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OZET

EGE BOLGESINDE RUMINANT ABORTUSLARINDA Coxiella
burnetii’nin YAYGINLIGININ ARASTIRILMASI

SEN,YUKSEL, Eylem
Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Giiven OZDEMIR

Mayis 2020, 100 sayfa

Bu tez ¢alismasinda; Ege Bolgesi’nin yedi ilinden (Izmir, Aydin, Denizli,
Mugla, Manisa, Kiitahya, Usak) Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii’ne gelen
100 adet koyun, kegi ve sigir aborte fetiis 6rnegi, Coxiella burnetii yaygimliginin

kantitatif olarak ortaya koyulmasi i¢in molekiiler yontemler ile analiz edilmistir.

Konvansiyonel PCR yontemi ile; sigir aborte fetiis orneklerinde 1 adet
(%2,85), koyun aborte fetiis 6rneklerinde 4 adet (%9,75) ve kegi aborte fetiis
orneklerinde 4 adet (%16,6) olmak iizere toplam 9 adet 6rnek pozitif olarak
saptanmigtir. Real-time PCR ydntemi ile; sigir aborte fetiis 6rneklerinde 1 adet
(%2,85), koyun aborte fetiis 6rneklerinde 6 adet (%14,6) ve kegi aborte fetiis
orneklerinde 8 adet (%33,3) olmak {izere toplam 15 adet 6rnek pozitif olarak
saptanmistir. Kantitatif PCR (QPCR) ile pozitif 6rneklerde C.burnetii hedef DNA
kopya sayilar1 belirlenmistir ve 2x10* ila 5,54x10° gen kopya sayis1 / 5 mg

degerleri arasindadir.

Calisma sonuglari; ruminant aborte fetlis 6rneklerinde C.burnetii varliginin
saptanmasinda, Real-time PCR yonteminin Konvansiyonel PCR’a gore ¢cok daha
duyarli bir yontem oldugunu gostermektedir. Ayrica qPCR; ruminant aborte
fetiisleri yoluyla C.burnetii sa¢ilimmin kantitatif olarak belirlenmesi igin

kullanilabilecek oldukga hassas ve giivenilir bir yontemdir.

Anahtar Kelimeler: C. burnetii, aborte fetiis, qPCR, Real time-PCR
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF Coxiella burnetii PREVALENCE OF
ABORTION IN RUMINANTS IN THE AEGEAN REGION

SEN,YUKSEL, Eylem
PhD in Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Giiven OZDEMIR
May 2020, 100 pages

In this study; 100 sheep, goat and cattle aborted fetus samples these coming
from seven provinces of the Aegean Region (Izmir, Aydin, Denizli, Mugla,
Manisa, Kiitahya, Usak) to the Bornova Veterinary Control Institute, was
examined by molecular methods to demonstrate the prevalence quantitatively of

Coxiella burnetti.

According to the Conventional PCR method; A total of 9 samples were
positive, 1 (2.85%) in bovine aborted fetus samples, 4 (9.75%) in sheep aborted
fetus samples and 4 (16.6%) in goat aborted fetus samples. According to Real-
time PCR method; A total of 15 samples were positive, 1 (2.85%) in cattle aborted
fetus samples, 6 (14.6%) in sheep aborted fetus samples and 8 (33.3%) in goat
aborted fetus samples. In the positive samples with quantitative PCR (gPCR)
method the target DNA copy numbers of C.burnetii were determined and ranged
from 2x10' to 5.54x10° gene copies / 5mg values.

Study results; for revealing the presence of C.burnetii in ruminant aborted
fetus samples, indicates that Real-time PCR method is much more sensitive than
Conventional PCR. Also gPCR method; It is a sensitive and reliable method that
can be used to quantitatively determine C.burnetii shedding in through ruminant
aborted fetuses way.

Keywords: C. burnetii, aborted fetus, gqPCR, Real-time PCR
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ONSOZ

Q atesi; endemik ya da sporadik vakalar halinde tiim diinyada yaygin bir
enfeksiyondur. Uzun yillar Q atesi’nin; sporadik ve bolgesel olarak kisitlanmis bir
enfeksiyon oldugu disiiniilmiistir. Ancak; C.burnetii hakkinda kaydedilen
ilerleme sayesinde bircok iilkede raporlanabilir bir enfeksiyon haline gelmis,
biyoteror ajan1 olarak nitelendirilmistir. Bu gelismeler enfeksiyonun daha once
diistiniilenden daha yaygin oldugunu ortaya koymaktadir. Ortadogu’da yasanan
son savas, tropikal bolgelerde yapilan yogun ¢alismalar ve son olarak Hollanda’da
yasanan biiylik salgin Q atesi’nin biiyiik bir halk saglig1 problemi olabilecegini
gostermis, birgok Tlilkede enfeksiyona iliskin yeni kontrol programlari

gelistirilmesine onderlik etmistir.

Hastaligin etkeni Coxiella burnetii; genis yelpazede hayvan rezervuarinin
istirak ettigi ¢coklu enfeksiyon dongiisii, bulastirict kaynaklarinin g¢esitliligi, hentiz
tam olarak aydinlatilamamis hiicre i¢i biyolojik dongiisii, spor benzeri yapilar ile
cevresel sartlara direngliligi, persiste enfeksiyon olusturma becerisi ile dikkat
cekici bir virlilan mikroorganizma profili cizmektedir. Q atesi; iilkemizde
tizerinde ¢ok fazla calisilmamis, bugiine kadar goz ardi edilmis, hayvan ve
insanlardaki epidemiyolojisi tam anlami ile ortaya konulmamis, onemli bir
zoonotik enfeksiyondur. Hayvan ve insan sagligi problemi olmasinin yanisira bir
biyoterdr ajani olarak tasidigi riskler gz oniine alindiginda; bu zorlu patojenin
iilkemizdeki yayginligina iliskin tabloya katki saglayacak calismalar énem arz
etmektedir. Q atesi enfeksiyonuna iliskin mevcut bilgiler ve ihtiyaglar 1s1ginda
planlanan bu calismada; Ege Bolgesinde, biiyiik ve kiiciik ruminantlar tarafindan
C.burnetii sagiliminin molekiiler yontemler ile kantitatif olarak belirlenmesi ve bu
sac¢ilimin neden oldugu ¢evresel bulagsma, hayvan saglig1 ve halk sagligi risklerine

dikkat ¢ekilmesi hedeflenmistir.

[zmir, 2020 Eylem SEN YUKSEL
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1. GIRIS

Coxiella burnetii; Antarktika ve Yeni Zelanda hari¢ tiim diinyada yaygin
olarak bulunan bir mikroorganizmadir. Evcil ve vahsi memeli hayvanlar, kuslar,
stiriingenler, keneler, baliklar, artropotlar gibi ¢ok ¢esitli konak¢ilarda bulunabilen
etken; insan ve hayvanlarda goriilen Q atesi enfeksiyonuna sebep olmaktadir.
Ciftlik hayvanlari; C.burnetii epizootik dongiisiiniin merkezinde yer alarak,
insanlara bulagsmada temel rezervuar roliinii Gistlenir (Maurin, 1999). Hayvanlarda
abort ve infertilite gibi reprodiiktif problemlerle seyreden enfeksiyon; insanlara
temel olarak aerosol yolla bulagsmakta, akut enfeksiyondan oldiiriicii kronik
enfeksiyonlara kadar degisen farkli klinik tablolarda seyretmektedir. Akut
enfeksiyon; atesle birlikte grip benzeri belirtiler, pndmoni ya da hepatitis ile
seyrederken, daha az siklikta goriilen ve mortalite orani yiiksek olan kronik
formda endokardit ortaya g¢ikmaktadir. Kronik tablo o6zellikle immunsupresif
insanlar i¢in uzun vadede kalici enfeksiyon riski tagimaktadir (Dupont et al.,
1992). C.burnetii’nin yiiksek enfeksiyozitesi, hastaligin yayiliminda en temel
faktordiir. Ayrica; spor benzeri formu ile zor gevresel kosullara son derece
direncli, hava ve riizgar yoluyla yayilimi hizli, aerosol halde iiretilip uygulanmasi
kolay ve ¢evreden elimine edilmesi olduk¢a zaman alicidir. Bireyler arasinda kisa
siirede salgin olusturabilir, enfekte kisileri 6zellikle kronik formda uzun siireli
antibiyotik tedavi siirecleri ile karsi karsiya birakabilir. Biitiin bu 6zellikleri ile
C.burnetii 1942 yilindan itibaren potansiyel biyolojik silah olarak
degerlendirilmistir (Bielawska et al., 2003). Biyolojik silah olarak kullanilma
potansiyeline sahip olan énemli mikroorganizmalar ve toksinleri, ABD Hastalik

Kontrol ve Onleme Merkezi (Centers for Disease Control and Prevention-CDC)
tarafindan {i¢ boliimde smiflandirilmistir. Kategori A ajanlar; yiiksek mortalite ve
morbidite ile seyrederek toplumda panige neden olabilir, ulusal giivenlik ve
toplum sagligi igin risk tasir ve korunma igin 6zel hazirlik gerektirir. Kategori B
ajanlar, yiiksek morbidite ve diisiik mortaliteye neden olmaktadirlar. Kategori C
ajanlar ise, kolay elde edilebilir ve tretilebilir olmalar1 ile potansiyel olarak
yliksek morbidite ve mortalite sekillendirebilir ve halk sagligini tehdit etme
potansiyeli tasir. Kategori A ajanlar arasinda Bacillus anthracis, Francisella

tularensis, Yersinia pestis, Clostridium botulinum toksini bulunmaktadir. Kategori
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B; C.burnetii’nin de igerisinde oldugu Brucella tiirleri, Salmonella tiirleri,
Escherichia coli O157:H7, Rickettsia prowazekii, Vibrio cholera, Burkholderia
mallei, viral hemorajik viriisler gibi ajanlari igerir. Kategori C’de ¢oklu ilag
direnci gosteren Mycobacterium tuberculosis, Niphavirus, Hantavirus, Sar ates

virusu gibi ajanlar yer almaktadir (Anonim).

Q atesi enfeksiyonu genel olarak bir meslek hastalifi olarak
degerlendirilmektedir. Ancak etkenin yiiksek enfeksiyoz ozelligi ve riizgar ile
kilometrelerce uzaga taginabilmesi; hayvanlarla direk temasi olmayan kentsel
alanlarda yasayan kitleler i¢in de biiylik risk olusturmaktadir. Ayrica, Kategori A
ajanlar gibi yiiksek 6liim oranlarina sebep olmasa da, C.burnetii ile yapilan bir
biyoteror saldirisinin kalici enfeksiyon riski nedeni ile uzun vadeli sonuglari
olabilir. Q atesi; (Diinya Hayvan Saghg Orgiitii (World Organization for Animal
Health-OIE), Gida ve Tarim Orgiitii (Food and Agriculture Organization of the
United Nations-FAO), Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization ~-WHO),
Avrupa Hastalik Onleme Merkezi (European Centre for Disease Prevention and
Control-ECDC) ve Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (European Food Safety
Authority-EFSA) tarafindan ‘Giinimiizde ©Onemi gittikce artan hastaliklar’

kapsaminda degerlendirilmektedir (Anonim).

Hastaligin teshisi; hem iilke hayvanciligi hem de riskli bir zoonoz olmasi
sebebiyle insan saghg agisindan bilyilk &nem tasimaktadir. Ulkemizde
enfeksiyonun tanimlanmasindan itibaren yapilan ¢alismalar; ¢ogunlukla g¢iftlik
hayvanlar1 iizerinde yogunlasmistir ve serolojik diizeydedir. Seroloji ge¢cmiste
enfeksiyona maruz kalmay1 gostermekle birlikte, enfeksiyon kaynagi hayvanlari
tespit etmede verimsiz kalmaktadir. Ulkemizde epidemiyolojik veri halen azdir.
Bu tez calismasinda; Q atesi hastaliginin etkeni C.burnetiinin varhiginin ve
yayginligmin temel konakegilart olarak rol oynayan ¢iftlik hayvanlarinda
molekiiler yontemlerle tespiti hedeflenmistir. Boylece ¢iftlik hayvanlar tarafindan
C.burnetii 'nin sagilim1 kantitatif olarak ortaya koyularak; enfeksiyonun hayvan ve
insan populasyonlar1 igin tasidigi riski belirlenmesi, tilkesel epidemiyolojik
tabloya katkida bulunulmasi ve Q atesi hastalifi ile miicadele ve kontrol
programlarina iligkin {ilkesel olarak gelistirilecek koruma ve kontrol 6nlemlerine

151k tutacak veriler sunulmasi amacglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihg¢e ve Taksonomi

‘Q Fever’ terimi ilk kez 1935 yilinda Avustralya’da mezbaha iscilerinde
ortaya c¢ikan, gribe benzeyen belirtilerle seyreden atesli hastaligi tanimlamak i¢in
Derrick adli arastirici tarafindan kullamilmustir. Baslangigta, daha once bilinen
hastaliklar ile klinik benzerlik gostermedigi i¢in bu hastaliga Query (soru,
bilinmeyen) kelimesinden esinlenerek ‘siipheli ates’ anlamina gelen ‘Q Fever’ adi
verilmistir. Atesli hastalarin kan ve idrar ornekleri ile kobaylarda deneysel
enfeksiyon olusturulmus, ancak etken izole edilememistir (Derrick, 1937). Burnet
ve Freeman adli arastiricilar ise Derrick’in enfekte kobay dalak orneklerini
farelere vererek atesli hastalik olusturmus ve Rickettsia burnetii ismini verdikleri

etkeni izole etmislerdir (Burnet et al., 1937).

Avustralya’da bu gelismeler yasanirken; Cox ve Davis adli arastiricilar
ABD Nine Mile bolgesinde topladiklart kenelerden izole ettikleri etkene
Rickettsia diasporica ismini vermislerdir. Cox, 1939 yilinda etkeni embriyolu
tavuk yumurtasinda tiretmistir. Bu donemde enfeksiyona yakalanan laboratuvar
calisaninin kani ile kobaylarda enfeksiyon olusturulmus boylece etkenin insanlar
icin de patojen oldugu anlagilmistir. ABD’deki bu ¢alismalar sonucunda ‘nine
mile serotipi’ ortaya ¢ikmustir (Cox, 1939). Dyer adli arastirici Avustralya’da
insanlarda Q Hummasi olarak tanimlanan ve ABD’de kenelerden izole edilen
bakterinin ayni oldugunu ortaya koymustur. Ayni dénemlerde farkli cografyalarda
bakteriyi izole eden Cox ve Burnet’in isimlerine atfedilerek, etken Coxiella

burnetii olarak isimlendirilmistir (Madariaga et al., 2003).

C.burnetii, zorunlu hiicre i¢i yasam sekli ve kenelerle ile olan baglantisi
nedeniyle Rickettsia ve Rochalimea genusu, Rickettsiaceae familyasinin
Rickettsia takimi iginde bulunan Proteobacteria’larin a-1 alt grubunda
simiflandirilmistir (Weiset et al., 1984). Ancak 16S rRNA sekans analizi temelli
filogenetik arastirmalar ile taksonomik siniflandirilmasi degistirilmis ve Rickettsia
grubundan ¢ikarilmistir. Coxiella genusunun, Proteobacteria’ larmn y alt grubunda
Legionellales takiminda, Coxiellaceae familyasinda yer aldigi ve Legionella,

Franciella ve Rickettsiella cinsleri ile akrabaligi bulundugunu ortaya koyulmustur
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(Stein et al., 1993). Coxiella genusunda bulunan diger bir tiir; Tan ve Owens
(2000) tarafindan Avustralya’da kerevitlerden izole edien ve C.burnetii ile %95,5
oraninda genetik benzerlik gosteren Coxiella cheraxi’dir. Son yillarda; Tam
Genom Dizilimesi (WGS) c¢alismalar1 sonucunda ortaya koyulmus, birgok kene
tirtinde simbiyotik bir yasam siiren ve genetik ¢esitlilik gosteren Coxiella benzeri
mikroorganizmalardan (CLB) bahsedilmektedir. Muhtemelen C.burnetii’nin yeni
viriilans Ozellikleri kazanarak bu mikroorganizmalardan omurgali hiicrelerini
enfekte edebilme potansiyeline evrimlestigi  diistinilmektedir (Duron et al.,
2015a).

2.2. Epidemiyoloji

Tiim diinyaya yayilim, rezervuar ve vektor cesitliligi ile biitiin bu faktorler
arasindaki dinamik etkilesimlerin tanimlanmasindaki ¢alismalarin eksikligi
nedeniyle Q atesinin epidemiyolojisi karmasiktir. C.burnetti’nin sebep oldugu Q
atesi, tiim diinyada yaygin zoonotik bir enfeksiyondur. Evcil ve yabani memeler,
artropotlar, kuslar, baliklar ve siiriingenler dahil ¢ok genis yelpazede hayvan
tiiriinden izole edilmistir. 2016 yilindan itibaren OIE tarafindan ¢oklu hayvan tiirii
hastaliklar1 arasinda kategorize edilmistir (Anonim). Ancak enfeksiyonun
insanlara bulagmasinda temel rezervuarlar koyun, kegi ve sigirlardir. Hayvanlarda
Klinik belirti vermeyen Q atesi; abort (yavru atma), metrit, zayif veya 6lii yavru
dogumu, infertilite gibi reprodiiktif problemlere neden olmasi sebebiyle ayni
zamanda bir hayvan sagligt problemidir. Prevalansin c¢iftlik hayvanlarinda
olduk¢a yaygin oldugu bildirilmistir (S1g1r, koyun-keci siiriileri diizeyinde sirasi
ile %37,7 ve %25). C.burnetii; temel olarak enfekte ¢iftlik hayvanlarin plasenta,
yavru zarlar1 gibi dogum atiklar ile ayrica vajinal mukus, diski, idrar ve siitleri ile
sacilmaktadir. Enfekte plasenta ve fotal stvinin oldukca yiiksek miktarda (10%g)
bakteri icerdigi belirtilmistir. Bu nedenle dogum iiriinleri, mera ve topraklarin
kontaminasyonunda en dnemli faktordiir (Arricau-Bouvery and Rodolakis, 2005;
Guatteo et al., 2011).

Evcil ruminantlarin enfeksiyonlar1 ¢ogunlukla yavrulama donemleri ile
baglantilidir. En yiiksek abort oranlar1 kegilerde gozlenmektedir. Enfekte
hayvanlar abort yaptiktan uzun bir siire boyunca etkeni sagmaya devam ederler.

Dogum sonrasi iki hafta, sa¢ilim en yiiksek diizeydedir (Woldehiwet, 2004).
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Epidemiyolojik veriler; siit ineklerinin koyunlardan ¢ok daha fazla siklikta kronik
enfekte olduklarini ve abort yapsin ya da yapmasin, daha uzun stire siitleri ile C.
burnetii sactiklarin1 ve bu nedenle en 6nemli insan enfeksiyonu kaynagini temsil
ettiklerini gdstermektedir. Yapilan ¢aligmalar; siit ineklerinin digki ile on dort giin,
siit ile on {i¢ aya kadar; koyunlarin vajinal mukusla yetmis bir giin, diski ve siit ile
sekiz giin; kegilerin ise bir giinden alt1 haftaya kadar etkeni sagabildiklerini ortaya
koymaktadir (Arricau-Bouvery and Rodolakis 2005; Guatteo et al., 2006;
Rodolakis et al., 2007).

Kedi ve kopekler de C.burnetii’nin 6nemli rezervuarlaridir. Kopekler; kene
1sir1g81, kontamine plasenta ve siit tiiketimi yanisira, vahsi hayvanlarla temas
sonucu aerosol yol ile de enfekte olabilirler. Kanada’da gebe enfekte kedi ve
kopek ile temas sonucu sporadik Q atesi vakalari raporlanmistir. Kuslarin gocti
de, enfeksiyonun uzak bélgelere tasinmasinda etkilidir. Son arastirmalar
C.burnetii’nin amip igerisinde 6 ay kadar canli kalabildigini ve dogada amipin

onemli bir rezervuar olabilecegini gostermektedir (Maurin, 1999).

