirekli salinimidir. Bazi ¢aligmalarda karaciger,
beyin, akciger gibi organ 0rnekleri veya BOS gibi 6rnekler de patojenik Leptospira
varligmi gostermek icin kullanilmistir ancak bu Orneklerdeki pozitifligin veya

negatifligin bakterinin yagam dongiistindeki 6nemi bilinmemektedir (106,107).
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Kemiriciler, dogal yasam alanlarindan Sherman tipi kapanlar araciliiyla
toplanmistir. Hayvanlarin fenotipik tiir tayini, cinsiyet, boy, agirlik gibi 6zellikleri
belirlendikten sonra servikal luksasyon yontemi ile sakrifiye edilmis, organlar1 ve
doku oOrnekleri niikleik asitlerin bozunmasini engelleyici RNAlater soliisyonu
icerisine almarak -80 °C’de saklanmustir. Orneklerin bu sekilde stoklanmasi niikleik
asit yapilarmin yillarca saglam kalmasini saglar. Bu sekilde daha sonra yapilacak

molekiiler testlerin giivenilir olmas1 saglanur.

Metal boncuklarla homojenize edilmis Orneklerden niikleik asitlerin
saflagtirilmast icin kimyasal saflastirma yontemlerinden biri olan guanidinyum
tiyosiyanat-fenol-kloroform ekstraksiyonu yontemi tercih edildi. Bu yontem DNA
ve RNA’nin saflastirilmasina ve birbirlerinden ayr1 orneklerde saklanmasina olanak
saglar. Bu yontemle yiiksek saflikta ve konsantrasyonda niikleik asit elde
edilebilmesi diger niikleik asit ekstraksiyonu yontemlerine kiyasla avantajlidir (108).
Karisimdaki fenol ve kloroform insan saghigina zararli maddeler oldugu i¢in biitiin

islemler ¢eker ocak icerisinde gerceklestirildi.

Bir¢ok c¢alismada kedi, kopek, sigir, at, koyun, keci, domuz, tavsan gibi gesitli
evcil veya evcillestirilmis hayvan tiirlerinde molekiiler veya serolojik testler ile
Leptospira varhigi veya seroprevalansi arastirilmistir (109-113). Bu hayvanlarla
yapilan ¢aligmalar bolgede Leptospira varligi konusunda genel bir bilgi verse de bu
hayvanlara gecisin kaynaginin arastirilmasi, bu hayvanlarmn tekrar enfekte olmasmin
engellenmesi ve ileride olabilecek salginlarin 6nlenmesi i¢in bakterinin yaban

hayatindaki asil kaynagi olan kemiricilerde ¢alismalar yapilmasi 6nemlidir.

Leptospiralarin hayvanlardaki varligin1 gosteren bir¢ok serolojik calisma da
mevcuttur (29,110,114). MAT yontemi insan ve hayvan serum Orneklerinde
leptospiralara karsi olusan antikorlari1 gosterme konusunda altin standart kabul
edilmektedir. MAT hayvanin daha Once Leptospira ile karsilasip karsilasmadigini
gostermek ve seroprevalans analizi ig¢in basarili bir testtir ancak uygulamada
zorluklar, aktif enfeksiyonu gdstermemesi ve ¢apraz reaksiyonlar gibi dezavantajlari

vardir.

Leptospira varhiginm arastirilmas1 i¢cin ¢alismalarda temel olarak PCR

kullanilmistir. PCR c¢ok diisiik diizeydeki niikleik asit miktarlarini bile tespit edebilir.

47



Calismalarda LipL32, gyrB, rrs, hapl, rpoB, LipL41, secY, flaB gibi gen bolgesini
hedefleyen farkli primerler kullanilmistir (31,107,115). LipL32 ve flaB gibi sadece
patojenik Leptospira tiirlerinde bulunan genleri hedefleyen primerler patojenik tiirleri
saprofit tiirlerden aymrmak icin kullanilabilse de saprofit Leptospira tiirlerinin
insanlar1 veya hayvanlari enfekte etmemesi, hayvan Ornekleri iizerine yapilan
calismalarda bu avantaji degersizlestirmektedir (116,117). Bu primerlerin su, toprak
gibi ¢evresel drneklerde kullanilmasi saprofit tiirlerin elenmesini saglayarak maliyet

ve 1s giicii agisindan faydal olacaktir.