Kenelerin Q atesi enfeksiyonunun dogal dongiisiinde rolleri mithim olmakla
birlikte temel bir gereklilik degildir. C.burnetii’nin epizootik dongiisiinde
herhangi bir vektor spesifikligi bulunmamaktadir. Ixodes, Rhipicephalus,
Amblyomma ve Dermacentor tiirleri basta olmak lizere kirktan fazla kene tiirii
C.burnetii ile enfektedir. Bir¢ok hayvanda enfeksiyondan sonra gegici bir
bakteriyemi gelisir, bdylece keneler beslenme esnasinda C.burnetii ile enfekte
olurlar. Bakteri enfekte kenenin mide ve bagirsaginda gelisir ve keneler beslenme
sirasinda diski ile hayvan konaga C.burnetii birakirlar. Kenede C.burnetii, faz 1
formunda ve oldukg¢a bulasicidir. Keneler ayni1 zamanda yabani kus, kemirgen ve
vahsi omurgalilara ayn1 zamanda bu hayvanlardan evcil hayvanlara bulasmada
etkili olurlar. Hayatlar1 boyunca enfekte olan keneler, transovarian yol ile etkeni
nesilden nesile aktarir. Kene kaynakli insan Q atesi enfeksiyonu nadiren
bildirilmistir (Waag, 2007; Chmielewski et al., 2013).

Insan enfeksiyonlarmin epidemiyolojisi, genel olarak bakterinin hayvan
rezervuarlarindaki dolasimini yansitir ve ¢ogunlukla enfekte ¢iftlik hayvanlari ve
onlarin dogum, abort {riinleri ve dogum sonrast periyodu ile

iliskilendirilmektedir. Koyun ve kegilerin kirkim ve dogum mevsimi olan ilkbahar
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ve yazin basinda insan enfeksiyonlar1 da artmaktadir. Ancak etkenin gevresel
kosullara direnci ve riizgar ile taginabilme 6zelligi; kentsel alanlarda hayvan ile
temas Oykiisi bulunmayan vakalar1 aciklamaktadir. Fransa’nin Marseille
bolgesinde etkili olan ‘mistral’ adi verilen riizgarlarin; bolgede Q atesinin
hiperendemik vakalar halinde devam etmesinde etkili oldugu disiiniilmektedir
(Dupont et al., 1999; 2004).

Insanlar temel olarak; enfekte hayvanlara ait kontamine plasenta ve viicut
stvilart gibi temel kaynagin kurumasindan sonra olusan tozun aerosol yolla
alinmasi ile enfekte olmaktadir. Hollanda’da yapilan bir ¢calismada (Bruin et al.,
2011) koyun ve keci ciftliklerinden alinan yiizey svaplarinin, bu hayvanlarin
vajinal svaplarina oranla ¢ok daha yiiksek miktarda C.burnetii DNA’s1 i¢erdigi
belirlenmistir. Etken toz igerisinde 4 ay, aerosollerde ise iki hafta canli
kalabilmektedir ve enfeksiyozitesi oldukca yliksektir. 1-10 aras1 bakteri bile
enfeksiyona neden olabilir. Pastorize edilmemis ¢ig siit ve siit {irlinlerinin
tilketimine bagli olarak ortaya g¢ikan sindirim yoluyla bulasma ikincil 6neme
sahiptir ve hala tartismalidir. Kanada’da enfekte keci siitiinden yapilan peynir
tilketimine bagli ortaya c¢ikan salgin nadiren de olsa siit ve siit liriinlerine baglh
enfeksiyon ortaya ¢ikabilecegini gostermistir. Cig siitte 70°C/15 saniye yiiksek 1s1
pastorizasyonu mutlaka uygulanmasi gerektigi belirtilmektedir. (Kili¢ ve Celebi,

2008; Bielawska et al., 2013; Giinaydin ve Miistak, 2013).

Direk temas ve deri bir diger bulasma yoludur. Kontamine dokular;
kontamine yiin, saman, giysiler; kene diskis1 ile direk ve dolayli temas araciligi ile
hayvandan hayvana, hayvandan insana, kene diskisindan insana ve hayvana
bulagsma da miimkiindiir. Kisiden kisiye bulasma ¢ok nadirdir. Enfekte kadinlarin
dogum iirlinleri obstetrik servislerde enfeksiyon kaynagidir. Otopsi sonrasi
kontamine olmus aerosoller ile insandan insana bulasma vakalari bildirilmistir.
Kan transfiizyonu ile bulagma miimkiindiir. Enfeksiyonun cinsel yolla gegisi
farelerde deneysel olarak gosterilmistir. Kadin-erkek arasi gecise iliskin,
Avustralya’dan bir vaka ile Irak’tan donen bir Amerikan askerinin esine
enfeksiyon bulastirdig1 olay rapor edilmistir (Fournier et al., 1998; Pexara et al.,
2018).
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Q atesi; ¢iftlik calisanlari; mezbahane, et paketleme, post ve yiin isleme
sektoriinde ¢alisanlar ve laboratuvar personellerinin risk altinda oldugu bir meslek
hastaligi olarak degerlendirilmektedir. Ancak; olasilikla riizgarla uzak alanlara
taginabilme ozelligi ile iliskili olarak, Avrupa iilkelerinde kentsel alanlarda Q
atesi vakalarimin daha sik goriilmesi, hastalifin epidemiyolojisinde belirgin bir
degisimi ortaya koymakta ve kentsel alan popiilasyonlarinda giderek artan riske

isaret etmektedir (Madariaga et al., 2003).

Enfeksiyonun 1937 yilinda Avustralya’da tanimlanmasimin ardindan,
epidemiyolojik ozellikleri cografi bolgeye gore degismekle birlikte, sporadik,
endemik ya da hiperendemik salgmlar halinde tim diinyada yaygin olarak
goriilmiistiir. Q atesi ile ilgili en ¢arpict epidemiyolojik profillerden tigli Afrika,
Fransiz Guinana bdlgesi ve Hollanda’da yaganmustir (Eldin et al., 2017).

Afrika’da Q atesi; ilk kez 1955’de dokuz iilkede ortaya koyulmus ve
seroprevalans giderek artmistir. Kirsal Afrika’da evsel ruminantlarin 6nemli
rezervuarlar oldugu diisiiniilmiistiir. Yapilan ¢aligmalar halen kitada enfeksiyonun
olduk¢a yaygin oldugu ve C.burnetii’nin Streptococcus pneumoniae ve
Mycoplasma pneumoniae ile birlikte yaygin bir pnémoni etkeni oldugunu
gostermektedir (Vanderbug et al., 2014).

Gliney Amerika’da; biiyiik boliimii yagmur ormanlart ile kapli Fransiz deniz
asir1 topragi olan Guiana bolgesinde, diinyada bildirilen en yiiksek prevalans olan,
%24 insan pndmoni oranmin tecriibe edildigi salgin yasanmustir. ilk vaka 1955
yilinda bir mezbaha iscisinde tespit edildikten sonra enfeksiyon; ozellikle
ormanlara yakin yerlesim alanlarinda 1996’ya dek giderek artan bir insidens
gostermistir. Bolgede c¢iftlik hayvanlar1 ve pet hayvanlarinda belirlenen diisiik
seroprevelans, yarasa ve keseli memelilerin sorumlu bulas kaynaklar

olabilecegini diisiindiirmiistiir (Epelboin et al., 2012).

Hollanda; 2007-2010 yillar1 arasinda bugiine kadar bildirilen en biiyiikk Q
atesi salgini ile kars1 karstya kalmustir. Ulkede artan kegi popiilasyonu ve hayvan
ithalatina paralel olarak; salgin daha Once diisiik seroprevalans yasanan
bolgelerde, kegi ciftliklerinde yasanan abort firtinalari sonrasi ortaya gikmustir.
Mesleki maruz kalma %3 dolaylarinda kalmistir. Salginda en sik yapilan tani

pnomoni olmustur ve daha az oranda endokardit ve hepatit vakalar1 goriilmiistiir.
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4000°den fazla kisinin etkilendigi bu salginin aniden ortaya ¢ikmasi ve yayilimi;
Q atesi’nin yiiksek sayida kalic1t enfeksiyonlarinin potansiyel gelisimi gibi uzun
vadeli halk sagligi sonuclar1 yaratmasi agisindan biiyiik endise kaynagi olmustur

(Dijkstra et al., 2012).

2.3 Bakteriyolojik Ozellikler
2.3.1 Morfoloji

C.burnetii; gram negatif, kii¢iik (0.2-0.4 um eninde ve 0.4-1.0 um boyunda)
pleomorfik kokobasil formunda, hareketsiz, kapsiilsiiz bir mikroorganizmadir.
Zorunlu intraselliiler tireme 6zelligi gosterir (Drancourt and Raoult, 2005). Hiicre
duvari; peptidoglikan, lipolisakkarit, lipoprotein ve protein icerigi agisindan diger
gram negatif bakterilere benzer bir yap1 gostermesine ragmen gram boyama ile

degil Gimenez yontemi ile daha iyi boyanir (Amano et al., 1984; Gimenez, 1964).

C.burnetii; okaryotik monosit ve makrofajlarin fagolizozomal vakuolleri
icerisinde siiregelen; hiicre morfolojisi, biiyiikliik ve g¢evresel kosullara direng
acisindan farklilik gosteren hiicre tiplerinin olusturuldugu karmasik bir
intraselliiler yasam déngiisii sergilemektedir. iki farkl1 hiicre tipinin yer aldig1 bu
bifazik yasam sekli, etkenin dogada siirekli canli ve enfeksiyéz kalmasinin
temelini olusturur. Bunlardan kiiciik hiicre varyant: (SCV); duragan faz formudur.
Bakteriye ektraselliiler ortamda uzun siire canli kalabilme ve zor c¢evresel
kosullara dayanabilme 6zelligi kazandiran, 6karyotik konake1 hiicrenin karsilastig
bulasict hiicre tipidir. Buna karsin metabolik olarak aktif biiyiik hiicre varyantlari
(LCV); bakteriye konake1 hiicrenin asidik fagozomal vakuollerinde replike olma
imkan1 verir (Sandoz et al., 2016). ilk kez Davis ve Cox 1938°de iki farkl1 hiicre
tipinden bahsetmislerdir. McCaul ve Williams, 1981°’de elektron mikroskobi
caligmalar1 ile SCV ve LCV hiicreleri ile vejetatif ve sporojenik farklilasmay1
iceren yasam dongiisiinii agiklamiglardir. LCV hiicreleri;lum biiyiikliigiinde,
pleomorfik, gevsek niikleotid yapili ve cogunlukla kromatinleri sitoplazmaya
dagilmis halde goriiniirler. Sitoplazmik membran, periplazmik bosluk, dis
membran proteinleri, hiicre duvarindaki peptidoglikan igerigi gibi 0Ogeler
agisindan tipik bir Gram negatif bakteri morfolojisine sahiptir. SCV hiicreleri ise;

0.2-0.5 um biytikligiinde, ¢omak seklinde, LCV hiicrelerine kiyasla hiicre
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duvarinda daha kalin ve yogun bir peptidoglikan tabakasina, kiiciik periplazmik
alana, yogun kromatine ve ¢ok sayida sitoplazmik membrana sahip hiicre tipidir.
Spor benzeri form olarak nitelendirilen SCV’ler; yine LCV’lerden farkli olarak
periplazmik boslugunda protein yapida yogun bir materyal icerir (McCaul et al.,
1991). Ayrica; Heinzen (1996) tarafindan SCV’lerin, Okaryotik histon Hl’e
benzerlik gosteren ve HQl adi verilen DNA baglayict proteini igerdigi,
kromozomal DNA’nin bu proteinle sikistirilip korundugu ortaya koyulmustur.
Cift iplik¢ikli DNA’y1 baglayan ScVA proteini de, yogun kromatin yapist ve
fonksiyonunun potansiyel bir efektorii olarak SCV hiicrelerine 6zgiidiir. Bu
Ozellikleri SCV hiicrelerinin; fiziksel, kimyasal ve ¢evresel olumsuz kosullara
dayanikliligin1 agiklamaktadir. SCV formu; DNA’smin Hgl ile yogunlastirilmis
olusu, dipikolinik asit ve sistein agisindan zengin bir spor kilifi icermemesi gibi
ozellikleri ile tipik gram pozitif bakteri spor formundan farklilik gostermektedir
(Minnick et al., 2012).

C.burnetii’nin vegetatif ve sporojenik gelisim siklusunda yer alan LCV ve
SCV hiicrelerinin fizyolojik aktivitelerinden sorumlu proteinlerin bir kismi kiitle
spektrometre ile belirlenmistir. Bunlardan; NusA (N utilization protein)
transkripsiyonda, ribozomal proteinler RpsA ve Rpll ile uzama faktorii EF-Tu
(elongation  factor) translasyonda, FtsZ (cell division protein) hiicre
boliinmesinde, ScpB (segregation and condensation protein) ve ParB
(chromosome partitioning protein) kromozom boéliimlenmesinde, RibH riboflavin
biyosentezinde, GroEL (chaperone) ve HtpG (chaperone protein) protein
katlanmasinda yer alarak, LCV hiicrelerinin vegetatif aktivitelerinde rol oynarlar.
Porin aktivitesine sahip P1 proteini besin alimindan sorumludur ve LCV
hiicrelerinin biiylime fazinda aktiftir. Tol B proteinleri, GTP (G proteini) baglayan
protein Era ve sistatiyonin beta-liyazise SCV hiicrelerine membran stabilitesi
saglayarak, hiicrenin ¢evresel direncine katkida bulurlar. Alternatif sigma faktorii
RpoS’in duragan fazda hayatta kalmak i¢in gereken gen regiilasyonunu sagladigi

diistiniilmektedir (Coleman et al., 2004; 2007).

2.3.2 Genomik o6zellikler ve tiplendirme ¢alismalar:

C.burnetii, 2 Mbp’lik kiigiik bir kromozoma sahiptir. Biitiin suslar1 30-51

kbp arasinda degisen biiylikliikkte ve genetik bilginin %2’sini olusturan, bir



10

otonom plazmit igerir. 16S rRNA sekanslama c¢alismalari, farkli cografi
bolgelerden ve c¢esitli konakgilardan elde edilen C.burnetii suslari arasinda,
genetik homojeniteye isaret etmektedir. Ancak klinik semptomlarin gesitliligi,
izole edilen suglarin patojenitesindeki farklar1 gostermektedir. Belirli suslarin
heterojenitesi ve akut ya da kronik enfeksiyonla baglantisi genotiplendirme
yontemleri ile ortaya konmustur. Genotiplendirme; Q atesi gibi zoonoz bir
enfeksiyonda, insan enfeksiyonlarimin hayvan kaynagin1 bulmada biiylik 6neme

sahiptir (Beare et al., 2006, 2009).

[k calismalar; 165/23S rRNA, com1, mucZ, icd gibi tek genom hedeflerinin
sekans ¢aligmalarina, plazmit tiplerine ve kisitlama fragman uzunlugu
polimorfizm (RFLP-SDS- PAGE), darbeli alan jel elektroforezi (RFLP-PFGE)
gibi yontemlere dayandirilmigtir. Daha sonra PCR-RFLP analizi ve mikroarray ile
tim genom dizileri elde edildiginde karsilastirmali genomik hibridizasyon (CGH)
gelistirilmistir. Plazmit ac¢ik okuma g¢ercevelerinde (ORF) ve kromozom
dizilimlerinde polimorfizmlere dayanarak yeni genomotipler tanimlanmistir. Tim
genom sekans verileri C.burnetii suslar1 arasindaki genetik gesitliligi gostermis ve
yeni molekiiler tiplendirme sistemlerinin tasarlanip uygulanmasia oOnciiliik
etmistir. Su an halen kullanilan ii¢ temel genotiplendirme metodu vardir. Bunlar
coklu lokus degisken say1 tandem tekrar1 (VNTR) analizi MVLA, multispacer dizi
tiplemesi (MST) ve tek niikleotid polimorfizmi (SNP) genotiplendirmesidir. Bu
yeni yoOntemler, zorlu patojenin molekiiler epidemiyolojik calismalarin

gelistirmede onemli adimlar atilmasini saglamistir (Massung et al., 2012).

C.burnetti genomunda; QpH1, QpRS, QpDG, QpDV ve belirlenemeyen bir
tip olmak {izere 5 farkli tip plazmit saptanmistir. Plazmidal sekanslar arasindaki
yliksek homoloji, patojenin hayatta kalmasi i¢in plazmitlerin gerekli olduklarin
diisindirmiistiir. Bu hipotez RPLF teknigi ile dogrulanmistir. Plazmit profilleri,
karakterize edilmis 6 farkli C.burnetii genomik grubu ile korelasyon gostermistir.
Bu tespit plazmitlerin; C.burnetii suslarinin farkli viriilans seviyelerini belirleyen
spesifik viriilans faktorlerini kodladigin1 gostermektedir. 39 kbp biiyiikliigiindeki
plazmit QpH1, Nine Mile RSA 493 susundan izole edilmistir. Akut enfeksiyonla
iliskili olan genomik grup 1, 2 ve 3 suslarmi temsil eder. 30 kbp biiytikliigiindeki
plazmit QpRS; atik yapmis bir kegi ve endokarditli bir insandan elde edilmis
Priscilla Q177 susundan izole edilmistir. Kronik enfeksiyonlarla baglantili
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genomik grup 4’deki suslarda bulunmaktadir. 30 kbp biiyiikliigiindeki plazmit
QpDV, genomik gruplarin hi¢ biri ile karsilastirilmamistir. 51  kbp
biiyiikligiindeki plazmit QpDG ise rodentlerden izole edilmis olup, genomik grup
6’da bulunan Dugway 5J108-111 susundan elde edilmistir. Bu sus insanlarda
patojen degildir. Genomik grup 5 kromozomla entegre olmus plazmit benzeri
sekanslar1 igeren suslara aittir. Corazon susu kromozomal DNA’da QpRS
sekanslar1 ile benzer homolojiler igerir (Hendrix et al., 1991; Willems, et al.,
1993; Jéager et al., 1998) .

C.burnetii Nine Mile phase I RSA 493 susu, ilk kez 2003 yilinda mikroarray
teknolojisi ile sekanslanmigtir. Bu ¢alismalar RFLP gruplu suslarin iligkisini
dogrulamis ve plazmit QpDV’nin dahil edildigi, genomik grup 7 ve 8 olmak iizere
iki yeni grup tanimlamustir. Tiim genom sekanslama, bakterinin ¢alisildigi birgok
alanda ilerleme saglamistir. Genom analizi ile; invazyon, istila, hiicre igi trafik,
konak hiicre modiilasyonu ve detoksifikasyonda potansiyel rolleri olan bir¢ok gen
ortaya ¢ikarilmistir. Rickettsia, Chlamydia, Mycobacterium gibi zorunlu hiicre igi
bakteriler; azaltilmis metabolik faaliyetler ve mobil elemanlarin eksikligi gibi
ozellikleri paylasir. C.burnetii; hiicre igi yasam stratejisinde bu tiirlerle benzerlik
gostermesine ragmen; genom rediiksiyonu, mobil elemanlarmn varligi, genom
mimarisi, metabolik yetenekler ve tasiyict profilleri agisindan biiyiik 6l¢iide
farkliliklar gosterir. C.burnetii genom analizi; genom rediiksiyon siirecini gosteren
sayisiz mobil element ve psddogenlerin varligini ortaya koymustur. Genom
rediiksiyonu intraselliiler bakterilerde yaygindir. Bir zamanlar énemli islevi olan
genler mutasyonlar biriktirir ve sonunda yok olurlar. Genomda; nokta
mutasyonlarma sahip 83 psddogenin varligi, C.burnetii’nin diger intraselliiler
bakterilere oranla genom rediiksiyonu evriminin basinda oldugunu géstermektedir
(Seshadri et al., 2003; Beare et al., 2006, 2009). Ayn1 zamanda C.burnetii
genomunda kromozom etrafina yayilmis 29 insersiyon sekansi (IS) elementi ve 3
dejenere transpozon belirlenmistir. 1S1111 isotipi genomda 56 kopyaya kadar
goriiliir ve 7 bp’lik sekans kaliplar halinde tekrar eden, 1400 bp’lik insersiyon
sekanst icerir. Bu element hassas tanisal PCR’da spesifik bolge olarak kullanilir.
2007 yilinda Denison ve ark.; 1S1111 elementlerinin i¢ini her element i¢in spesifik
olarak bir upstream primer ile kombinasyon halinde bir antisens primer

kullanarak, PCR ile analiz edilen bir genotiplendirme yontemi gelistirmistir.
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Genomda; segilmis bolge 16S/23S rRNA’da, ORF’lerin arasinda hayli
degisken 10 intergenik bdlgenin analizine dayanan MST yoOntemi, diinyanin ¢esitli
bolgelerinden gelen 173 C.burnetii susu igin kullanilmistir. Bu anlamda en
kapsamli c¢alismadir. Bu yontemle 30 genotipik ve 3 monofilogenetik grup
saptanmistir. Bu gruplar plazmit tipleri ile korele edilmistir. Yontem ayirt edicidir
ve diinyada sik kullanilmaktadir. MST genotiplemesi C.burnetii’nin bir bolgeden
digerine, hayvan rezervuarlarindan insanlara yayilimini izlemeye yardimci olur.
Ornegin MST20 Amerika’da insan ve ruminantlarda, Avrupa’da ruminantlarda
tanimlanmis olup, hastaligin tarihsel siirecte yeni diinyaya yayilimini yansitmistir.
Buna karsilik MST17 bugiine dek yalnizca Fransiz Guyanasi’nda elde edilmis ve
hastaligin ciddi formlarina neden olmustur. Hollanda’da da MST genotiplemesi
MST33’ii tanimlamis ve hastalik kaynaginin kegi siiriileri oldugunu dogrulamustir.
Filogenetik analiz, MST33’iin Almanya’dan Hollanda’ya Fransa iizerinden
yayildigint ortaya koymustur. MST genotiplendirmesi diinyadaki suslarin
filogenetik baglantisini ortaya koyma 6zelligi nedeni ile ‘cografi yontem’ olarak

nitelendirilmistir (Glazunova et al., 2005).

DNA’da yiiksek oranda korunmus, ardisik tekrarlanan dizilerin sayisindaki
degisimin, tandem tekrar1 yazilimi gibi bir yazilimla sorgulanmasina dayanan
VNTR-MVLA genotiplendirmesi; C.burnetii i¢in birbirinden bagimsiz iki ayri
calisma halinde planlanmistir. Svraka vd. (2006), 21 izolattan 5 ana grup ve 9
MVLA tipi belirlemislerdir. Arricau-Bouvery vd. (2006) ise daha gii¢lii bir ayirt
edicilik saglamak i¢in iki ayr1 marker paneli kullanarak, 42 izolat analiz edip 36
MVLA tipi ortaya koymustur. Yontem Avrupa’da ozellikle ruminantlar suglari
genotiplendirmede c¢ok kullanilmistir. Yontemin ayrim giicii MST den yiiksek
olmakla beraber, stabil olmayan DNA tekrarlarina dayanmaktadir ve fazla
ayirimct  sonuglar  iiretilebilmektedir.  Laboratuvarlar  arast  sonuglarin

karsilastiritlmasinda giigliikler yasanmaktadir ve tekrarlanabilirlikten yoksundur.

SNP genotiplemesi; bir kiiltiir basamagina gerek olmadan dogrudan insan ve
hayvan Orneklerine uygulanabilir bir yontem olarak Hollanda salgininda
gelistirilmistir. Genbankta mevcut 5 C.burnetii tam dizisi kullanilarak 10 ayirt
edici SNP secilmis ve SNP’lerin ters transkripsiyon-PCR (RT-PCR) ile tespiti
yapilmistir. 14 insan ve 26 hayvan 0rneginde gergeklestirilmis ve 5 farkli genotip

ortaya koyulmasina imkan vermistir. Yontem Belgika ve Amerika’da da ¢iftlik



13

hayvanlari ve kene tiirleri i¢in kullanilmigtir. Daha sonra MST lokasyonlarindan
SNP imzalarinin ¢ikarildigi, MST genotiplendirilmesinden tiiretilen bir SNP bazli
yontem ortaya koyulmustur. SNP genotiplendirilmesi metodu, daha &nce
tiretilmemis izolatlarin genotiplendirilmesini saglayarak cografi tiplerin diinya
capinda karsilastirilmasia imkan veren bir veri tabanii gelistirmistir (Hornstra

etal., 2011).

2.3.3 Asit ortama adaptasyon ve metabolizma

Orta derecede asidofil bir bakteri olan C.burnetii; 6karyot hiicrelerin
fagositlerinde bulunan fagolizozomlarin asit ortaminda yasamini siirdiirebilme ve
replike olabilme yetenegine sahiptir. Asit ortamda besin ve substrat tagimasi da
artmaktadir. C.burnetii genomu; asiditenin tamponlanmasi ve dolayisiyla aktif
tasimanin saglanmasinda gorev alan c¢ok sayida 6nemli proteini kodlar. Ayrica
pH’y1 dengede tutan sodyum iyon/proton degistiricisi, duyarli iyon kanali ve
tastyicist ve osmoprotektanlar ile osmotik strese ve konak¢i antimikrobiyal

defensinlerine karsi direng saglamaktadir (Mertens et al., 2012).

C.burnetii muhtemel karbon kaynaklar1 olarak, iki adet ksiloz ve glikoz
seker tagima, 15 adet aminoasit ve iki adet peptid tasima sistemine sahiptir. Diger
zorunlu intraselliiler bakterilere kiyasla biyosentetik kabiliyeti ylksektir.
Trikarboksilik asit dongiisii, glikoliz ve pentoz-fosfat metabolizmasinin bazi
enzimlerine sahiptir. Chlamydia ve Rickettsia tiirlerinden farkli olarak C.burnetii
bir enerji paraziti gibi davranmaz, ATP’yi konak hiicreden saglayamaz. C.burnetii
tarafindan glutamatin ve glukozun alimi asit sartlarda uyarilmakta ve oksidatif
fosforilasyon yolu ile ATP yogunlugunu artirmaktadir. Bu nedenle C.burnetii
oksijen tagimiminin fazla oldugu dokulara ilgi gostermektedir (Seshadri et al.,
2003).

C.burnetii fagozom igerisindeki oksidatif strese; fagolizozom filizyonunu
geciktirmek, hiicresel NADPH oksidazi inhibe etmek, diisiik demir ortamlari
tercih ederek genom stabilitesini korumak, DNA onarim genlerini devreye
sokmak, vakuol ortamini1 enzimlerle detoksifiye etmek gibi yollar ile kars1 koyar.
Bu 6nlemler vakuollerdeki replikasyonun diizenlenmesi i¢in dnemlidir. Bakterinin

gelistirdigi stratejiler tam aydinlatilamamakla birlikte bilgiler genom sekans
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calismalarina dayanmaktadir (Miller, 2012). C.burnetii; konakg1 hiicrenin birincil
savunma mekanizmasi olan; siiperoksit (O2), nitrit oksit (NO), hiicresel NADPH
oksidaz (phox) ve indiiklenebilir nitrit oksit sentaz (iNOS) gibi yikimlayici
mediatorleri detoksifiye etmek adina gesitli enzim sistemlerine sahiptir. Asit
fosfataz ile oksidatif yikimin baskilanmasi, siiperoksit dismutazlarin (Sod), katalaz
ve peroksiredoksin salinimui ile serbest radikallerin enzimatik olarak yikimlanmasi
bu kapsamdadir. C.burnetii SodA ve SodC olmak iizere iki ¢esit superoksit
dismutaz enzimi kodlar. Bu enzimler siiperanyonlarin detoksifiye edilmesini
saglar. Ortamdaki hidrojen peroksitlerin, oksijen ve suya ayrilmasi ise katalaz

enzimi vasitasi ile olmaktadir (Mertens et al.,2012).

C.burnetii; oksidatif stres karsisinda, DNA’ya zarar verici etkilerle bas
etmek i¢in OXyR ve RpoS genleri tarafindan diizenlenen degisik DNA tamir
mekanizmalarint kullanir. Baz eksizyon onariminda (BER); tagA ve mpg genleri
tarafindan diizenlenen metil uyumsuzlugu tamir sistemi (MMR) ile metil gruplar
uzaklastirilarak DNA yapist enzimatik yolla eski haline getirilir. UvrABC genleri
kontroliindeki niikleotid eksizyon onarimi (NER) ise BER sistemine gore daha
genis bir hasarli alanm1 goriir, hasarli DNA’nin DNA helikaz ile birlikte
uzaklastirilmasima dayanir. Rekombinasyonel DNA tamiri ise, DNA hasarinin
neden oldugu tek iplikli (ssDNA) bolgelerini taniyan RecA ile diizenlenir (Wang
et al., 2005; Friedberg et al., 2006; Park et al., 2010 ).

2.3.4 Faz varyasyonu

C.burnetii’nin dis zarinin ana molekiilii olan lipopolisakkarit tabakasi
(LPS); ortaya koydugu molekiiler degisiklikler ile immun sistemden kagiga hizmet
eden 6nemli bir viriilans faktoridiir. Enterobakterilerde goriildiigii gibi C.burnetii
de antijenik varyasyon gosterir. Faz degisimi, farkli genomik gruplarda bulunan
C.burnetii’ler arasinda benzer sekilde meydana gelir. Viriilan form olarak
tanimlanan faz 1; dogal kaynaklardan elde edilir ve tam uzunlukta bir LPS ile
karakterizedir. C.burnetii’nin embriyolu tavuk yumurtasi ve doku kiiltliriinde
birka¢ seri pasajindan sonra molekiil agirliginda geri doniisiimsiiz degisiklikler
olusur, yiizey antijenlerini kaybeder ve aviriilan faz 2’ye doniisiir (Honstettre et

al., 2004).
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Faz gecisi, LPS biyosentezinde gorev alan genlerin mutasyonu ile iligkilidir.
Lipid A biyosentezinde ii¢ adimi katalize eden; LpxA, LpxD, LpxC ile i¢ ¢ekirdek
ve O-antijen sentezinde yer alan GmhB, WecA bunlar arasindadir. Bu genler tiim
C.burnetii suslarinda korunur ve in vivo inhibe edilmeleri; immun sistem
tarafindan etkin bir sekilde temizlenen faz 2’ye doniisiime sebep olur. Faz 1; L-
virenoz ve dihidrohidroksistreptoz ve galaktozamin uronil gibi sekerler igceren bir
O antijenine sahipken, aviriilent faz 2 O antijeni barindirmamaktadir. Aviriilan ve
viriilan formlarin Lipit A molekiilleri kiitle spektrometresinde 6zdes bir kimyasal

yapi sergilemektedir (Beare et al., 2008).

Fagositoz etkinligi; CR3’iin (Complement receptor-3), avp3 integrin ve
CDA47 (Cluster of Differentiation 47) ile aktivasyonuna baghdir. Faz 1 C.burnetii
LPS’si araciligiyla, CR3 dahil integrinler arasi etkilesimi inhibe ederek, aktin
hiicre iskeleti organizasyonunu yeniden yapilandirarak fagositosizi onler. Faz 1
patojeni, bakterilerin CR3'e baglanmasim1 kisitlayan, tam bir LPS yapisina
sahiptir. Konak hiicreye giriste faz 1, THP-I (Human leukemia monocytic cell )
l6kositleri tizerindeki alfa ve beta integrin reseptorii ile etkilesime girerken, faz 2
bunlara ek olarak ayrica CR3 ile etkilesime girer (Schaik et al., 2013). Faz 1’in
piiriizsiz LPS'min yapisi, LPS i¢indeki ligandlar1 taniyan, TLR2 (Toll Like
Receptor) reseptorleri tarafindan bakteriyel tanimlamay1 maskeler. Buna karsilik,
avirilan faz 2 C. burnetii, terminal O antijen sekerlerini igermeyen ve kolayca
TLR2 tarafindan tespit edilen kaba bir LPS iiretir; bu tespit interlokin 12 (IL-12)
ve timor nekroz faktorii (TNF) iiretimini indiikler ve bakterilerin temizlenmesine
aracilik etmek i¢in makrofajlar1 aktive eder. Tersine, faz | C. burnetii, birincil
dendritik hiicrelerin (DC'ler) olgunlagsmasin1 indiiklemez ve nispeten disiik

seviyelerde IL-12 ve TNF iiretimine neden olur (Abnave et al., 2017).

2.4 Patogenez ve Patoloji

Intraselliiler patojenitenin temeli; bakterinin, konak aracili yikimlayic
etkiye karsi koymasi ve replikasyonunu siirdiirecegi bir ortam olusturmasina
dayanmaktadir. Fagositik hiicreler igerisine alinan bakteri, endositik yolla
vakuollere ya da fagozomlara dahil olduktan sonra cogunlukla fagolizozom
ortami1 bakteriyi yikimlayacak sekilde asitlesir. Cogu parazitik bakteri bu

yikimlayict etkiden kagacak stratejiler gelistirmistir. Tersine C.burnetii
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fagolizozomal vakuollerin asit ortamindaki yasama adapte olmustur ve terminal
fagolizozomlara benzemeyen bu 06zel asidik yuvalarin biyolojik olusumunu
yonlendirerek farkli bir yol izler. C.burnetii; intraselliiler yasam dongiisiinde,
fagolizozomal vakuoller igerisinde boliinlip g¢ogalabilen bilinen tek patojen
bakteridir. Bu karakteristik ozellik C.burnetii enfeksiyonunun
patomekanizmasinin en 6nemli unsurunu olusturur (Larson et al., 2016; Voth et

al., 2007).

2.4.1 Hiicreye giris

C.burnetii'nin  neden oldugu enfeksiyon, bulasict  aerosollerin
solunmasimdan kaynaklanir. C.burnetii SCV hiicrelerinin konak hiicrelerinin
monosit ve makrofajlarimin igine alinmasi, mikroflamentlere bagli endositoz
yoluyla gergeklesir. C.burnetii nin hiicreye girisinde bakteri LPS’si, konakg1
spesifik baglanma reseptorleri integrinler ve CR3 arasinda etkilesimler s6z

konusudur (Dellacasagrande et al., 2000).

Virilan faz I'in insan monosit benzeri THP-1 hiicrelerine yapismasi,
konake¢1 hiicre zarmin bakteri adezyon bolgesine dogru c¢ikintilagsmasina neden
olur. Faz 1 bakteri THP-1 16kosit reseptorii avp3 integrin ve toll-like reseptor 4
(TLR4) komplekslerini kullanarak monositlere baglanirken, faz 2 C.burnetii av3
integrin ve makrofajlarin CR3 reseptorii (amp2 integrin) ile baglanir. C.burnetii,
apoptotik hiicrelerin fagositoz yolu ile uzaklastirmasindan sorumlu avp3 integrinle
baglanarak  inflamasyonun  uyarilmasim1i  engeller.  Hiicre  iskeletinde
mikrofilamentlerin reorganizasyonu sadece Faz 1 patojende goriiliir. Diger
invaziv bakterilerde goriildiigii gibi, hiicre iskeletindeki degisiklikler konakg1
GTPaz’lart (Guanosine triphosphatase) aktive etmek yoluyla fagositosuzu
baslatmaktadir (Roman et al., 1986; Baca et al.,1993; Capo et al., 2019).

2.4.2 Hiicre icinde parazitik vakuol gelisimi

Endositik fagozomlar ile hiicre i¢ine alindiktan sonra, ilk 6 saatte, C.
burnetii'nin konakg¢inin otofagosomlar1 ve endozomlart ile etkilesimleri soz
konusudur. Bu etkilesimler, otofajik marker LC3'in (mikrotubule bagl protein-

Hafif Zincir 3) ve endozomal GTPaz Rab5 varliginda gerceklesir. C.burnetii'nin
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fagositozu GTPaz varliginda erken fagozom olusumu ile sonuglanir (Roest et al.,
2013).

Faz 1 C.burnetii igeren erken fagozomlar fagositozdan basari ile kagtiktan
sonra olgunlasma siirecine girer. GTPaz fagozomlarin fiizyonunu uyarir ve erken
endozomal markerlarin alimi ile liimende asidifikasyon baslar. Fagozomlarda;
limene siirekli proton pompalayan GTPaz Rab7, LAMB1 ve LAMB2 ve ATPaz
varligi ile pH 5’¢ kadar disirilir ve nihayetinde fagozomlar lizozomal
kompartmanlar ile kaynasir. Bir araya gelen fagolizozomlar; bakterinin benzersiz
biyokimyasal stratejileri ile yonettigi hiicresel siireglerin goriildiigi asidik
kompartmanlar olan vakuollere doniisiir. PV (paraziter vakuol) olusumunun bu
asamasinda, bosluklar orta derecede asidik bir ortamla (pH = 4,5) karakterize
edilir. Vakuol limeni; asidik fosfataz, 5'niikleotidaz ve katepsin D gibi asidik
hidrolazlar; LC3, Rab7 ve Rab24 yiizey isaretleyicileri; H + ATPase; lizozomal
glikoproteinler LAMB 1, 2, 3; flotillin 1, 2 gibi lizozomal membranla baglanmis

ilave protein isaretleyicilerine sahiptir (Schaik et al., 2013).

Ek olarak, PV membrani, énemli bir yapisal rol oynayan ve C.burnetii
enfeksiyonu sirasinda sinyal iletimini saglayan kolesterol ile zenginlestirilir.
Kolesteroliin yapisal fonksiyonu ¢ift lipid tabakasinin mekanik direncini
artirmaktir. Boylece bakteri igeren olgun PV, vakuolleri biiylik olmasina ragmen
mekanik hasarlara karsi oldukca direngli hale gelir. Kolesterol ayni zamanda,
iyonlarin membran gecirgenligini de azaltir ve bu da protonlarin kagisini en aza
indirdigi i¢in PV'nin asidik pH'sinin siirdiiriilmesinde yardimei olur. Kolesterol
lipoproteinlerle birlikte; flotillin-1 ve 2, sinyal iletimi ve membran fiizyonu gibi
bir¢ok hiicresel fonksiyonun diizenlenmesinde rol oynar. PV, endozomlarin sivi
faziyla siirekli baglanir, bu nedenle endozomal sivi faz belirtecleri, vakuollerin
limeninde siirekli bulunur. C.burnetii SCV hiicreleri, LCV'ye dogru morfolojik

doniisiime ugrar ve replikasyon baglar (Gilk, 2012).

Normal kosullarda; hiicre tarafindan sitoplazmik materyali bozmak ve
hasarli organelleri otofagolizozomlara taginmalar1 sirasinda uzaklastirmak igin
kullanilan bir iglem olan otofaji mekanizmasi, C.burnetii tarafindan yasam
dongiisii boyunca gerekli olan besin bilesigi kaynagi olarak PV olusumunun ilk

basamag1 olarak uyarlanmistir. Endolizozomal vakuoller i¢eren otofagosomlarla
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yapilan ¢oklu fiizyon, vakuolar membranda PV'lerin biiyiimesi i¢in ihtiyag

duyulan boslugu saglamada temel bir rol oynar (Castrejon et al., 2015).

Icerisinde C.burnetii 'nin bulundugu olgunlasmis vakuoller; (CCV—Coxiella
containing vacuol) bakterinin intraselliller replikasyonunu ve ekstraselliiler
stabilitesini korumak i¢in, konak¢i zar nakil yollarmi degistirmek gibi
mekanizmalar  ile farklilagtirdigt  lizozom  benzeri  organeller olarak
diistintilmektedir. SCV'nin LCV'ye doniisiimii; bu vakuollerde gergeklesir. 16 saat
sonunda CCV sadece LCV hiicrelerinden olugmaktadir. CCV’lerin sagladigi
asidik ortam bakterinin metabolizmasin1 ve enfeksiyon siirecini yonetecek

proteinlerin iiretimini aktive etmektedir (Beare et al., 2011; Kohler et al., 2015).