Bu calismada orneklerin Leptospira agisindan taranmasi ve pozitif drneklerin
dogrulanmas1 amaciyla secY gen bolgesini hedefleyen G1/G2 ve Fr549/Rv549
primer setleri kullanildi. G1/G2 primer seti giiniimiize kadar bir¢ok calismada
kullanilmis, L. kirschneri digindaki tiirlerde yiiksek dogruluga sahip basarili bir
primer setidir (31,118). Fr549/Rv549 primer seti ise yine secY geni lizerinde fakat
G1/G2 primerlerine kiyasla daha uzun bir bdlgeyi ¢ogaltan bir primer setidir
(119,120). G1/G2 primer seti yiiksek duyarliligi sebebiyle 6rneklerin taramasinda
kullanilirken Fr549/Rv549 primer seti taramada pozitif bulunan 6rneklerin dizi
analizi ile kesin tanis1 ve tiir tayininde kullanildi. Tarama primerleri ile pozitiflik
saptanan 5 ornekte ayni zamanda dogrulama primerleri ile de pozitif sonug¢ elde

edildi.

PCR ¢alismalarinda testin basarisinin degerlendirilmesi i¢in farkli yontemler
kullanilabilir. Bu c¢aligmada oldugu gibi pozitif ve negatif kontrol Orneklerinin
kullanilmas1 yontemin dogrulugunu degerlendirmek i¢cin onemlidir. Halk Saghgi
Laboratuvari’ndan alman pozitif kontroliin dogru ¢alismast PCR karisimimin
dogrulugunu, primerlerin hedef bolgeye baglanabildigini ve sicaklik dongiilerinin
basarili bir sekilde yerine getirildigini gosterdi. Negatif kontrol olarak ise distile su
kullanild1 ve negatif kontrol 6rneginin elektroforez sonucunda bant goériilmemesi
PCR karigiminin niikleik asitlerle veya amplikonlarla kontamine olmadigmi gosterdi.
Pozitif ve negatif kontrol genel olarak ¢alismanin giivenilirligi hakkinda bilgi verse
de Ornek basmna dogrulugu gosterme konusunda yetersizdir. Bazi1 ¢aligmalarda her
ornek tliplinde reaksiyonun dogru gerceklestigini gostermek amaciyla ¢aligmada
kullanilan primerlerden farkli bir primer seti olan internal pozitif kontrol

kullanilmigstir (104,121). Bu primer seti ya digsaridan eklenen farkli bir niikleik asit
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yapisint ya da calisilan Orneklerde ortak bulunan niikleik asitleri hedefler. Bu
primerlere ait bandin jel elektroforezinde gozlenmesi o ornek igin reaksiyonun
gerceklestigini, Ornekte reaksiyonu engelleyecek inhibitor maddelerin bulunmadigini
gosterir. Bu sayede yalanci negatifliklerin Oniine gecilebilir, fakat internal pozitif

kontrol kullanilmas1 ¢alisma prensibi agisindan PCR yOntemini ¢oklu hedeflerin

tarandig1 multipleks PCR tiiriine ¢evireceginden optimizasyonu zorlastiracaktir.

Sekil 20. Tiirkiye Haritas1 tizerinde Microtus spp. kemiricilerinin dagilimi

Sekil 21. Tiirkiye haritas1 iizerinde Mus spp. kemiricilerinin dagilimi
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Patojenik Leptospira saptanan bobrek drneklerinin li¢li Mus macedonicus, ikisi
Microtus spp. kemiricilerine ait oldugu goriildi. Bu kemiricilerin yakalandiklar
bolge ise Amasya ilinin Suluova ilgesine baghh Boyali Kdyiiniin ¢evresinde bulunan
tarim arazilerinde oldugu goriildii. Amasya ilinden toplanan 80 Ornegin tamami
Boyali Koyl ve ¢evresinde toplanmistir. Tarim arazisindeki kemiricilerde pozitiflik
bu bolgedeki tarim ¢alisanlarmin veya su ile temasi olan kisilerin leptospiroz
acisindan risk altinda oldugunu gosterir. Bu bolgede giincel bir ¢alisma ile ¢evresel
ornek toplanmasi veya kemiricilerdeki pozitiflik durumunun gosterilmesi onemlidir.
Apodemus spp., Chionomys spp., Cricetulus spp., Crocidura spp., Meriones spp. ve
Mesocricetus spp. kemiricilerinde ise pozitiflik saptanmadi. Farkli bir¢ok kemirici

tiirlerinin degerlendirilmesi ise bu ¢alismanin 6nemli 6zelliklerindendir.