C.burnetii; CCV'nin i¢inde ¢ogalmak i¢in, arasinda filogenetik olarak yakin
iliskisi bulunan Legionella'nin Dot/lcm Tip IV B Salgilama Sistemi (T4BSS)’ne
homolog bir formda olan efektér proteinlerin varligina ihtiyag duyar. T4BSS,
hiicre i¢i yasam dongiisii igerisinde temel viriilans faktorii olarak gorev alir
(Newton et al., 2013). T4BSS; C.burnetti SCV hiicrelerinin CCV’lere dahil
olmasi ile aktive olur ve membrani boyunca ve konakg¢i hiicreye 130°dan fazla
bakteri efektdr proteinini transloke eder. Bu proteinler; patojen enzimatik
aktivitesinin; otofaji, immun cevap, apoptosiz gibi konake¢ir proseslerinin
diizenlenmesi ile patojen-konak¢i etkilesimleri yoluyla vesikiiler protein

trafiginden sorumludur (Wallgvist et al., 2017).

Bakteriyel sekresyon faktorlerinin ortak ozelligi, konak hiicrelerin
proteinlerinin aktivitesini fonksiyonel olarak taklit eden Okaryotlara benzer
hareketlerin varligidir. Icm genlerde fonksiyon kaybi mutasyonlar1 iceren C.
burnetii suslar1 konakgi hiicrelerin iginde ¢ogalamaz. Transpozon insersion
sekanslama teknolojisi (Tn INSeq) ile mutant efektor proteinlerinin izlendigi bir
calismada; bu mutantlar1 iceren C.burnetti suslarinin hiicre kiiltiirlerinde kiigiik
CCV olusturdugu ve diisiik replikatif oranlar gosterdigi ortaya konmustur (Crabill
etal., 2018).

2.4.3 Olgunlasms parazitik vakuol

Enfeksiyondan yaklasik 6 giin sonra; duragan faz baglar, CCV agir bir
sekilde LCV hiicreleri ile yiiklenir ve bunlar tekrar SCV hiicrelerine doniismeye
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baglar. Sasirtict bir bigimde konakg¢i hiicrenin tiim sitoplazmasini kaplayabilen
CCV’ler, ayn1 zamanda konak hiicrenin yasamini devam ettirmesini de miimkiin
kilmaktadir. Konak¢1 savunma mekanizmalarindan basariyla kagtiktan sonra,
C.burnetii bakterileri hayatta kalabilmek ve hiicrelerin i¢inde ¢ogalabilmek igin
apoptozu inhibe edebilir. C.burnetii enfeksiyonu, ¢ok sayida apoptozla iliskili
genlerin ekspresyonunu etkiler. A1/Bfl-1 (Bcl-2 familyasi antiapoptotik
proteinlerin tiyesi), c-IAP2 (apoptozis protein ailesinin inhibitorleri - IAP) ve Akt
ve Erk 1/2 (hiicre dis1 sinyalle diizenlenmis kinazlar 1 ve 2) gibi antiapoptotik
proteinlerin sentezinin artmasina neden olur (Chmielewski et al., 2011). Ayrica
patojen, sitokrom c'nin mitokondriden dogrudan ya da dolayli olarak salinmasini
Onleyen proteinler {ireterek enfeksiyon sirasinda hiicre igerisindeki apoptotik 6liim
yollarim etkiler. C.burnetii, konakg1 hiicrelerde apoptoz islemini en az 4 hafta
boyunca inhibe edebilir. Enfekte hiicrelerin hayatta kalmasini tesvik etmek kronik
C.burnetii enfeksiyonlarinin olusturulmasi ve siirdiiriilmesi i¢in gereklidir (Voth
et al., 2007; 2009). Hiicre sitokinezi sirasinda, biiyiik CCV’nin diger hiicrelerin
enfekte olmasin1 dnleyecek sekilde yalnizca bir hiicreye ayrildigr goriilmektedir.
Bu durum bakteriye enfekte olmasi i¢in yeni hiicreler vererek, siirekli cogalmasina
izin verirken konak¢i  hiicreyi de koruyarak ve persiste enfeksiyonu

desteklemektedir (Schaik et al., 2013; Pechstein et al., 2018).

SCV hiicrelerinin, metabolik olarak aktif LCV hiicrelerine doniisiimii iyi
tanimlanmistir. Ancak vakuol liimeninin LCV hiicreleri ile dolmasinin ardindan;
uzun zaman ektraselliiler ortamda hayatta kalma ve aerosol yolla bakterinin yeni
konakgilara transferinden sorumlu SCV’ye doniis kinetigi net degildir. Olasilikla;
asirt derecede enfekte olmus hiicreler ve dejenere olmus endositik ve otofajik
yolun besin yiikli vezikiilleri vakuolde besin madde trafigini durdurmakta;
aminoasitler gibi hayati besin kaynaklarinin tilkenmesi ile sporulasyon benzeri

stire¢ baglatilmaktadir (Coleman et al., 2004).

C.burnetii’nin enfeksiyon gsemasi Sekil 2.1°de, enfeksiyonun farkl

asamalarinda LCV ve SCV hiicre formlari ise Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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@- Cbrunetiinin SCV formlari < LCV fonnlan.ﬁ— - tip IV sekresyon sistemi

~ % - Rab24 ve Rab 7 markerlar
A-LC3 markerlar," ¥ - AMP1 ve LAMP2 ** -l ® flotillin 1 ve 2, . -Rab5
1- Hiicre igine alinma, 2- F ilk b 3- Li; bagl 4-PV ol
digina gikmasi

5- C.burnetii'nin cogalip hiicre

Sekil 2.1 C.burnetii’nin enfeksiyon semasi (Bielawska et al., 2013).

Sekil 2.2 Vero hiicrelerinde; enfeksiyonun 8.,16. saati ve 1., 2, 3., 4., 6., 8. giinlerinde,

C.burnetii’nin PV igerisindeki morfolojik gelisim formlarinin elektromikroskobik goriintiisii. LCV
formlari siyah, SCV formlar1 beyaz ok ile gosterilmistir (Coleman et al., 2004).



21

2.4.4 Patolojik bulgular

Calismalar, C.burnetii'nin baslangicta plasentay1 enfekte ettigini ve daha
sonra fetlise yayilmasinin hematojen veya amniyotik-oral yolla meydana
gelebilecegini gostermektedir. C.burnetii ile enfekte olan hayvanlar genellikle
semptomatik enfeksiyon yasamazlar. Akut fazda, C.burnetii'nin varligi kanda,
akcigerlerde, dalakta ve karacigerde gosterilebilir. Ancak ¢ogu hayvan, atesin
olmamasi da dahil olmak {izere, tamamen asemptomatiktir. Uterus ve meme
bezleri, C.burnetii enfeksiyonunda primer bolgelerdir. Boylece bakterinin sagilim1
dogum periyodu boyunca ve sonrasinda devam eder. Dogum iiriinleri, 6zellikle
plasenta yiiksek miktarda C.burnetii ile kontaminedir. Hayvanlarda kronik
C.burnetii ile iliskilendirilen tek patolojik bulgu; 6zellikle koyun ve kegide daha
stk olmak iizere abort, sigirlarda daha sik diisiik dogum agirligi ve infertilitedir

(Agerholm, 2013).

Q atesi enfeksiyonu hayvanlarda siklikla kronik hale gelir.Yapilan
caligmalar; ozellikle sigirlarin gebelik sirasinda plasenta ve fetiisa higbir bulagsma
olmadan enfekte kalabildigini gostermektedir. Bu durum maternal antikor
tepkisine neden olur ve gebelik yasi arttikca seropozitif ineklerin belirgin artan
prevalansini agiklar. Q atesi ineklerde siklikla kroniklesir ve saglikli goriinen
seropozitif inekler bakterinin sagilmasinda etkin rol oynarlar. Ek olarak siit

sigirlarinda; C.burnetii mastit vakalarindan da izole edilmistir (Paiba et al., 1999).

C.burnetii’nin ¢iftlik hayvanlarindaki abortlar ile baglantisi, dogum ve
sonrast donemde bu hayvanlarda birtakim reprodiiktif hastaliklara sebep oldugu
varsayimini ortaya koymaktadir. Gebe uterusun enfeksiyonu sus viriilansina,
plasental lezyonun ciddiligine, maternal ve fetal immun yanita, gebelik yasina,
fetlista yayilmaya bagl olarak; abort, prematiire dogum, 6lii dogum, zayif yavru
dogumu, klinik olarak normal veya konjenital enfekte yavru dogumu ile
sonuclanabilir. Anne agisindan; infertiliteye sebep olabilecek metrit, endometrit,
yavru zarlarinin atilamamasi gibi sonuglar da yasanabilmektedir (Agerholm,

2013).

C.burnetii ile iliskili abortlarda fetiis bazen otolize olmasina ragmen

cogunlukla tazedir ve genellikle normal goriinimdedir. Makroskobik lezyonlar,
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hafif hemorajik plasentitten nekrotizan plasentite degisir. Plasentit; ¢ogunlukla
kalinlagsmis interkotiledon bolgeleri kapsayan sari-kahverengimsi bir eksudatin
varligi ile birliktedir. Koryonik epitel hiicreleri bazofilik graniilasyon gosterebilir.
Baz1 fetiislerin karacigerlerinde graniilomatoz hepatit goriilebilir. Mikroskobik
lezyonlar ise nekrotik trofoblast hiicrelerinin daginik odaklari ve mononiikleer
hiicrelerin mevcut oldugu hafif inflamasyondan; vaskulit, 6dem, nekroz ve
notrofil infiltrasyonunun baskin oldugu siddetli genis inflamasyona kadar degisir

(Muskens et al., 2012; Van den Brom et al., 2015).

Sekil 2.3 C.burnetii ile enfekte olmus plasenta 1.Yaygin kizariklik ve interkotilodoner alanlarda
yar1 saydamlik kayb1 2. Kotiledonlardaki koryonik villuslarda bol miktarda nétrofil infiltrasyonu
ile nekroz 3. Trofoblastlarin sitoplazmasinda genislemeye sebep olmus bazofilik bakteri kiimeleri
4. Siddetli granular intrasitoplazmik immunoreaktivite, hematoksilen boyama ile

immunohistokimya (Rioseco et al., 2019).

Insanlarda, Q atesinin patolojik lezyonlar1 organ biyopsileri ile ve tani
amagli otopsi ¢aligmalari ile tantmlanmistir. Hepatit hastalarinda biyopsi 6rnekleri
siklikla alinmistir, ancak Q atesi nadiren 6liimciil oldugu i¢in hastaligin otopsi ile
patolojik tanimmmasi azdir. Serolojik yontemler ile hastaligin kesin tanisi artik
yapilabildiginden organ biyopsileri tanmi ic¢in kullanilmamaktadir. Q atesi
pnomonili hastalarda tipik pulmoner histopatolojik lezyonlar, biiyiikk bir

konsolidasyona, intersititisyel pndmoniye, fibrin ve eritrosit igeren alveolar
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eksudata dayanir. Intersititisyel infiltrasyonlar ¢ogunlukla lenfosit, makrofaj ve az
miktarda polimorfoniikleer 16kositlerden olusur. Bu patolojik bulgular Q atesine

spesifik degildir (Whittick, 1950).

Granulomatoz hepatit; ‘Doughnut graniilomu’ adi verilen olusumlarin
hakim oldugu Q atesinde siklikla goriilen bir patolojik tablodur. Karaciger
kesitlerinin histolojik incelemesin de fokal hepatoselliiler nekroz ile makrofajlar,
lenfositler ve polimorfoniikleer 16kositlerden olusan hiicre infiltrasyonlar1 goriiliir.
Graniilom yapilarinin i¢inde ya da ¢evresinde halka graniilom olarak adlandirilan
bir fibrin halkasi bulunur. Cok ¢ekirdekli dev hiicreler fibrin halkasini ¢evreler.
Her nekadar bu yapi; Hodging hastaligi, sitomegaloviriis enfeksiyonu, tifo gibi
hastaliklarda bulunabilse de, Q atesinin bir 6zelligi olarak kabul edilir. Kemik
iligindeki lezyonlar karaciger lezyonlari ile benzerlik gostermektedir (Greiner,

1992).

Q atesi endokarditi cogunlukla aortik ve mitral kapaklari tutar. Enfekte
kardiak kapaklardaki histolojik bulgular spesifik degildir. Fibrin, trombosit ve

nekrotik hiicresel enkazdan olusan trombiis, kalsifikasyon ve ossifikasyon

odaklar ile kollajen birakan fibroblastlardan olusan bir goriintii sergiler (Tobin,

1982).

Sekil 2.4 Q atesi enfeksiyonunda kemik iliginde ‘Donut graniilomlari” (Herndon and Rogers,
2013).

2.5 Q Atesi Enfeksiyonunda Bagisikhik

C.burnetii; hayatta kalmak ve replikasyonunu siirdirmek i¢in myeloid

hiicrelerin ~ mikrobisidal  aktivitesine  miidahale, inflamatuar  yollarin
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sonlimlenmesi, immun hiicrelerin etkisiz hale getirilmesi gibi yollar1 kullanan
zorunlu intraselliiler bir mikroorganizmadir. C.burnetii’ye immun cevap
graniilomlar ile organize edilir. Ancak bu yanit niiks riskini ortadan kaldirmaz.
Dogal bagisiklik enfeksiyonun kontrolii i¢in yeterlidir, edinilmis immun yanit ise
bakterinin temizlenmesini miimkiin kilar. Kronik enfekte hastalarda ve akut
enfekte hastalarin bazilarinda, hastaligin kontrolsiiz immun yanit gibi bazi
ozelliklerinde her ikisi de rol oynar. Maruz kalan hastalarin ¢ok az bir kisminin
kronik Q atesi gelistirmesi, konak¢1 immun tepkisi ile iligkili genetik faktorlerin

Oonemini ortaya koymaktadir (Amara et al., 2012).

Q atesi bireylere aerosol yolla bulasir ve primer enfeksiyon gelisir.
Hastalarin yarisindan fazlasi seroloji pozitif olmak disinda bir belirti gdstermez ve
sadece %2’sinde hastaneye yatacak kadar ciddi akut enfeksiyon gelisir. Akut Q
atesi ¢ogunlukla bir antibiyotik tedavisi olmadan ¢oziiliir. Bununla birlikte
goriiniiste iyilesmis hastalarda enfeksiyon, aylar ya da yillar sonra kroniklesip
kalic1 hale gelebilir. Kalp kapagi hasarli olan hastalar, kanserli hastalar, gebe
kadinlar kronik enfeksiyon riski altindadir. Kronik enfeksiyonun temel klinik
tablosu endokardittir. Primer Q atesi enfeksiyonunun kontrolii, hiicre aracili
immun yanit ve interferon-y (IFN-y)’nin kritik roli ile graniilom olusumunu igerir.
Primer bir enfeksiyon az sayida vakada kroniklesir. Kronik Q atesi; defektif
graniilom olusumu ve IL-10’un yiiksek miktarda tiretimi ile karakterizedir (Capo
and Mege, 2012).

2.5.1 Dogal bagisikhik

Makrofaj ve monositler C.burnetii’nin ana hedefleridir. Plasental
trofoblaslar ve adipozit doku da C.burnetii ile enfekte olmaya adaydir ancak bu
dokulardaki mekanizmasi hala bilinmemektedir. Mikroorganizmanin fagositozu,
patojen ile iliskili molekiillerin (yiizey karbonhidratlar1, peptidoglikanlar veya
lipoproteinler gibi) oriintii tanima reseptorleri tarafindan taninmasi veya dolayl
olarak opsoninlerin (CD3 gibi) aracilik etmesi yoluyla olabilir. Fagositoz
etkinligi; konak hiicre yiizeyindeki avp3, aMP2 (CR3), CD47 gibi fagositik

reseptorlerin aktivasyonuna baglhidir (Amara et al., 2012).
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Faz 1 viriilan C.burnetii, LPS’si vasitasi ile; integrinler arasi etkilesimi
inhibe eder, aktin hiicre iskeletinin yeniden sekillenmesine yol agar ve protein
tirozin kinaz yollarin1 aktive eder. Boylece reseptor aracili fagositoz inhibe
edilmis olur. AvB3 integrin yoluyla baglanma, avB3 ve CR3’iin ayrigmasi,
makrofaj inaktivasyonu ile sonuc¢lanir. Dolayisiyla, faz 1 bakteri diisiik oranda ve
zayif bir sekilde hiicre i¢ine alinir. Hedef immun hiicrelere daha az oranda LPS
sunulur. Bu durum C.burnetii ‘nin hiicre iginde kalicilig1 i¢in kritik 6neme sahiptir.
Faz 2 aviriilan bakterinin, avp3 integrinin yanisira aMB2 (CR3) ile de baglanmasi;
timor nekrosis faktor (TNF) salinnmini virtilan bakteriden daha ¢ok uyarmasi,
dolayisiyla yiiksek oranda fagositozu ve oliimii ile sonuglanir ( Meconi et al.,

2001).

Integrinlerin yamsira Toll benzeri reseptorler (TLR) de; graniilom
formasyonu ve sitokin iiretiminde ve hiicre iskeleti yeniden diizenlenmesinde rol
alarak makrofaj enfeksiyonuna katki saglar. TLR-2 ve TLR-4 hiicre yiizeyinde
yerlesmis protein yapida, mikrobiyal patojen kaliplar1 taniyan molekiillerdir. Bu
reseptorlerin dogal immun sistem tarafindan taninmasi ile sitokinler, kemokinler
uyarilir, antijen spesifik reseptorler toplanir. Ayrica IFN’u uyarabilme
potansiyelleri de vardir. Boylece TRL’ler direkt ve dolayli olarak hem dogal hem
de edinilmis bagisiklikta rol oynarlar (Zamboni et al., 2004). Biitiin bu membran
reseptorleri, sitokinler, kemokinler ve efektorler mediatorlerin monosit ve
makrofajlarin C.burnetii ile etkilesimi; makrofajlerin fonksiyonel polarizasyonlari
ile sonuglanir. Pro-inflamatauar M1 polarizasyonu bakterinin hayatta kaldig: fakat
replike olamadig1 dinlenme monositlerinde yiiriitiiliir. Akut Q atesinde gorildigi
tizere, M2 programi ise bakterinin replikasyonunun kontrol edilemedigi aktive
edilmis makrofajlarda baslatilir. Makrofaj aktivasyonundaki bu farkliliklar,
C.burnetii’nin hayatta kalmasinda etkilidir. M1 programi TNF, IL 6 ve IL 12 gibi
sitokinleri; M2 programi ise, IL-10 ve biiyiime faktorii TGF-f3 sitokinlerini serbest
birakir (Benoit et al., 2008a; 2008b).

Dendritik hiicreler (DC) ise antijen sunucu fonksiyonlar ile farkhilasmis T
hiicrelerini uyararak primer immun yanitin olusmasinda énemli rol oynayan hiicre
tipleridir. Antijenleri yakalama, isleme ve uygun ko-stimiilan molekiillerle T

hiicrelere sunma gibi 6zelliklere sahiptir. Faz 1 C.burnetii DC’lerde olgunlagmay1
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indiiklemeden c¢ogaldigi, faz 2 bakterilerin ise tersine DC olgunlagsmasini
tetikledigi diisiiniilmektedir (Shannon et al., 2005).

2.5.2 Edinilmis bagisikhik

Primer Q atesi enfeksiyonunun kontrolii sistemik hiicre aracili immun cevap
ve graniilom olusumunu igerir. Ancak akut Q atesinden iyilesen hastalarda
belirgin proliferatif bir hiicre aracili cevap ortaya ¢ikmaktadir. Edinilmis immun
cevabin iki kolunu T hiicreleri ile antikorlarin etkinlikleri olusturur ve Q atesinin

tedavisi i¢in gereklidir (Capo et al., 2012).

T hiicreleri, hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 patojenlerin temizlenmesinde
farkli alt gruplar1 ile anahtar rol oynayan hiicrelerdir. T hiicreleri iirettikleri
medyatorler ve ylizeylerindeki reseptor-ligand etkilesimleri ile immiin sistemin
bir¢ok yolunu diizenleyici etkilere sahiptir. CD4 yiizey markiri eksprese eden T
hiicreleri hiicre dis1 patojenleri, CD8 yilizey markir1 eksprese eden T hiicreleri
hiicre i¢i patojenleri kontrol eder. Uyarilmis CD8+ T (CTL) hiicreleri, hiicre igi
organizmalarla enfekte hiicreleri dogrudan lize eder. Bir antijenik peptidin CD4+
veya CTL hiicresinden hangisini uyaracagina peptidi sunan major doku
uyumluluk kompleksi (MHC) proteinleri belirler. CTL hiicreleri, bir MHC
molekiilii baglaminda sunulan bir antijen tarafindan aktive edilmektedir (Baskan,

2013).

T hiicrelerinden farklilasmis olan Thl (T-helper 1) hiicreleri ise
makrofajlar, dogal oldiiriicii hiicreleri (NK) ve CTL hiicrelerini aktiflestirip,
intraselliiler patojenlerle savasir. Thl farklilagmasindaki en 6nemli sitokin IFN-y
ve IL-12’dir. Thl efektor hiicreler; makrofaj, NK hiicreleri ve CTL hiicrelerini
uyaran proinflamatuvar sitokinlerin tiretimini indiikler. CTL hiicreleri ise; IFN-y,
TNF-a ve IL-2 gibi sitokinleri retir. IFN-y, makrofaj aktivasyonu i¢in TNF ile
sinerjik etki gostererek replikasyonu baskilar ve MHC klas I ekspresyonu tetikler,
CTL {izerinde T hiicre uyarimim arttirir. IFN-y ile T hiicre popiilasyonunun
ortadan kaldirilmas1 aktivasyon tetikli hiicre oliimi (AICD) araciligi ile
gerceklesir. AICD’nilin T hiicre yiizeyindeki reseptorii CD95 (Fas)’dir ve birgok
immiin hiicrede eksprese edilen ligand1 ile birlestiginde baglatilir. CD95, TNF

reseptor ailesindendir ve uyarildiginda multimolekiiler bir kompleks olusturarak
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DNA hasar1 ve apoptozise yol agcan bir¢ok hiicre i¢i kaspazlarin aktivasyonunu

tetikler (Beyaz, 2004 ).

Q atesi enfeksiyonun T hiicreleri ile kontrolii farelerde ¢alisilmistir. T ve B
hiicresi eksik SCID (Severe combined immunodeficiency) mutant farelerin, CD4
T ve CD8 T hiicreleri ile sulandirmasi, bir pndémoni modelinde akciger
enfeksiyonunu ¢ozmede basarili olmustur. CTL hiicrelerinin 6zellikle konagin
enfeksiyona bir tepkisi olan splenomegali kontroliinde 6nemli rol oynamistir. Bu
tespit, CTL hiicrelerinin IFN-y iiretme kabiliyeti ile ilgili olabilecegini ortaya
koymustur. Faz 1 bakterilerin kuvvetli bir Thl tepkisini ve korumasin indiikledigi
faz 2’nin ise zayif bir Thl tepkisini indiikledigi gdsterilmistir. IFN-y’nin
C.burnetii enfeksiyonu korumasindaki rolii, IFN-y (-) olan farelerdeki yiiksek
Olim orani ile desteklenmistir. T hiicre eksikligine sahip fareler, dalakta biiyiik
bakteri yiikii ve kalict klinik hasarlar sergilemistir. Calismalar gostermistir ki,
hem faz 1 hem de faz 2 enfeksiyonlarinda T ve B hiicrelerinin; bakterinin
temizlenmesinde kritik bir rolii vardir. Ayrica T hiicre sitokinleri olan IFN-y ve

TNF enfeksiyonun erken evresinde kilit role sahiptir (Andoh et al., 2007).

T hiicreleri ve NK hiicreleri tarafindan tiretilen IFN-y; reaktif oksijen ve
azot Uriinlerinin tretimini indiikleyerek fagositik aktiviteyi uyarmak, demirin
patojen tarafindan kullanilabilirligini sinirlamak, sinif 1 ve 2 MHC yoluyla antijen
sunumunu uyarmak, TNF gibi sitokinler yoluyla apoptozisi baslatmak gibi patojen
replikasyonunu inhibe etme temelli yollar ile mikrobisidal mekanizmaya katkida
bulunur. Akut Q atesinde goriildiigii gibi IFN-y ge¢ fagozomlarda, fagozom-
lizozom fiizyonunu restore eder (Dellasacagrande et al., 1999). Zorunlu hiicre igi
bakterilerin hayatta kalmasi i¢in konak hiicre 6lmemelidir. IFN-y; TNF {iretimini
diizenleyerek, makrofajlarin fagozom olgunlagsmasini ve enfekte olmus hiicrenin
apoptozunu artirarak hiicreyi 6liime gotiirecek mekanizmay1 desteklemektedir.
TNF, kaspaz-3 aktivitesini baglatarak, CR3 ve CD54 reseptorleri ile bagl enfekte
makrofajlarin homotipik yapismasini saglar. Yapisma engellendiginde apoptozis
inhibe olur. Bu mekanizma akut Q atesindeki graniilom olusum mekanizmasini
aciklamaktadir. Azalmis IFN-y iiretimi kronik Q atesinde oldugu gibi mikrobisidal
aktiviteyi ve monositlerin toplanmasini bozabilir. IFN-y ile uyarilmis monositler
TNF’yi indiikler. TNF fagositozu destekler fakat mikrobisidal aktivitenin diger

asamalarina katkisi olmaz (Dellasacagrande et al., 2002).
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Kronik enfeksiyon; hiicre aracili bagisiklik yaniti kisitlandiginda ortaya
cikar. Antijen giidiimlii lenfoproliferasyon ve IFN-y sentezi asagi modiile
edilmistir. Bozulmug graniiloma olusumu, lenfoproliferasyon ve sitokin aginin
degismesi ile iliskili monosit mikrobisidal defekt ile seyreden kronik Q atesinde;
diizenleyici sitokin Interlokin-10 (IL-10)’dur. IL-10 makrofajlar, monositler,
dendritik hiicreler, lenfositler, B hiicreleri, mast hiicreleri, eozinofiller ve CD4
hiicreleri tarafindan iiretilen bir sitokindir. Dogal ve adaptif bagisiklig1 etkileyen,
immunsupresyon ve antiinflamatuar fonksiyonlar1 vardir. Dogal bagisiklik
sirasinda inflamatuar mediatorlerinin iiretimini disiirerek; bakteri sagkalimi ve
kronik kalic1 enfeksiyonlar igin gerekli sartlari hazirlar. IL-10; makrofajlarin
mikrobisidal aktivitelerini ve dendritik hiicrelerin antijen sunma aktivitesini inhibe
etmesinin yanisira IL-2, IL-3, IFN, MHC IlI, Thl sitokinlerinin {iretimine ve T
hiicre polarizasyonuna da miidahale eder (Eldin et al., 2017). Ayn1 zamanda IL-4
ve IL-13 ve transformik biiyime faktorii (TGF-B) ile birlikte makrofajlarin
polarizasyonunu yonlendirme islevini paylasir. 1L-10 endokardit ve valvulopatili
kronik Q atesi enfeksiyonlu hastalarin monositlerinden elde edilmistir. TNF’ nin
asagl modiilasyonunu indiikleyerek, monositlerin mikrobisidal aktivitesine
miidahale eder. Boylece monositlerde C.burnetii replikasyonu kontrollii bir
sekilde devam edecektir. Akut enfeksiyonun aksine, kronik formda fagozom
lizozom fiizyonu bozulmustur. IL-10’un Q atesine kars1 korumada, hiicre aracili
immunitedeki en Onemli rold, kronik Q atesi sirasinda kusurlu hiicre aracilt
immunite ile ifade edilir. Lenfositler, akut enfeksiyonda oldugu gibi antijene yanit
olarak prolifere olmaz. Endokarditli hastalarda T hiicre lenfopeni gézlenmistir.
Immunsupresyonda; asir1 iiretilen IL-10’un T hiicrelerinin indiiksiyonu yoluyla rol
oynayabilecegi  disiiniilmektedir. Kronik enfeksiyonda sitokinlerin  ve
kemokinlerin kusurlu dengesizligi, immunkompetan hiicrelerin transendotelyal
kusurlu gociine sebep olur. IL-10 ve TGF-p, apopitotik hiicrelerin yutulmasi ile
makrofaj ve monositleri C.burnetii replikasyonuna izin veren M2 polarizasyonuna
yonlendirir. Daha sonra IFN-y; Q atesinin kronik siireci sirasinda immun
deaktivasyonu tersine gevirerek, apopitotik yutulmayi inhibe edip M1 programina
dogru polarize ederek replikasyonu onler (Benoit et al., 2008 b; Meghari et al.,
2008).
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Primer Q Atesi enfeksiyonunda granulomlar; koruyucu bir bagisiklik tepkisi
gostergesidir. Granulomlar, merkezi bir agik alana ve etrafinda fibrin halkasina
sahiptir. Donut Granulomlar1 ad1 verilen bu yapilarda infiltrasyonlar, epiteloid
morfolojili ¢ok ¢ekirdekli dev hiicre yapisinda makrofajlardan olusur. Kronik Q
atesinde graniilom olusumu nadirdir ve infiltre lenfositler ile karacigerdeki nekroz
odaklari ile karakterizedir. ilk asamada monositler graniilom olusumunu indiikler,
ikinci asamada T Ilenfositler graniilomun etrafinda toplanir. Monositlerin,
bakteriyel antijenle hatali bir sekilde etkilesime girmesi ile ¢ok sayida hasta

graniil olusturmaz (Delaby et al., 2012).

Edinilmis immun yanitin ikinci kolu antikorlardir. Q atesi enfeksiyonunun
akut doneminde olusan antikor yaniti, antijenin kandan elimine edilmesinde
kismen etkili olmasina ragmen, kronik formda yiikselen antikor degeri etkili
degildir. Q atesinde; C.burnetii’ye karsi IgM, IgG ve IgA tespit edilebilir.
Antikorlar klinik semptomlarin olusmasindan 2-3 hafta sonra belirlenebilir hale
gelir. Akut enfeksiyonda, faz 1 ve faz 2 C.burnetii’ye karsi IgM antikorlar
olusturulur. Faz 2 bakteriye kars1 ise sadece IgG antikorlar1 olusur ve bunlar 3-6
ay igerisinde hizla azalir. 200 ve iizeri anti faz 2 IgG ve 50 ve iizeri anti faz 2 [gM
titresi anlamlidir. Iyilesme dénemi ile birlikte, faz 1 bakteriye karsi iiretilen
antikorlarin titresinde diisiis gozlenir. Kronik enfeksiyonda, faz 1 ve faz 2
bakteriye karsi IgG ve IgA antikorlar1 olusturulur. Ancak faz 1 antikorlar1 daha
yiiksektir. 800 iin iizerinde anti faz 1 IgG titresi kronik Q atesi endokarditi i¢in
kriter olarak kullanilmaktadir (Roest et al., 2013).

2.6 Klinik Bulgular

Q atesi, tim diinyada yaygin olmasina ragmen nadir olarak bildirilir.
Enfeksiyonun ortaya koydugu klinik ve tanisal zorluk nedeni ile birgok tilkede
vakalarin rapor edilmesine gerek kalmamaktadir. Cok ¢esitli konaker tiirii arasinda
bulunmaya devam eder ve diizenli olarak salginlara yol acar. C.burnetii; insanlar
tarafindan temel olarak aerosol yolla alindiktan sonra farkli klinik tablolar sunan
enfeksiyonlarla kendini gosterebilir. Primer enfeksiyon i¢in inkiibasyon siiresi 2-3
hafta kadardir. Primer enfeksiyondan sonra ortaya ¢ikan klinik tablo konak¢i ve
C.burnetii  susuna baglidir. Hastalarin  %60°1 enfeksiyonu asemptomatik

gecirmektedir. Yaslh erkekler, gen¢ ve hamile kadinlardan daha sik semptomatik
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enfeksiyonlar1 yasarlar ve cocuklar yetiskinlere gore daha az semptomatiktir.
Immunsupresyonun enfeksiyondaki rolii iyi tammlanmamustir. Italya’da yapilan
caligmalarda enfeksiyon insidensinin, uyusturucu kullanan ve HIV pozitif
hastalarda yiiksek oldugunu ortaya koymus ancak HIV pozitif hastalarla yapilan
diger ¢aligmalar bu durumu desteklememistir (Raoult et al., 2005). Ayrica Fransa
Guyanasi’nda yasanan biiyilk salginda pnomonili hastalarda daha sik bir
immunsupresyon Oykiisii gosterilememistir. Enfeksiyona dahil olan C.burnetii
susu da klinik belirtilerin dnemli belirleyicisidir. Fransiz Guyana’s1 salgmindan
sorumlu genotip MST 17, bolgede ¢ok yiiksek semptomatik vaka oranlarina sebep
olmustur (Epelboin et al., 2002).

Akut Q atesi; kendiliginden sinirli ates (grip benzeri sendrom), atipik
pndmoni ve hepatit olmak ti¢ ayr1 klinik tablo ortaya koymaktadir. Kendiginden
smirlt ates, Q atesi enfeksiyonunda en ¢ok karsilasilan klinik seyirdir. Ani
baslayan ve 40-42 °C'ye kadar ¢ikabilen atese; yorgunluk, myalji ve bag agrisi
eslik etmektedir. Iki hafta igerisinde ates normale donmekte, ancak tedavi

edilmeyen yasli hastalarda iki ay kadar siirmektedir (Fournier, 1998).

Akut Q atesinde pnomoni; atipik, hizli ilerleyen ve atesli hastada tesadiifen
ortaya c¢ikan pnomoni seklinde goriilebilir. En sik rastlanilani atesli hastada
tesadiifi ¢ikan pnomonidir. Tipik olarak ates, Oksiiriik, dispne, oskiiltasyon
anormallikleri ile seyrederken; myalji, siddetli basagrisi, bulanti, kusma, karin
agrisi, ishal gibi ekstrapulmoner belirtilerden de siklikla bahsedilmektedir.
Lokosit oranlart diger tip pnOmoniler ile karsilastirildiginda normal veya
diisiiktiir, ancak C-reaktif protein seviyeleri yiiksektir. Inspirasyon sirasinda
duyulan ¢itirt1 benzeri anormal solunum sesleri (ral) en tipik fiziksel bulgudur.
Prognoz, semptomlarin 30 giin icgerisinde ¢oziilmesi ile birlikte olumludur.

Mortalite %]1’in altindadir (Marrie et al., 2010).

Hepatit; Fransa, Portekiz, Ispanya, Tayvan gibi enfeksiyonun endemik
seyrettigi lilkelerde pndomoniden daha yaygin akut Q atesi klinik formudur.
Asemptomatik hepatitte tek bulgu karaciger enzimlerinin iki ti¢ kat ylikselmesidir.
Hepatomegali ile seyreden akut hepatitte; ates, titreme, basagrisi, anoreksi,
nadiren sarilik, ishal, karin agris1 goriilebilir. Akut Q atesi hepatiti bazen viral

hepatitlere benzer bir sekilde sarilikla birlikte seyredebilir. Nedeni bilinmeyen
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atesli olgularda bazen, karaciger biyopsisinde tipik fibrinli ‘donut’ graniilomlar

goriilebilir (Oh et al., 2012; Dugdale et al., 2014).

Akut Q hummasinda kalp tutulumu %1 civarindadir. Akut perikardit,
myokardit ve endokardit seklinde ortaya c¢ikabilir. Q atesinin akut myokardit

formuna iligkin 6liim vakalar1 bildirilmistir (Dupont et al., 1992).

Son yillarda Q atesi enfeksiyonunda bahsi gegen kronik yorgunluk
sendromu; akut enfeksiyonun ardindan yorgunluk, terleme, eklem agrilari, myalji,
bulanik gérme, eforda nefes darligi gibi belirtilerle ortaya ¢ikip yillarca siirebilen
bir hastalik formudur. Bu belirtilerin kronik endokardit ile ayrimi Onem

tasimaktadir (Gikas et al., 2010).

Q atesinde kronik enfeksiyon; akut enfeksiyon sonrasi (%5) ortaya
cikabilecegi gibi, akut hastalik gegmisi olmayan hastalarda da gelisebilir. Q atesi
endokarditi, en sik rastlanan kalici C.burnetii enfeksiyon tablosudur. Fransa’da
kalic1 Q atesi enfeksiyonlarinda en ¢ok bildirilen formdur. Brezilya’da kan kiiltiirti
negatif endokardit vakalarmmn %10’unda; Israil’de kapak replasmani yapilan
endokarditli hastalarin %9,6’sinda, Tayland’da endokardit tanis1 almis hastalarin
%38’inde etken olarak C.burnetii saptanmistir (Eldin et al., 2017). Endokardit
ozellikle kirk yas iistli erkeklerde kadinlara oranla daha sik goriilmektedir. Bunun
yaninda altta yatan kalp kapak hastaliklar1 bulunan; HIV, alkol bagimlilig1, bobrek
nakli gibi g¢esitli nedenlerle immunsupresif hale gelen hastalarda akut
enfeksiyondan yillar sonra ortaya ¢ikabilir. Klinik belirtiler spesifik degildir.
Tekrarlayan ates, titreme, gece terlemesi, hepatosplenomegali ortaya ¢ikabilir. Ani
kalp yetmezligi, inme ve embolik bulgular sekillenebilir. Tanitict semptomlarinin
olmamasi nedeniyle ge¢ teshis edilmesi, 6lim oranmin yiikselmesine neden
olmaktadir. Tedavi gormeyen hastalarda mortalite %60 oranindadir (Stein and

Raoult, 1995).

Hollanda’da en sik bildirilen kalict Q atesi formu, vaskiiler infeksiyonlardir.
Ulkede yapilan bir ¢alismada; abdominal aort iliac anevrizmasi olan hastalarin
%16,7’sinde C.burnetii antikorlar1 saptanmig, bunlarin %30’unda da serolojik
titreler kalict vaskiiler enfeksiyonu diisiindiirmiistiir. Bu enfeksiyonlar; primer
enfeksiyondan sonra, bir anevrizma ve vaskiiler greft gibi damar tizerinde 6nceden

var olan bir lezyon s6z konusu oldugunda gelisir. En sik yerlesim yeri abdominal
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ve torasik aorttur. C.burnetii vaskiiler enfeksiyonlari; latent oldugundan ve
baslangicta kilo kayb1 ve nedeni agiklanamayan ates ile seyrettiginden, vakalarin
cogunda komplikasyon oldugunda tani koyulabilmistir. Komplikasyonlar;
aortoduodenal fistiil, psoas apsesi, anevrizma riiptiirii ve embolidir. Prognoz

cogunlukla kotiidiir, mortalite %18-26 civarindadir (Wegdam et al., 2011).

Q atesi vakalarmin %?2’sinde osteomyelit ve osteoartritler goriiliir.
Cocuklarda en sik bildirilen kronik Q atesi formudur ve multifokal osteomyelit
seklinde seyretmektedir. Immunsupresif ve eklem protezi bulunan eriskinlerde de
gozlemlenebilir. Q atesinde kronik hepatit durumu ise ¢ogunlukla endokardit ile
iliskilendirilir. Otuz yasinda erkek bir hastada ilk tanidan iki y1l sonra patolojik
karaciger anormalliklerinin devam etmesi ile kroniklesen akut hepatit vakasi
tanimlanmistir. Akciger neoplazisini taklit eden kronik akciger tutulumu da nadir

olarak goriilmektedir (Maurin, 1999).

Gebelerde Q atesi ¢cogunlukla asemptomatiktir. Akut enfeksiyon %0,5’in
altindadir. Semptomatik ve asemptomatik primer enfeksiyon, o&zellikle ilk
trimesterda bazi1 obstetrik komplikasyonlara sebep olmaktadir. Bunlar; plasentit,
enfekte fetiis, plasental yetmezlik, spontan diisiikler, fetal 6liim, malformasyonlar,
biliylime geriligi, oligohidroamnios ve erken dogumdur. Gebelikte bagisiklik
yanitinin  baskilanmasi enfeksiyonun kroniklesmesinde etkili olmaktadir. Bu
durumda sonraki gebeliklerde tekrarlayan diisiikler yasanmaktadir. C.burnetii

anne siitiinden ve plasentadan izole edilmistir (Raoult et al., 2002).