Dizi analizi sonuglar1 incelendiginde 3 ornekteki 549 bazlik dizinin tamami
elde edilebildi. 8167 numarali 6rnegin ilk 13 bazlik bdlgesinin ve 8233 numarali
ornegin ilk 12 bazlik bdlgesinin dizisi saptanamadi. Bu bolge ayn1 zamanda ileri
yonlii primerin hedef bdlgesinin komplementer dizisine denk gelmektedir.
Veritabanlarindaki diger diziler ile karsilastirildiginda bu bolgede niikleotit
degisimlerinin olabilecegi goriildii. Filogenetik agac olusturulurken bu 13 bazlik
bolge hesaba katilmadi. Geriye kalan 536 bazlik bolge icin ise 8155, 8167, 8175,
8233 numarali 6rneklerin dizilerinin tamamen ayni oldugu, 8153 numarali 6rnekte
ise dizinin 67. ve 455. bolgelerinde olmak iizere iki farkli bdlgede polimorfizmin
oldugu goriildii. Filogenetik agacta tiim orneklerin Leptospira interrogans tiirleri ile

birlike gruplandig: gorildii.

Leptospira interrogans patojenik Leptospira tiirleri igerisinde en sik
goriilenlerden biridir. P1 alt dali altinda bulunan bakteri insanlarda siklikla
asemptomatik veya hafif hastalik tablosu gosterse de Weil Hastaligi, pulmoner
kanama, bobrek yetmezligi, miyokardit gibi 6liimciil tablolara da yol agabilmektedir
(5,59,122).  Icterohaemorrhagiae, Hardjo, Bataviae, Pomona, Pyrogenes,
Copenhageni, Canicola gibi bir¢ok farkli serovar gruplarinda bulunabilir (123,124).
Serovar tayini i¢in bakterinin izolasyonu gerektiginden bu ¢aligmada serovar tayini

yapilamadi.
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Leptospiralarin smiflandirilmasi i¢in giiniimiize kadar ¢ok farkli yontemler
kullanilmistir. Tarihsel olarak serolojik yontemlerin yerini birgok bakteride oldugu
gibi molekiiler yontemler almistir. Taksonomik olarak siniflandirmada giiniimiizde
tim genom dizileme veya multilokus dizi tiplendirme en basarili yontem olarak
goriilmektedir. Saha calismalarinda bakteri izolasyonu i¢in molekiiler ve serolojik
testlerle birlikte kiiltiir yontemi kullanan ¢aligmalar mevcuttur (104,107,125,126). Bu
calisgmada 2016 yilinda yakalanan hayvanlarin organlar1 -80 °C’de saklandigmdan

dolayisiyla 6rneklerde canli bakteri bulunmadigindan izolasyon yapilamadi.

Tiirkiye’de patojenik Leptospira tiirleri lizerine yapilan hayvan c¢alismalarina
bakildiginda 6zellikle son 20 yilda yapilan ¢aligmalarin sayis1 olduk¢a azdir. Eski
calismalar daha sik serolojik yontemler ile yapilmis olsa da gilincel ¢alismlarda
molekiiler yontemler daha sik kullanilmistir. Aslantas ve arkadaslari tarafindan
yapilmis c¢aligmada Ankara ilindeki sahipsiz kopeklerden toplanan serum
orneklerinde Toxoplasma gondii, Leishmania infantum etkenlerinin yanisira bazi
Leptospira etkenlerine karsi olusan antikorlar i¢in de test edilmistir. Seroprevalans
analizi icin MAT yontemi kullanilmis, serovar grippotyphosa, serovar
icterohemorrhagie, serovar bratislava, serovar pomona ve serovar canicola
serovarlarma kars1 olusan antikorlar tespit edilmistir. Sonu¢ olarak test edilen 116
kopek serumundan 51°inde pozitiflik saptanmistir (127). MAT yontemi ile basaril
bir sekilde antikor tespiti yapilabilmesine ragmen tespit edilebilen antikorlarin testte
kullanilan serovarlar ile kisitli olmasi nedeniyle yalanci negatifliklere neden

olabilecegi unutulmamalidir.