2.7 Teshis Yontemleri

Uzun inkubasyon stiresi, klinik sunumlarinin ¢esitliligi ve semptomlarin
ozelliksizligi nedeniyle Q atesinin tanisi i¢in uygun laboratuvar testleri gereklidir.
Enfeksiyonun teshisinde, etkenin kendisinin ya da komponentlerini tespitine
dayali direkt ve immuniteyi belirleyen indirekt yontemler mevcuttur (Fournier,
1998).

Direkt baki; abort yapmis hayvanlarin dokularindan hazirlanmis smear
orneklerinden hazirlanan preparatlarin Gimenez, Macchiavello ve Giemsa boyama
tekniklerinden biri ile boyanmasma dayanir. En sik Gimenez ydntemi

kullanilmaktadir. C.burnetii; abort yapan Brucella spp., Chlamydophila sp. gibi
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etkenlerle karisabileceginden duyarliligi diistiktiir (Gimenez, 1964; Guatteo et al.,
2006). Zorunlu intraselliller tireme O6zelligi gosteren C.burnetii standart besi
yerlerinde iiretilemez; fare makrofaj benzeri hiicreler, maymun bobrek hiicreleri,
vero hiicreleri, fibroblast hiicreleri gibi hiicreleri iceren kiiltiir ortamlarinda
gelisebilmektedir. Ayrica; kobay ve fare gibi laboratuvar hayvanlari ile embriyolu
tavuk yumurtasi etkenin tretilebildigi in vivo ortamlardir (Fournier et al., 1998).
Omsland  (2008)  tarafindan  C.burnetii’nin  metabolik  aktivitesinin
gozlemlenebildigi hiicre igcermeyen ‘acidified cysteine citrate medium 2
(ACCM2)’ adinda aksenik iireme ortamlar1 gelistirilmistir. Bu ortamlarla, hayvan
dokular1 ve genetik transformasyondan ¢ok daha kolay izolasyon elde edilmistir.
Izolasyon altin standart yontemdir ancak bakterinin yiiksek enfeksiyozitesi goz
oniine alindiginda oldukga tehlikelidir ve BSL-3 laboratuvar giivenligi gerektirir.
Ustelik duyarlilig1 oldukea diisiiktiir. Veteriner ve beseri hekimlikte rutin tan1 icin

nadiren uygulanir ve pratik degildir (Arricau—Bouvery and Rodolakis, 2005).

Immunohistokimya; monoklonal antikorlarin kullanildig:
Immunperoksidaz’a dayali bir boyama yontemidir. Abort yapmis hayvanlarin
fiske edilmis plasenta dokularinda kullanilmistir. Ayrica insan aortik greft,
hepatik ve valviiler biyopsi Orneklerinde kullanim alani bulmus, yardimer bir

yontemdir (Dilbeck et al.,1994).

Izolasyon tekniklerinin zaman alict olusu ve diisik duyarhiligi ile
laboratuvar personeli agisindan tasidig: riskler goz oniine alindiginda, giiniimiizde
Q atesinin tanisinda serolojik yontemler; hem veteriner hem de beseri hekimlikte
onemli yer tutmaktadir. Complement fixation test (CFT), Indirect
immunofluorescence assay (IFA), Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)
Q atesi tamisinda kullanilan serolojik test metotlaridir. CFT, kronik enfekte
hastalarda yanlis negatif sonuglar vermesi, tavuk yumurtasi antijenleri ile ¢apraz
reaksiyona girip yanlis pozitif sonu¢ vermesi, zaman alici olmasi olusu gibi
nedenler ile giiniimiizde yerini IFA ve ELISA testlerine birakmigtir. IFA ve
ELISA; Q atesinin tanisinda kullanilan hassas, hizl1 ve giivenilir testlerdir. Beseri
hekimlikte Q atesinin serodiagnozu i¢in IFA referans yontemdir (Cowley et al.,
1992).
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CFT; veteriner sahada halen OIE tarafindan Onerilen referans test
yontemidir. Gegmiste siklikla kullanilmigtir. Ancak ELISA ve IFAT testlerine
gore duyarliligi disiiktiir. Ciftlik hayvanlarinda abort etkeni olan Chlamydophila
pecorum ile ¢apraz reaksiyon verebilmektedir. ELISA ve IFA veteriner sahada da
stirli taramalarinda; ¢ok sayida serumun test edilmesinde uygulanmaktadir. Abort
yapmis kegi siirilerinde CFT, IFA ve ELISA testlerinin performanslarinin
karsilastirildigi bir ¢alismada; IFA ve ELISA sonuglar1 birbiriyle oOrtlismiis ve
abortlarla korelasyon gostermistir, CFT’ye gore cok daha pratik ve duyarli
bulunmustur (Rousset et al., 2007).

IFA ve ELISA testlerinin tanisal degeri antikor titresi ile iliskilidir.
Enfeksiyondaki antikor olusumunun, ilk 2-3 haftadan sonra belirlenebilir olmasi
serolojiyi erken teshis acisindan bir dezavantajli kilar. Serolojik testler veteriner
sahada; enfekte viicut sivilar1 ve dogum atiklari ile sagilim yaparak enfeksiyon
kaynagi olan hayvanlar1 tespit etmede verimsiz kalmaktadir. Etkeni sacan
hayvanlar ¢ogu zaman seropozitif iken bir kismi sagilim yapmadan seropozitif
olabilir ve uzun dénem seropozitif kalabilir. Ayrica seronegatif olanlarin bir kismi
sacilima baslamis olabilir. Ozellikle antikorlarm heniiz sekillenmedigi erken
donemde PCR giivenilir, pratik ve duyarli bir teshis yontemidir. Beyin omurilik
stvisi, damar grefti, kan, serum, kalp kapakgiklari, cerrahi doku, biyopsi gibi
klinik 6rneklerde, ayrica siit, diski, idrar, atik fetiis, vaginal mukus, plasenta, kene
gibi hayvan kaynakli 6rneklerde PCR; giiniimiizde olduk¢a genis bir kullanim
alanina sahiptir (Berri et al., 2001; Fenollar et al., 2004).

Son yillarda; klinik 6rnekler ve hiicre kiiltiirlerinde C.burnetii DNA’s1
saptamaya imkan veren konvansiyonel PCR, Nested PCR ve LightCycler, SYBR
green ya da TagMan kimyasina dayanan Real-time PCR gibi PCR yontemleri
gelistirilmistir. Testlerin hedef sekanslarin1 sod, com1, htpAB gibi kromozomal;
QpH1, QpRS gibi plazmit kaynakli gen bolgeleri ile C.burnetii Nine Mile susunda
20 kopyada mevcut 1S1111 insersiyon elementinin transpozaz gen bdlgesi
olusturmaktadir (Hoover et al., 1992; Klee et al., 2006; Denison et al., 2007).

Immuno PCR; PCR’m amplifikasyon giiciinii ELISA’min 6zgiilliigii ile

birlestirerek duyarliligin artmasina imkan saglayan ilging bir yontemdir. Q atesi
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hastalarmin serum oOrneklerinde denenmis, ELISA ve IFA’ya gore ¢ok daha

duyarli bulunmustur (Malou et al., 2012).

C.burnetti’ye 6zel IFN-y tespiti, yeni bir teshis metotudur. Tam kanin Q-
Vax asis1 veya inaktif Nine Mile susundan antijenler ile invitro olarak uyarilmasi
ile gergeklestirilir. IFN-y iiretiminin 6l¢limii ELISA ile yapilir. Bu ydntemin
gecirilmis  ve  persiste  enfeksiyonun  ayriminda  yararli  olabilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica persiste enfeksiyonun tedavi silirecinin izlenmesinde

onerilmektedir (Schoffelen et al., 2013).

2.8 Tedavi

C.burnetii enfeksiyonunun ortaya koydugu klinik c¢esitlilik goz Oniine
alindiginda, her spesifik durum icin ayr1 bir terapdtik secenek ve takip
gerekmektedir. Primer enfeksiyon sonrasi temel yaklasim, komplikasyonlar igin
risk faktorlerinin degerlendirilmesi ve kalici enfeksiyon ilerlemesini dnlemek i¢in

profilaktik tedavi se¢imidir (Eldin et al., 2017).

Primer enfeksiyon semptomatik oldugunda tetrasiklin grubundan doksisilin
(100 mg/giinde iki kez) Onerilmektedir. 14 giinliik bu tedavinin ilk 3 giin
icerisinde bagladiginda daha etkili oldugu bildirilmistir. Doksisilin intoleransi
durumunda; minosiklin ve klaritromisin (giinde iki kez 500 mg),
florokinolonlardan oflasaksin (giinde 3 kez 200 mg), peflosaksin (giinde 2 kez
400 mg), ko-trimoksazol (160 mg trimetoprim ve 800 mg sulfametoksazol giinde
2 kez) alternatiflerdir. Primer enfeksiyon sirasinda norolojik tutulumu olan
hastalarda filorokinolonlar, cerebrospinal siviya iyi penetre oldugu i¢in uygun bir

secim olmaktadir (Gikas et al., 2010).

Calismalar, cogu Q atesi endokardit vakasinin, akut enfeksiyon sonrasi ilk 6
ayda ortaya ciktigin1 géstermistir. Bu nedenle risk faktorii tasimayanlar dahil akut
enfeksiyon geciren tlim hastalar transtorasik ekokardiyografi ile izlenmeli, kalp
kapak lezyonlar1 olanlar 12 ay boyunca tedavi edilmelidir. Lezyon tespit

edilmezse, seroloji ile izlenmelidir (Landais et al., 2007).

Kronik Q atesi vakalarinda; bakterinin ¢ogaldigi fagozomal vakuollerin

asiditesi ¢ogu antibiyotigin bakterisit aktivitesini inhibe etmektedir. Bu nedenle
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C.burnetii oldiirilememektedir. Kronik Q atesinde; Doksisilin (100 mg/giinde 2
kez) ve hidroksiklorokin (200 mg/ giinde ii¢ kez) kombinasyonunun en az 18 ay
stiren uzun siireli bir tedavi prosediirii; Onerilmektedir. Hidroksiklorokin
fagolizozomlardaki pH’y1 artirir ve doksisilin bakterisit aktivitesini geri kazanir.
Bu kombinasyon diisiik niiks oranlar1 saglamakla beraber, ge¢ niiksleri tamamen

ortadan kaldirmaz (Maurin, 1999).

Q atesinin gebelikte tedavisinde; 1.basamak antibiyotikler kontrendike
oldugu i¢in kotrimoksazol tek segenek olarak kalmakta fakat ¢ogu vakada
plasental kolonizasyonu engellememektedir. Bes hafta ve iizeri kotrimoksazol ile
tedavide fetal kayiplarin 6nemli 6l¢iide azaldig1 goriilmiistiir. Dogumdan sonra
anne serolojik olarak test edilmeli ve pozitif ise 12 ay boyunca doksisilin ve
hidroksiklorokin ile tedavi edilmelidir (Raoult et al., 2002).

2.9 Korunma

Yapilan caligmalar, Q atesinde insan enfeksiyonlarinin ana kaynaginin
cogunlukla ¢iftlik hayvanlar1 oldugunu ortaya koymustur. i1k etapta hayvanlarla
direk temas halinde olan kisiler ciddi risk altindadir. Enfeksiyonun kontroli;
enfekte ciftliklerin tespit edilmesine, bakterinin atilimi ile dagilimini azaltmaya,
insan maruziyetini 6nlemeye ve enfeksiyon siiphesinde profilaktik tedavilere
baglamaya yonelik tedbirleri kapsar. Bu tedbirler siiphesiz veteriner hekimler ve

tip hekimlerinin isbirligini zorunlu kilmaktadir (Bielawska et al., 2013).

Enfekte ciftliklerde hasta hayvanlarin sagliklilardan ayrilmas: ve enfekte
hayvanlara ait atik fetiis, plasenta, dogum sivilari ile kirlenmis altlik, saman gibi
irlinlerin uygun sekilde dekontamine edilerek imhasi biiyilk 6nem tagir. Ancak
canli hayvanlarda salgmin tespiti, aerosol bulasma nedeni ile olduk¢a zordur. Q
atesinde, C.burnetii atiliminin azaltilmasma iliskin; asilama ve enfekte
ruminatlarin dogumunun engellenmesi, biiyiik Hollanda salgininda uygulanmis iki
onemli kontrol tedbiridir. Asilama enfekte hayvanlarda etkisizdir ancak heniiz
enfekte olmamis hayvanlarda abort oranmi diisiirebilir. Enfekte hayvanlarda
antibiyotik tedavisi ise bakteri sagilimini durduramamaktadir (Mori and Roest,
2018).
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C.burnetii’nin yiiksek sicaklik, osmotik sok, UV 1s181 gibi fiziksel;
dezenfektanlar gibi kimyasal streslere son derece dayanikli oldugu bilinmektedir.
Bakterinin yiizeylerde inaktivasyonu ig¢in; %2’lik sicak NaOH, %?2’lik
formaldehit, %35°’lik fenol, %10’luk klorlu kire¢, %5’lik kloroform, %5’lik
hidrojen peroksit, %1°lik lysol, %70’lik etanol gibi ¢ozeltiler onerilmektedir.
Genis alanlarin dekontaminasyonu ise imkansizdir. Bu nedenle enfeksiyonun
enfekte ciftliklerden uzaktaki yerlesim yerlerine seyahatinin engellenmesi de

mithimdir (Oyston and Davies, 2011).

Meslek grubu olarak risk altinda bulunan kisiler Q atesinin klinik sunumu
ve bulagma sekli ile ilgili mutlaka egitilmelidir. Birgok iilkede meslek maruziyeti
olasilig1 bulunan popiilasyonlarin asilanmasi koruma 6nlemleri dahilinde olsa da,
tek lisansh ticari as1 (Q-Vax) Avustralya’da bulunmaktadir. Olasi enfekte hastaya
miidahale eden hastane ¢alisanlarinin ve teshis laboratuvarlarinda stipheli hayvan
ve insan Ornegi ile calisan yetkili personelin; aerosol bulagsma yolunun bertarafi
acisindan kisisel koruyucu ekipman kullanimina 6zel dikkat gostermesi, BSL3

sartlarda ¢aligmas1 6nerilmektedir (Anderson et al., 2013).

2.10 Ulkemizde Q Atesi

Ulkemizde; 1947°de etkenin ilk kez siitten izole edilmesi ile birlikte, Q atesi
enfeksiyonun yayginhigim1 saptamak amaciyla hem veteriner hem de beseri
hekimlik alaninda ¢ogu serolojiye dayanan c¢aligmalar yapilmistir. Ancak 6rnek
sayisinin azligi, ¢cogu ¢alismanin yerel diizeyde olusu, duyarlilig1 birbirinden ¢ok
farkli serolojik tan1 yontemlerinin kullanilmis olmasi ve enfeksiyon tanisi i¢in
kriter bir titre tespit edilemeyisi epidemiyolojik veri ortaya koymay1
gliclestirmistir. Hayvanlar arasinda bildirilen ilk ve tek salgin Ankara’da 1952
yilinda, koyun ve kegilerdeki abort vakalari ile ortaya ¢ikmistir. Bu hayvanlarin %
90’min seropozitif oldugu tespit edilmistir. Bu vakadan sonra da g¢aligmalar
cogunlukla ¢iftlik hayvanlarina yonelik yapilmis, abort yapan hayvanlarda geriye
doniik yapilan antikor taramalarina dayandirilmistir.  Ulkemizde halen;
C.burnetii 'nin ¢iftlik hayvanlari, pet hayvanlar1 ve kenelerle sagilimina yonelik,
etkenin izolasyonu ya da molekiiler tespitine dayali az sayida ¢alisma vardir

(Ozbey vd., 2009).
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Insanlarda ilk siipheli klinik vaka 1947 yilinda, Ankara’da atipik pnémoni
tablosu ile bir doktorda ortaya ¢ikmustir. Ilk insan salgin1 1947°de Aksaray ilinde
goriilmiistiir. Bu salginda, bolge hayvanlarimin da enfekte oldugu seroloji ile
saptanmigtir. Salgin, kene digkis1 ve bakteri ile bulasik yiinlerin solunmasi ile
ortaya ¢ikmistir. Rapor edilen tek 6liim vakasi bu salginda yasanmistir, vaskiiler
yetmezligi olan yash bir kadindir. Sonraki yillarda goriilen sporadik vakalar ve az
sayida enfeksiyonun tanimlanmasi, ¢alismalarin veteriner ve beseri hekimler is
birligi ile yapilmiyor olusu, enfeksiyon kaynaklarinin degerlendirilmesinde ve
epidemiyolojik veri ortaya koymada giigliikkler yaratmaktadir. 1951 yilia dek
bildirilen Q atesi vakalar1 cogunlukla mesleki maruziyet ve temas ile iligkilidir.
Sonraki ¢aligmalar Avrupa’da yapilanlar ile paralellik gostermis, mesleki anlamda

riskli olmayan insanlarda da prevalansin arttig1 gézlenmistir (Kilig, 2008).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Gereg¢
3.1.1 Calismada kullamlan 6rnekler

Calismamizda; Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii sorumluluk alanina
giren yedi ilden (Mugla, Aydin, izmir, Denizli, Manisa, Kiitahya ve Usak)
Bakteriyoloji laboratuvarina gonderilen toplam 100 adet sigir, koyun ve kegi
aborte fetiis 6rnegi kullanildi. Enstitii is akisi igerisinde; Numune Kabul Boliimii
tarafindan Veteriner Hekim kontroliinde kabul edilen aborte fetiis 6rneklerinin
nekropsileri Patoloji Bolimii uzmanlarinca yapildiktan sonra uygun i¢ organ
orneklerinden Bakteriyoloji Laboratuvarmma gonderildi. Laboratuvarda analize
alinan bu aborte fetiis i¢ organ Orneklerinden, ¢alismamiz icin steril kaplara
alinarak - 40 °C’de saklandi. Brucella negatif olan drnekler ayrilarak ¢alismaya
dahil edildi. Igerisinde Coxiella burnetii DNA’s1 aranan aborte fetiis i¢ organ

orneklerine iliskin bilgiler Tablo 3.1 de verilmistir.