Saglam ve arkadaslar1 tarafindan Erzurim’da yapilmis ¢alismada
immiinohistokimyasal ve immiinofloresan yontem ile sigir bobregi orneklerinde
Leptospira interrogans antikoru kullanilarak incelenmis ve 70 6rnekten besinde her
iki yontemde de pozitiflik saptanmistir (128). Bobrek tiibiil epitelindeki histolojik ve
patolojik bulgularin varlig1 acisindan degerlendirilebilmesi ve etkenin in-situ olarak
gosterilebilmesi acisindan basarili bir calismadir ancak sadece Leptospira
interrogans tiiriine kars1 olusan antikorlarin kullanilmasi yalanci negatifliklere yol

a¢gmis olabilir.
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Gevis getiren hayvanlarin = Leptospira tiirlerinin  yaban hayatindaki
dongiistindeki 6nemi kemiriciler kadar olmasa da etkenin insanlara gegisinde
kritiktir. Sakmanoglu ve arkadaglar tarafindan yapilmis ¢alismada Tiirkiye’deki tiim
cografik bolgelerden gonderilen, diisitk materyali olarak atilmis sigir, koyun ve kegi
fetuslarmin  mideleri  Brucella spp., Leptospira spp., Coxiella burnetii,
Campylobacter fetus, Chlamydia spp. ve Mycoplasma spp. agisindan PCR yontemi
ile degerlendirilmistir (129). Calismada Leptospira spp. tanisin1 koymak igin rrs gen
bolgesini hedefleyen primer seti kullanilmis ve pozitif ¢ikan sonuglar restriksiyon
parca uzunluk polimorfizmi yontemi ile dogrulanmistir. Toplamda 250 6rnegin test
edildigi caligmada 34 Ornekte (%13,6) Leptospira pozitifligi saptanmistir. Bu
calismaya benzer baska bir ¢alisma Yeni ve arkadaslari tarafindan da yapilmis ve

Leptospira pozitifligi %10 olarak bulunmustur (130).

Tirkiye’de kemiricilerde yapilan Leptospira ¢alismalar1 ¢ok kisithdir. Siinbiil
ve arkadaglar1 tarafindan 2009 yilinda yapilan ¢alismada Orta Karadeniz
Bolgesi’nden toplanan 59 adet Rattus norvegicus kemiricisine ait bobrek, beyin ve
serum ornekleri kullanilmistir (106). Niikleik asit ekstraksiyonu igin fenol-kloroform
yontemi kullanilmis, Leptospiralar tespiti icin G1/G2 primer seti kullanilmistir.
Antikor tespiti i¢in ise 10 farkli serovar kullanilarak MAT yontemi uygulanmistir.
PCR sonucu 16 bobrek 6rnegi (%27,1) ve 10 beyin 6rnegi (%16,9) pozitif olarak
saptanirken serum orneklerinde PCR pozitifligi saptanmamistir. Beyin orneklerinde
pozitiflik saptanan kemiricilerin tiimiiniin bobrek ornekleri de pozitif bulunmustur.
Serum oOrneklerinde ise bes 6rnekte pozitiflik saptanmis olup, bu 6rneklerin {i¢iiniin
PCR sonucu negatif, biri bobrek PCR sonucu pozitif olup beyin PCR sonucu negatif,
biri ise bobrek ve beyin PCR sonucu pozitiftir. PCR ve serolojik yontemlerin birlikte
calisilmasi seroprevalans ve prevalans acisindan 6nemli olsa da pozitif saptanan PCR
orneklerinin  dogrulanmamasi1 c¢alismanin giivenilirligini diisiirmektedir. Beyin
orneklerinde Leptospira varlhiginin arastirilmasinin ise bakterinin dogal dongiistindeki

Onemi belirsizdir.

Azkur ve arkadaslar1 tarafindan yapilan caligmada Kirsehir’den toplanan 43
adet Microtus hartingi tiri kemiricide hantavirilis, cowpox virlis ve Leptospira
varligr arastirilmistir (131). Bu calismada kemiricilere ait bobrek Orneklerinden