Tablo 3.1 Aborte fetiis i¢ organ 6rneklerine iligkin bilgiler

No il ilge Ornek tiirii Tarih
1 Aydin Bozdogan Sigir fetiis 2017
2 Izmir Menemen Kegi fetiis 2015
3 [zmir Karsiyaka Keci fetiis 2017
4 Usak Yapagilar Koyun fetiis 2017
5 Usak Cayyuva Koyun fetiis 2017
6 Mugla Koycegiz Keci fetiis 2017
7 Manisa Selendi Koyun fetiis 2017
8 Aydin Bozdogan Sigir fetiis 2017
9 Manisa Selendi Sigir fetiis 2017
10 Kiitahya Sogiit Keci fetiis 2017
11 Manisa Ahmetli Koyun fetiis 2017
12 [zmir Karsiyaka Keci fetiis 2017
13 Mugla Mentese Kegi fetiis 2017
14 Manisa Salihli Sigir fetiis 2017
15 Aydin Karacasu Koyun fetiis 2017
16 Manisa Akhisar Koyun fetiis 2017
17 [zmir Menemen Koyun fetiis 2017
18 Kiitahya Domanig Koyun fetiis 2015
19 Usak Yenikdy Sigir fetiis 2017
20 Usak Digkaya Koyun fetiis 2017
21 Kiitahya Ahmetoglu Koyun fetiis 2017
22 Manisa Yunusemre Kegi fetiis 2017
23 Usak Karahasan Koyun fetiis 2017
24 Mugla Milas Koyun fetiis 2017
25 Manisa Akhisar Koyun fetiis 2017
26 [zmir Bergama Koyun fetiis 2017
27 Denizli Pamukkale Koyun fetiis 2017
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No il ilce Ornek tiirii Tarih
28 Manisa Demirci Koyun fetiis 2017
29 Mugla Milas Koyun fetiis 2017
30 Kiitahya Incik Kovyun fetiis 2017
31 Manisa Salihli Koyun fetiis 2017
32 Aydin Germencik Kegi fetiis 2017
33 [zmir Bayrakli Kegi fetiis 2017
34 Manisa Soma Kegi fetiis 2017
35 Manisa Demirci Kegi fetiis 2017
36 Usak Yenikoy Koyun fetiis 2017
37 Manisa Alagehir Koyun fetiis 2015
38 Manisa Salihli Koyun fetiis 2017
39 [zmir Odemis Sigir fetiis 2016
40 Denizli Pamukkalae Koyun fetiis 2016
41 Izmir Odemis Sigr fetiis 2016
42 Manisa Sarigél Koyun fetiis 2015
43 [zmir Bornova Koyun fetiis 2016
44 Kiitahya Kiranseyh Koyun fetiis 2016
45 Manisa Salihli Koyun fetiis 2016
46 Manisa Yunusemre Koyun fetiis 2016
47 Usak Eglence Sigir fetiis 2016
48 Manisa Kula Sigir fetiis 2016
49 Manisa Ahmetli Koyun fetiis 2016
50 Mugla Mentese Sig1r fetiis 2016
51 [zmir Foca Kegi fetiis 2015
52 Mugla Ula Sigir fetiis 2016
53 Manisa Ahmetli Koyun fetiis 2016
54 Manisa Salihli Sigir fetiis 2016
55 Kiitahya Parmakdren Koyun fetiis 2015
56 Izmir Aliaga Koyun fetiis 2015
57 Mugla Koycegiz Sigir fetiis 2015
58 Usak Govem Sigir fetiis 2016
59 Usak Kirka Sigir fetiis 2016
60 Usak Sivasl Sigir fetiis 2016
61 Mugla Seydikemer Koyun fetiis 2015
62 Izmir Konak Koyun fetiis 2015
63 Izmir Torbali Keci fetiis 2015
64 Izmir Bergama Koyun fetiis 2016
65 Kiitahya Giivecal Koyun fetiis 2015
66 Izmir Torbali Koyun fetiis 2015
67 Izmir Menemen Keci fetiis 2015
68 Izmir Torbali Koyun fetiis 2015
69 Izmir Urla Keci fetiis 2015
70 Manisa Salihli Sigir fetiis 2016
71 Aydn Kusadasi Koyun fetiis 2016
72 Mugla Bodrum Sigir fetiis 2016
73 Denizli Buldan Kegi fetiis 2016
74 Denizli Babadag Kegi fetiis 2016
75 Usak Tlyaslar Sigir fetiis 2016
76 Denizli Babadag Kegi fetiis 2016
77 Usak Yapilar Sigir fetiis 2016
78 Mugla Fethiye Kegi fetiis 2016
79 Aydin Germencik Sigir fetiis 2016
80 [zmir Odemis Keci fetiis 2016
81 Kiitahya Cogiirler Sigir fetiis 2016
82 Usak Gilire Sigir fetiis 2016
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Tablo 3.1 Aborte fetiis i¢c organ 6rneklerine iligkin bilgiler (Devami)

No il ilge Ornek tiirii Tarih
83 Kiitahya Hisarcik Kegi fetiis 2016
84 Mugla Bodrum Kegi fetiis 2016
85 Kiitahya Altintas Sigir fetiis 2016
86 Mugla Bodrum Sigir fetiis 2016
87 Kiitahya Yenice Sigir fetiis 2016
88 Usak Merkez Sigir fetiis 2016
89 Usak Eskisaray Sigir fetiis 2016
90 Usak Kasbelen Sigir fetiis 2016
91 Usak Koyunbeyli Sigir fetiis 2016
92 Izmir Bergama Kegi fetiis 2016
93 Usak Sivaslh Koyun fetiis 2016
94 Kiitahya Pazarlar Sigir fetiis 2016
95 Manisa Sehzadeler Sigir fetiis 2016
96 Manisa Bagyolu Sigir fetiis 2016
97 Usak Ugkuyular Koyun fetiis 2016
98 Mugla Bodrum Sigir fetiis 2016
99 Kiitahya Simav Sigir fetiis 2016
100 Kiitahya Simav Sigir fetiis 2016

3.1.2 Kullamilan kimyasallar, boyalar ve tamponlar

3.1.2.1 Tris-borik asit-EDTA tamponu (TBE)

Stok soliisyonu (5X) (Sigma)

icerigi Miktar (1L ye)
Trisma Base 54 g

Borik Asit 27549
EDTA, 20 ml
(pH=8 0.5 M)

H.O 800 ml

Elektroforez tamponu olarak; TBE buffer 5X stok soliisyonu, 1/10 oraninda

steril distile su ile sulandirilarak 1X yogunlugunda kullanildi.

3.1.2.2 Agarose jel (Sigma)

Cogaltilmis DNA bolgelerinin kontrolii amaci ile, %1 oraninda agaroz

iceren jel hazirlandi.

Agarose 19
TBE (1X) 100 ml
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3.1.2.3 Gel red (Biotium)
Elektroforez isleminden 6nce goriintiileme igin jelin boyanmasinda Gel red
50°C’ye kadar sogutulan agaroz jel i¢erisine 3 pl miktarinda eklenerek kullanildi.

3.1.2.4 Marker (Fermentas)

Marker olarak 100 bg’lik DNA ladder kullanilda.
3.1.2.5 Loading dye (Sigma)
Ornegin yogunlugunu artirarak kuyucuga esit dagilmasini saglamak ve

ornege renk vererek yiikleme islemini basitlestirmek amaci ile loading dye 6x

yogunlugunda hazirlanarak kullanilmistir.

Icerigi Miktari

Bromofenol 20 mg

mavisi

Siikroz 5¢

H.O 10 ml’ye
tamamland1

3.1.3 Kullanilan besi yerleri

3.1.3.1 SOC medium (Sigma)

Igerigi g/L
Tryptone 20
Yeast Extract 5
MgSO. 4,8
Dextrose 3,603
NaCl 0,5
KCI 0,186

Plazmite klonlama basamaginin, transformasyon asamasinda kullanilmak
tizere SOC medium, 121 °C’de 15 dk otoklavda steril edildi. Sterilizasyonu, 0.22

um’lik membran filtreler ile gerceklestirildi.
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3.1.3.2 Luria-bertani (LB) broth (Sigma)

Icerigi g/L
Pepton 10
Maya ekstrati 5
NaCl 5

Plazmit izolasyonundan 6nce kiiltiirlerin inkubasyonunda kullanilmak iizere
LB broth, litreye 25 g olacak sekilde hazirland1 ve 121 °C’de 15 dk otoklavda
steril edildi. Calisma oncesinde; 0,22 um’lik membran filtreler ile sterilize edilmis
ampisilin (250 mg/5ml) soliisyonundan 10 pl almarak, dnceden hazirlanmais,

otoklavlanmis ve sogutulmus LB broth ortamina ilave edildi.

3.1.3.3 Luria-bertani (LB) agar

icerigi g/L
Pepton 10
Maya 5
ekstrat1

NaCl 5
Agar 15

LB agar, plazmite klonlama basamaginin transforme kiiltiirlerin iiretilmesi
asamasinda kullanilmak tizere hazirlandi. LB mediuma otoklav edilmeden 6nce
15 g/l oraninda agar (Liofilchem) eklendi ve iyice ¢oziinmesi saglandi. 121 °C’ de
15 dk otoklavda steril edildi. Caligsma 6ncesinde; 0,22 um’lik membran filtreler ile
sterilize edilmis ampisilin (250 mg/5ml) soliisyonundan 400 ul, IPTG (Isopropyl
B-D-1-thiogalactopyranoside) soliisyonundan (100 mM) 1 ml ve X-Gal (5-Bromo-
4-chloro-indolyl-p-D-galactopyranoside) soliisyonundan (80 mg/5ml) 1 ml,
onceden hazirlanmis, otoklavlanmig 50 °C’ye kadar sogutulmus LB agar ortamina
ilave edildi. Soliisyonlar agar ortami igerisinde homojen hale getirildikten sonra
besiyeri, petrilere dokiildii.
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3.1.4 Standart suslar

Pozitif C.burnetii susu Samsun Veteriner Kontrol Enstitiisii’nden temin
edilmistir (NCBI Gen Bankas1 Erisim numarasi: MN917207).

3.1.5 DNA ekstraksiyonu
Hedef DNA’nin ekstraksiyonunda High Pure PCR Template Preperation
ticari kiti (Roche ) kullanildi.

3.1.6 DNA amplifikasyonu
3.1.6.1 PCR Kkiti

Tim orneklerde C.burnetii’nin amplifikasyonu Helix Amp Tag DNA
Polymerase kiti (Nanohelix) kullanilarak gerceklestirildi.

3.1.6.2 Konvansiyonel PCR analizinde kullanilan primerler

IS1111 gen bdlgesinin amplifikasyonu i¢in kullanilan primer dizilimleri
Tablo 3.2°de gosterilmistir. Uretici firmamin belirttigi  dogrultuda primerler
DNAaz ve RNAaz ari steril distile su ile sulandirilarak 100 pmol/ul
konsantrasyonda stok hazirlandi. Stok primerler kullanilincaya kadar -20°C’de
saklandi. Kullanilmadan 6nce son konsantrasyonu 10 pmol/ pl olacak sekilde

sulandirildi.

Tablo 3.2 Konvansiyonel PCR analizinde kullanilan primerler

Primer | Primer Dizilimi 5°—3’ Bant Kaynak
Genigsligi

Trans1 | 5°-TAT GTATCC ACC GTA GCC AGT C-3’ 687 bg Berri etal.,

Trans2 | 5°-CCC AAC AAC ACCTCCTTATTC-3 2000

3.1.6.3 Real -time PCR analizinde kullanilan primer ve problar

Real-time PCR’da; C.burnetii Nine Mile susunda 20 kopyada tekrar eden
transpozaz bolge orijinli 1IS1111 ve tek kopyali korunmus bir gen bolgesi olan icd

gen bolgelerine spesifik primerler ve proplar kullamlmistir. Uretici firmanin
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belirttigi dogrultuda primerler DNaz ve RNaz ari steril distile su ile sulandirilarak

100 pmol/ul konsantrasyonda stok hazirlandi. Stok primerler kullanilincaya kadar

-20°C’de saklandi. Kullanilmadan once son konsantrasyonu 10 pmol/ ul olacak

sekilde sulandirildi. PCR amplifikasyonu icin kullanilan primer ve problarin

dizilimleri Tablo 3.3 ve Tablo 3.4’de gosterilmistir.

Tablo 3.3 Real-time PCR analizinde kullanilan 1S1111 gen bolgesine spesifik primer ve problar

TAT -TAMRA

Primer | Dizilimi 5°—3° Bant Kaynak
ve Prob Genisligi
Forward 295 be Klee et al.,
GTC TTA AGGTGGGCTGCGT 2006
Reverse
CCCCGAATCTCATTG ATC AG
TagMan
Probe FAM-AGC GAA CCA TTG GTA TCG GAC GTT

Tablo 3.4 Real-time PCR analizinde kullanilan icd gen boélgesine spesifik primer ve problar

ACCG -TAMRA

Primer ve | Dizilimi 5°—3° Bant Kaynak
Prop Genisligi
Forward 77 be Klee et al.,
CGTTATTTTACGG GTG TGS CA 2006
Reverse
GAATTT TCG CGG AAA ATCA
TagMan
Probe FAM- ATA TTC ACC TTT TCA GGC GTT TTG

3.1.7 Kullanilan cihazlar

Pargalayici1 ( MagNAlyser, Roche)

Hassas Terazi ( Sartorius, TE 214 S)

Vorteks (BioCote)

Biyogiivenlik Caligma Kabini (Healtorce HF Save-1200)

MikroSantrifiij (Hettich Micro 120)

Nanodrop Cihazi (Thermo2000c)

Isitic1 Blok (Biosan)
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Elektroforez Tanki ve Gii¢ Kaynagi (Consort EV243)
Jel Goriintiileme Cihazi (Dual —Intensity Transilluminator)
Gradient Termal Dongii Cihazi (Corbett- Palm Cycler)
Real Time PCR Cihazi (LightCycler 480)

3.2 Yontem
3.2.1 Orneklerin DNA ekstraksiyonu i¢in hazirlanmasi

-40°C’de saklanan ornekler oda sicakligina ¢ikarilarak ¢oziinmesi beklendi.
Orneklerden 500 mg miktarinda, PBS igeren seramik boncuklu tiiplere (MagNA
Lyser Green Beads) alindi. MagNA Lyser’da 5000 rpm de 60 sn pargalandi. Daha
sonra tlipler iki dk buzda bekletildi (Bu asamaya; pargalamada hizin ve siirenin
etkisiyle 1sian tiipleri sogutmak ve boylece DNA’nin kirilmasini engellenmek
icin bagvuruldu). Buzdan ¢ikarilan 6rnekler oda kosullarinda 5 dk bekletildi.
Ornekler birkez daha MagNA Lyser’da 5000 rpm de 30 sn parcalandi.

Sogutulduktan sonra homojenizattan 200 pl alinip yeni steril ependorfa aktarildi.
3.2.2 DNA ektraksiyonu
DNA ekstraksiyonu kit talimatina uygun olarak yapildi.

1. Orneklere 7,5 ul lizozim ilave edilip 37 °C’de 30 dk inkiibasyona birakild:

(daha fazla siipernatant alindiginda ona gore tamponlar hesaplanir ve eklenebilir).
2. Uzerine 200 pl Binding Buffer ve 40 pl Proteinase K eklenerek karistirildi.
4. 10 dk 72 °C’de inkiibasyona birakildi.

5. Her tipe 100 pl isopropanol eklendi ve pipetle karistirildi (DNA’larin

¢Okmesini saglamak i¢in).

6. Ornek sayis1 kadar ‘collection tiip’ cikartildi ve her birine filtreli tiip

yerlestirildi.

7. Hazirlanan bu karisim collection tiiplere aktarildi. 8000xg’de 1 dk santrifiij
edildi.


http://lifescience.roche.com/shop/en/tr/products/magna-lyser-green-beads
http://lifescience.roche.com/shop/en/tr/products/magna-lyser-green-beads
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8. Collection tiipler atild1 ve filtreli tiipler yeni collection tiiplere alindi.

9. Her tiipe 500 pl inhibitoér removal buffer eklendi. 8000xg de 1 dk santrifiij
edildi

10. Collection tiipler atild1 ve filtreli tiipler yeni collection tiiplere alind1.
11. Her tiipe 500 pl wash buffer eklendi.8000 xg’de 1 dk santrifiij edildi.
12. Collection tiipler atild1 ve filtreli tiipler yeni collection tiiplere alind1.
13. Her tiipe 500 pl wash buffer eklendi. 8000xg’de 1 dk santrifiij edildi.
14. Collection tiiplerdeki siv1 dokiildii ve tekrar 3000xg de 10 sn spin yapildi.
15. Collection tiipler atild1 ve filtreli tiipler 1,5ml’lik ependorflara alindi.

16. Her tiibe oOnceden ependorflara boliinerek hazirlanmis ve 72°C’de
bekletilmekte olan elution bufferdan 200 pl eklendi (Elution Buffer; filtredeki
0zel camsi ylizeye baglanmis olan DNA’y1 filtreden ayirip eppendorf tiipte

toplanmasini saglar) .
17. 8000xg de 1 dk santrifiij yapildi.
18. Filtreli tiipler atildi ve DNA’lar ependorflar i¢inde elde edildi.

Islem sonunda izole edilen DNA, Nanodrop cihazinda kontrol edilerek
260/280 orani 1,8-2 araliginda degerlendirildi. Uygun miktar ve kalitede elde

edilen DNA’lar molekiiler ¢alismalarda kullanilmak tizere - 20C’de sakland.
3.2.3 Konvansiyonel PCR ¢alismalar:

3.2.3.1 DNA amplifikasyonu

Konvansiyonel PCR amplifikasyonu i¢in, reaksiyon hacmi 50 pl olacak
sekilde ayarlanmig PCR bilesenleri Tablo 3.5’de gosterildigi sekilde PCR tiipiine
koyuldu. Saf genomik DNA’lar kalip DNA olarak kullanildi. Hazirlanan PCR
tipleri daha sonra termal dongilleme cihazina yiiklenip, programlandi.
Konvansiyonel PCR caligmasina ait 1s1l dongii ve siire diyagrami sirasi ile Tablo

3.6°de gosterilmistir.



48

Tablo 3.5 Konvansiyonel PCR ¢aligmasinda reaksiyon bilesenleri

Bilesen Miktar1

Kalip DNA Sul

10X Taq Buffer 5ul
dNTP Tul
Primer — F 1ul
Primer - R 1ul

5X Tune Up Buffer 10ul
Taq Polimeraz 1,25 unit

Ultra saf su ile 50 pl'ye tamamlandi

Tablo 3.6 Konvansiyonel PCR termal sartlar1

_ lislem Déngii Siire Sicakhk
Ilk Denatiirasyon 1 2 dk 95T
Denatiirasyon 20 sn 95C
Annealing 35 40 sn 55C
Elongasyon 45 sn 72T
Son uzama 1 5 dk 72T
Sogutma Smirsiz 4C

3.2.3.2 Amplikonlarin elektroforez tankina yiiklenmesi

Temiz bir erlen igerisine 100 ml 1XTBE konuldu ve 1g agaroz tartilarak
icerisine eklendi. Agaroz siispansiyonu tamamen berraklagincaya kadar 1sitilarak,
agarozun erimesi ve homojenizasyonu saglandi. Agaroz jel, 45-50 °C’ye kadar
soguyunca igerisine belirtilen miktarda Gel Red ilave edildi. Elektroforez kiivetine
taraklar uygun sekilde yerlestirildi ve agaroz jelde hava kabarcigi kalmayacak
sekilde dokiildi. Jel oda sicakliginda yaklasik 45 dk bekletilerek donmasi
saglandi. Elektroforez tankinin igerisine yerlestirilmis jelin yilizeyini kaplayacak
bicimde 1XTBE ilave edildi ve ardindan taraklar g¢ikarildi. 6Xloading dye
boyasindan pipetin ucuna 3 pl kadar alinip, 10 ul PCR fiiriinii ile karistirildi.
Olusturulan karigimdan 10 pl alinarak, jeldeki uygun pozisyondaki kuyucuga
yiiklendi.
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3.2.3.3 Amplikonlarin elektroforez tankinda yiiriitiilmesi

Hazirlanmis olan jele; marker, pozitif ve negatif kontrol (DNaz, RNaz
igermeyen su) ve Orneklerin yiiklemesi yapildiktan sonra, elektroforez tankinin
kapag1 kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonlara baglanarak, 90 volt ve 100
mA’lik akimda 1,5 saat yiiriitiildii.

3.2.3.4 Goriintiileme ve degerlendirme

Siire sonunda elektroforez sonlandirildi ve jel dikkatlice kiivetten alind1. Jel
bilgisayara bagli durumdaki transilluminator cihazindaki odaciga yerlestirilerek,
UV 15181 altinda fotograflanip, degerlendirildi. Trans-1 ve Trans-1I primerleri i¢in
687 b¢ uzunlugunda bant arandi. Jel UVP Biospectrum cihazi kullanilarak

goriintiilendi ve bantlar marker DNA dizisi ile karsilastirildi.

3.2.4 Real-time PCR i¢in tespit limiti (LOD) ¢calismalar

Rea-time PCR i¢in tespit limiti ¢aligmalari; C.burnetii’nin 1S1111 ve icd gen
bolgeleri i¢in, TA Clonning Kit (Promega) klonlama kiti kullanilarak yapildi.

3.2.4.1 Plazmite klonlama

Klonlama ¢alismasinda;, C.burnetii spesifik gen bdlgeleri ligasyon
asamasinda plazmit bir vektor ile birlestirilip olusturulan bu rekombinant DNA
transformasyon asamasinda ozel E.coli hiicrelerine aktarilarak hedef gen
bolgelerinin ¢ok miktarda iiretilmesi saglandi. Bu hiicreler Kkiiltiire edildi.
Transforme hiicrelerden elde edilen plazmitik DNA, tespit limiti ve kantitasyon
caligmalarinda kullanildi. Klonlama ¢alismast kit talimatina uygun olarak

gergeklestirildi.