dondiirme kolonu yontemi ile niikleik asitler saflastirildiktan sonra ekstraksiyonun
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basarisint degerlendirmek icin Microtus sitokrom-b genini hedef alan primerler
kullanilmis, ardindan 16S rRNA bolgesini hedefleyen primerler kullanilarak
yuvalanmig PCR yontemi ile hedef bolge tespit edilmistir. 20 6rnekte (%46,5) PCR
pozitifligi saptanmis olup bu Orneklerden rastgele bes tanesi secilerek dizi analizi
yapilmig ve yaklasik 270 baz ¢ifti uzunlugunda diziler elde edilmistir. Bu dizilerin
filogenetik agagta L. interrogans ve L. kirschneri ile birlikte gruplandigi goériilmiistiir.
Calismada hazirlanan filogenetik agacta kullanilan izolatlarin kisitlilig1 ve elde edilen
dizinin uzunlugu nedeniyle kesin tiir tayini yapilamasa da Tirkiye’de L. kirschneri

tlirliniin yaygin olma ihtimalini gosterdigi i¢in 6nemli bir caligmadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Patojenik Leptospira tiirlerinin kemiricilerdeki dagiliminin gosterilmesi o
bolgedeki potansiyel salginlarin dnceden belirlenip onlem alinmasi agisindan kritik
oneme sahiptir. Bu ¢aligmada bes farkl il lizerinde yedi farkli bélgede toplanan 211
dogal yasam kemiricisine ait bobrek oOrnekleri kullanildi. Sonug¢ olarak Amasya
ilinden toplanan 80 Ornegin besinde tarama primerleriyle PCR pozitifligi saptandi.
Dogrulama primerleri ile de pozitif bulunan 6rnekler DNA dizileme analizi ile
incelenip filogenetik agac tizerinde yerleri belirlendiginde bu 6rneklerin Leptospira

interrogans tiirleri ile birlikte gruplandig: goriildii.

Bu calisma ile Tiirkiye’de ilk kez Amasya, Kayseri, Malatya, Erzurum ve
Elazig illerindeki kemiricilerde Leptospira spp. taramasi yapilmis ve Amasya
ilindeki Mus macedonicus ve Microtus spp. kemiricilerinde patojenik bir tiir olan
Leptospira interrogans varligi gosterilmis oldu. Apodemus spp., Microtus spp., Mus
spp., Chionomys spp., Cricetulus spp., Crocidura spp., Meriones spp. ve
Mesocricetus spp. tiirlerinin bulunmasi bir¢gok kemirici tiiriiniin birlikte calisilmasi

acisindan da dnemlidir.

Calismada 2016 yilinda toplanmis Ornekler kullanildigi icin bolgedeki
patojenik Leptospira spp. yayiliminin degerlendirilmesi acisindan saha c¢alismalar1

yapilmas1 daha giincel verilerin elde edilmesini saglayacaktir.

Leptospiroz disinda birgok zoonoz etkeninin dogal yasamdaki dongiisii
acisindan kemiricilerde yapilan calismalar onemlidir. Bu ¢alismada hazirlanan
niikleik asit saflastirma islemi tamamlanmis DNA 6rnekleri ve 6n islemleri yapilmis
RNA o6rnekleri -80 °C’de saklanmaktadir. Bu sayede ileride yapilacak niikleik asit

temelli testler i¢in kolaylik saglanmistur.

Calismanin kisithiliklar1 acisindan degerlendirildiginde saflastirilan niikleik
asitlerin internal pozitif kontrol yontemi ile test edilmemesi ve L. kirschneri
konusunda basarili olmayan tarama primeri seti kullanilmas1 yalanci negatifliklere
yol acabilir. Bakterilerin izolasyonunun gerceklestirilememesi ise serovar tayini

yapilamamasima neden olmustur. Ileride yapilacak ¢ahismalarda L. kirschneri tiirii
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icin 6zel primer setinin de calismaya dahil edilmesi ve saflagtirma protokoliiniin

kontrolii i¢in ek test uygulanmasi ¢calismanin degerini arttiracaktir.

Sonu¢ olarak bu c¢aligmayla Tiirkiye’nin Orta Anadolu Bdlgesi ve Dogu
Anadolu Bolgesinden toplanmis kemiricilerde PCR yontemi ve dizi analizi ile
patojenik Leptospira spp. taramasi yapilmis ve Amasya ilinde bes drnekte pozitiflik
gosterilmis oldu. Bu bdlgenin Leptospiroz agisindan riskli bolge oldugu ve ileride
olusabilecek salginlar i¢in Onlemler alinmasi gosterildi. Patojenik Lepfospira ve
diger zoonoz etkenlerinin Tiirkiye’de dogal yasamdaki dagilimlarinin gosterilmesi

onemlidir ve bu konuda daha ¢ok ¢alisma yapilmasi gerekir.
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