-Ligasyon

Pozitif 6rneklerden konvansiyonel PCR iiriinii elde edildi. Bu amplikonlar
insert DNA olarak kullanildu.
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insert DNA miktar tayini

Reaksiyona girecek insert DNA miktar1 hesaplamada asagidaki formiil

kullanildi.

50 ng vektor x 0,25 kb insert DNA 3 - . DA
3 kb vektor X 7 = 8,65 nginser

ng insert miktarn =

Standart reaksiyona, toplamda 8,65 ng DNA ilave edildi. Fazla miktarda
DNA, seyreltildi. Ligasyon basamaginda kullanilan komponentler ve bilesenleri

Tablo 3.7’ de gdsterilmistir.

Tablo 3.7 Ligasyonda kullanilan bilesenler ve miktarlari

Reaksiyon I?\?(::Egi?/z; Pozitif Reaksiyon Negatif Reaksiyon
Ligasyon tamponu S5ul Sul S5ul
Vektor (50 ng) 1 ul 1l 1l
PCR DNA 3l - -
Kontrol DNA - 2 ul -
DNA Ligaz 1l 1 pl 1l
Distile su - 1l 3ul
Toplam hacim 10 pl 10 pl 10 pl

Ligasyon reaksiyonlari, 0.5 ml’lik protein tiiplerinde gerceklestirildi.
Kullanilan vektor sistemi ve kontrol insert DNA, ¢alisma Oncesinde tiiplerin alt
kisminda igerigin toplanmasi igin hafifge santrifiijlendi. Ligasyon tamponu,
kullannmdan once kuvvetlice vortekslendi. Pipetleme sonrasinda karigimlar,

+4°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.

-Transformasyon

Ligasyon reaksiyonlarin1 igceren tiipler, igerigin alt toplanmasi ig¢in
santrifiijlendi. Daha sonra, bu tiiplerden 2 pl alinarak buz iizerinde bulunan 1,5
ml’lik ependorf tiiplerine aktarildi. Kompetent hiicrelerin (Rekombinant DNA’y1
almak icin 6zel hazirlanmis E.coli) transformasyon etkinligini saptamak igin farkli
bir tiipe 0,1 ng kesilmemis plazmit ilave edildi. Donmus JM109 Yiiksek Etkinlik
Kompetent Hiicreleri, buz banyosunda ¢oziilene kadar bekletildi. Hiicreler hafifce
karistirildi. Kompetent hiicreler oldukca kirillgan oldugu icin asir1 pipetlemeden

kaginildi. Dikkatli bir sekilde 50 pl hiicre, 2 pl’lik ligasyon reaksiyonlarina ilave
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edildi, hafifce karistirildiktan sonra buz ilizerinde 20 dk inkiibasyona birakildi.
Hiicreler ¢alkalamali olmayacak sekilde 42°C’deki su banyosunda 45-50 sn 1s1
sokuna maruz birakildi ve inkiibasyon sonrasinda, hizli bir sekilde buz {izerine
alinarak 2 dk bekletildi. Ligasyon reaksiyonlarini igeren tiplere 950 ul oda
sicakliginda SOC medium, kesilmemis plazmit ile transforme olmus hiicreleri
igeren tiipe ise 900 ul SOC medium ilave edildi. Tiipler, ¢alkalamali olarak (150
rpm) 37°C’de 1.5 saat inkiibe edildi. Transformasyon kontrolii igin, ekim sirasinda
SOC medium ile 1/10 oraninda diliisyon Onerilmektedir. Eger yliksek sayilarda
koloni elde edilmek isteniyorsa, hiicreler 1000 g’de 10 dk santrifiijlendikten sonra
200 pl SOC medium igerisinde siispanse edilir ve petrilere bunlardan 100 pl
inokiile edilir. Her bir transformasyon kiiltiirtinden 100 pl alinarak daha onceden
hazirlanmis ampisilin, IPTG ve X-Gal i¢ceren LB agar ortamlarina yayma plaka
yontemi ile inokiile edildi. Petriler 37 °C’de bir gece inkiibe edildi.

IPTG, B-galactosidase geni i¢in bir uyaricidir yani eger ortamda IPTG varsa
enzim sentezlenir. X-gal ise laktoz analogu olarak kullanilan ve B-galaktozidaz
enzimi tarafindan pargalandiginda mavi renk olusturan renksiz, kromojen bir
maddedir. Transforme olmayan hiicreler antibiyotik direnci i¢ermediklerinden
dolay1 antibiyotikli besiyerinde hayatta kalamazlar. Plazmit igeren fakat
ilgilenilen hedef geni igermeyen plazmidi bulunduran hiicreler antibiyotik
direncine sahiptir ve antibiyotikli besiyerinde hayatta kalirlar. Fakat plazmit ¢oklu
klonlama bolgesindeki B-galaktozidaz enzimi sentezinden sorumlu LacZ geninin
biitiinliigii bozulmadig: i¢in ortamda bulunan X-gal maddesini pargalar ve mavi
renk olusturular. ilgilenilen hedef geni iceren plazmiti tasiyan hiicreler ise
DNA’daki LacZ gen biitiinliigli bozuldugu i¢in X-gal maddesini parcalayacak
enzim sentezlenmez ve boylelikle hiicreler mavi renk olusturmaz, beyaz renkli

kalirlar.

-Plazmit izolasyonu

Insert DNA icerdigi diisiiniilen beyaz koloniler, daha dnce hazirlanmis olan
ampisilin i¢eren 5’er ml’lik LB broth besiyerlerine inokiile edilerek 37°C’de
calkalamali olarak bir gece inkiibasyona birakildi. Plazmit izolasyonu, iretici

firmanin 6nerdigi protokole gore gerceklestirildi.
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3.2.4.2 Standart egri olusturma

IS1111 ve icd gen bolgeleri i¢in hedefledigimiz amplikonlar, ticari Kit
talimatina uygun olarak plazmitlere klonlandiktan sonra elde edilen plazmitlerden

hedef DNA kopya sayisi eldesi i¢in asagidaki formiil kullanildi.

DNA molekiil sayis1 = Mass (in grams) x Avagadro’s Number / Average mol

wt. of a basex template length

10™ molekiil/reaksiyon saptandi. Plazmit DNA nin10* standartindan 10 pl
alinarak yeni bir ependorfa aktarildi ve tizerine 90 pl su ilave edilerek ve
vortekslenerek 10'°standart: olusturuldu, bu sekilde 10*kopya sayisina kadar seri
diliisyonlar hazirlandi. Boylece yontemin 6zgiilliigi ve duyarliligini belirlemede
kullanilacak kontrol plazmitik standartlar elde edildi. Bu standartlar ile Real-time
PCR yapildi. Log faz1 sirasinda reaksiyonun basindaki kalip sayisinin logio degeri
ile triinlerin Ct (threshold cycle) degerleri arasindaki dogrusal bir iligki vardir.
Baslangigta igerdigi hedef DNA sayisi bilinen standartlar ile calisilarak, bu
dogrusal iliski yardimi ile ait amplifikasyon egrilerinden “standart egri” ¢izildi.
Plazmit esashi standart egri 6rneklerdeki DNA kopya sayilarinin belirlenmesinde

kullanilmastir.

Klonlama ¢alismasi sonucunda elde edilen 1S1111 ve icd gen bolgesi
plazmitik standartlarin amplifikasyon egrileri sirastyla Sekil 3.1 ve Sekil 3.3’de,
standart egrileri Sekil 3.2 ve Sekil 3.4’de goriilmektedir.

Amplification Curves w'loom]
60639
__-_‘__._-...-zx'—"—'
55639 f,__f;f;_/__‘ﬁ_;,——
50633 o~ //-:—;’4 > il / ot
~ 45639 i = B = i - P
z 40639 A //j,, o -
§ 160 -~
gnm 10 10 101 10 10 10
25639 y
g 20633
w 1563%
10633 ; J F / 4 p
5633 / g /,/’; ,/ i _pi” ) L
0639 —— —l Sl —
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycles

Sekil 3.1 1IS1111 gen bolgesine ait plazmit standartinin farkli konsantrasyonlardaki amplifikasyon

egrisi
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Sekil 3.3 icd gen bolgesine ait plazmit standartinin farkli konsantrasyonlardaki amplifikasyon

egrisi
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3.2.5 Kantitatif Real-time PCR ¢alismalari
3.2.5.1 Real-time PCR reaksiyonunda bilesenler ve termal sartlar

Real-time PCR ¢alismalari; Klee vd. (2006)’in onerdigi yonteme gore her
iki gen bdlgesi i¢in tim Orneklerde gergeklestirildi. Calismada, her iki gen
bolgesine spesifik primerler ve tagman problart kullanildi. Hacmi 20 ul olacak
sekilde ayarlanmis Real-time PCR reaksiyon bilesenleri miktarlar1 Tablo 3.8’da

gosterilmistir.

Tablo 3.8 Real-time PCR reaksiyon bilesenleri

Bilesen Miktar1
Niikleaz free su 6,8 ul
Kalip DNA 2 ul
Forward Primer (20uM) 0,5 pl
Reverse Primer (20uM) 0,5 ul
Tagman Probe (10uM) 0,2 ul
Enzim ve dNTP mix 10 pl
Toplam 20 pl

Tagman problar; 5 ucunda floresan (1s1ma veren) ozellikte isaretli bir
reporter florofor (haberci) boya ile, 3' ucunda ise reporter fluorokromun
floresansin1 prob biitiinliiglinii korudugu siirece absorbe eden bir quencher
(baskilayici) boya ile isaretlenmistir. Problar primerlerin baglanacagi bdlgenin i¢
kismina baglanir. Taqg DNA polimeraz, zincir iizerinde polimerizasyon yaparken
TagMan probun 5’ ucuna geldiginde ekzonukleaz aktivitesiyle probu kirar.
Boylece probta yer alan reporter ve quencher molekiilleri uzaklastigi i¢in reporter

1$1ma yapar.

Hazirlanan PCR karisimi Light Cycler 480 cihazina yiiklendi. Reaksiyona

ait termal kosullar Tablo 3.9 de gosterilmistir.
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Tablo 3.9 Real-time PCR reaksiyon sartlari

Program Denaturasyon Amplifikasyon Cooling
Parametre
Analiz modu Yok Kantifikasyon modu Yok
Dingii 1 45 1

Hedef [°C] 95 95 57 72 40

Siire [hh:mm:ss] 00:10:00 00:00:10 | 00:00:30 00:00:01 00:00:30
Ramp.Rate [°C/s] 20 20 20 20 20
Analiz Modu Yok Yok Yok Tek Yok

3.2.5.2 Veri analizi

LightCycler 480 yazilimi data analizi var yok ve kantitasyon icin absolute

quantitation second derivative analizi kullanilarak 530 kanalindan belirlendi.
Plazmitik standart egri iizerinden her 6rnegin DNA kopya sayilar1 Ct degerleri ile

hesaplandi.
3.2.6 Dizileme analizi ile calismanin verifikasyonu
Real-time PCR analizinde pozitif bulunup, konvansiyonel PCR analizinde

negatif bulunan 6rneklerin dizileme analizleri hizmet alimi ile Altigen Bio firmasi

tarafindan gergeklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1 DNA izolasyonu, Konvansiyonel ve Real-time PCR Bulgulari

Calisma sonucu elde edilen DNA izolasyonu, konvansiyonel ve Real-time

PCR bulgular1 Tablo 4.1° de gosterilmistir.

Tablo 4.1 DNA izolasyonu, Konvansiyonel ve Real-time PCR sonuglari

Ornek Dl\_I_A’!-arm Nanodrop . Ref:ll-tim.e PCR Sonugclar: / Ct
No 260/280 (ng/pl) JEIEHE L0 Bolgesi
10 1,73 23,8 + +/ 35,23
11 2,01 11,7 + +/ 36,01
12 1,88 12,6 + +/ 24,82 +/3L5
13 1,80 51 + +/ 35,52
17 1,75 34,9 + +/ 34,00
22 1,75 30,5 +/ 35,83
40 1,69 28,1 +/ 36,19
51 1,72 88,4 +/ 34,29
62 1,65 46,2 + +/ 26,79
65 1,94 65,6 + +/ 29,57
66 1,58 10,6 +/ 36,00
67 1,76 64,1 +/ 36,7
78 1,75 77,6 +/ 33,76
83 1,71 66,6 + +/ 32,82
94 1,82 50,4 + +/31,56

4.1.1 Konvansiyonel PCR bulgular:

Konvansiyonel PCR yontemi ile 94 numarali sigir aborte fetiis Ornegi
(%2,85); 11, 17, 62, 65 numarali Koyun aborte fetiis 6rnekleri (%9,75) ve 10, 12,
13, 83 numaral1 kegi aborte fetiis drnekleri (%16,6) olmak tizere toplam 9 6rnek
pozitif bulunmustur Konvansiyonel PCR’da pozitif o6rnek jel gorlintiisii Sekil

4.1°de gosterilmistir.
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. 100% -
Konvansiyonel PCR
sonuclari 80% -
m Pozitif = Negatif
60% -
® Negatif
40% - u Pozitif
20% -
0% T T T T
Sigir  Koyun  Kegi

Sekil 4.1 10, 12, 13 numarali keci 11 ve 17 numarali koyun 6rneklerine ait jel goriintiisii.

Kuyucuk 28: pozitif kontrol (687 bp’lik amplikon), kuyucuk 30: negatif kontrol, kuyucuk 1-16:
DNA ladder.

4.1.2 Real-time PCR bulgulan

Real-time PCR ile, 94 numarali sigir aborte fetiis 6rnegi (%2,85); 11, 17, 40,
62, 65, 66 numaral1 koyun aborte fetiis 6rnekleri (%14,6) ve 10, 12, 13, 22, 51, 67,
78, 83 numarali kegi aborte fetiis 6rnekleri (%33,3) olmak tizere toplam 15 adet

ornek pozitif olarak saptanmistir (Tablo 4.1)
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IS1111 amplifikasyonunda; pozitif Orneklerde 25.dongliden Once
saptanmaya baslayan, dogrusal ilerleyen floresan egrisi izlendi (Sekil 4.2). Nagatif
ornekler ise zigzaklar seklinde egriler gozlendi. 25.dongiiden once floresan
vererek 36.dongiiye kadar saptanan 6rneklerin Konvansiyonel PCR ile de pozitif
oldugu goriildii. lcd amplifikasyonunda ise pozitif olan tek 6rnegin 30.déngiiden

sonra saptanan dogrusal bir floresans egrisi olusturdugu gozlendi (Sekil 4.3).

Amplification Curves - Zoom

Sekil 4.2 22, 51, 78 numarali kegi; 62, 65 numarali koyun 6rneklerinin 151111 bolgesi spesifik
Real-time PCR amplifikasyon egrisi.
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Amplification Curves
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Sekil 4.3 12 numarali kegi drneginin icd bolgesi spesifik Real-time PCR amplifikasyon egrisi.

4.1.3 Tespit Limiti (LOD) bulgular:

DNA konsantrasyonu ve genom uzunluguna gore hedef kopya sayilari
bilinen farkli plazmit dilisyonlarinin amplifikasyon egrilerindeki Ct degerlerine
gore hesaplandi. %95 giiven araliginda sinyal oranida dikkate alinarak 1S1111 gen
bolgesi ile yapilan ¢alismada tespit limiti 10! bakteriyel DNA, icd gen bélgesi ile
yapilan ¢alismada ise 102 bakteriyel DNA olarak belirlenmistir.

4.2 Kantitatif Real-time PCR Bulgulari

IS1111 gen bdlgesi amplifikasyonunda pozitif olan 6rneklere ait hedef gen
kopya sayilart LightCycler 480 cihazinin 530 kantifikasyon kanalinda
hesaplanmistir. 1S1111 gen bdlgesi genomda ¢ok tekrarli bir bolge oldugundan
bulunan degerler yaklasik hedef kopya sayilarini ifade etmektedir. Real-time PCR
ile pozitif olan 15 &rnekte; kantifikasyona gore hedef kopya sayilari, 2x10-
5,54x10° gen kopya sayis/smg doku 6rnegi degerleri arasindadir. En yiiksek
deger bir kegi drnegine aittir (Tablo 4.2).

T
45
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Tablo 4.2 Plazmit standartlar1 kullanilarak PCR kantifikasyonuna

hedef kopya sayilari
Ornek Numaras1 | Ct Degeri Kantitatif Deger
(Gen Kopya Sayisi/5mg doku ornegi)

10 35,23 4,01x10?
11 36,01 2,4x10?
12 24,82 5,54x10°
13 35,52 3,64x102
17 34,00 1x103

22 35,83 2x10!

40 36,19 2x102

51 34,29 5,58x10*
62 26,79 1x10%

65 29,57 1,4x10°
66 36,00 2,38x102
67 36,7 1,4x10?
78 33,76 8,04x10*
83 32,82 4,2x10°
94 31,56 1,8x10%

4.3 Dizileme Calismasi Bulgulari

Konvansiyonel PCR ile negatif olup Real-time PCR ile pozitif olan
orneklerin dizileri; NCBI genbankasinda, MN868468, MN8684670, MN8684671
MNB868472, MN868473 erisim numaralar1 ile kayit altina alimmustir. Veri
bankasina gore bu pozitif ornekler; akut enfeksiyonlardan sorumlu genomik
gruplar1 temsil eden QpH1 plazmitini igeren, keneden izole edilmis, Amerika
kaynakli C.burnetii Nine Mile RSA 493 susu ile eslesmektedir.
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5. TARTISMA

Q Atesi gesitli cografi bolgelerde endemik, diinya ¢apinda bir zoonozdur.
Enfeksiyonun etkeni C.burnetii’nin; ¢ok ¢esitli tiirde hayvan rezervuarimi enfekte
edebilmesi, yiiksek enfeksiydzitesi, enfekte aerosollerin uzun mesafeler boyunca
yolculugu ve cevresel kararlilig1 epidemiyolojik ¢alismalari gii¢lestirmis ve biitiin
bu 6zellikleri ile bir biyoteror ajani olarak degerlendirilmistir. Koyun, ke¢i, sigir
gibi ¢iftlik hayvanlari; keneler; kedi, kopek gibi pet hayvanlari Q atesi’nin en
onemli konakgilaridir. Hayvanlar enfeksiyonu asemptomatik gecirmekte ancak
yiksek miktarda C.burnetii igeren dogum driinleri ve viicut sivilart ile
enfeksiyonun yayiliminda rol oynamaktadirlar. Enfeksiyon; bireylere kontamine
aerosollerin solunmasi ile, daha az siklikla da kontamine siit ve lrilinleri gibi

gidalarin tiikketimi ile bulagmaktadir (Anderson et al., 2013.)

Enfeksiyonun teshisinde; izolasyon yoOntemleri uzun, zaman alici ve
zahmetlidir. Ayrica bakterinin oldukga yiiksek enfeksiyozitesi nedeni ile BSL-3
diizeyi gerektirir. Seroprevalans, hayvanlarin daha 6nce C.burnetii’ye maruz
kaldigina isaret etmekle birlikte, mevcut sagilim1 ve dolayisiyla bulagsma riskini
gostermez (Berri et al., 2014). Enfeksiyon odagi olan hayvanlari tespit etmede
PCR en pratik ve giivenilir yontemdir. Ozellikle 1S1111 gen bélgesi ile yapilan
PCR, birden fazla kopyada mevcut olmasi ve tek kopya hedeflerde duyarliligi
artirmasi sebebi ile son derece hassastir. Bircok iilkede; veteriner ve beseri
hekimlikte teshis numunelerinin analizinde PCR basart ile kullanilmaktadir (Berri

et al., 2001; Klee et al., 2006).

Ulkemizde Q atesi enfeksiyonuna iliskin yapilan smirli sayida molekiiler
caligmada; ¢iftlik hayvanlarina ait siit, kan, aborte fetiis 6rnekleri kullanilmis ve
bu hayvanlarin C.burnetii sagilimindaki rolii ortaya koyulmaya c¢alisilmistir. Kilig
vd. (2015); Dogu Anadolu Bolgesindeki illerden toplanmis olan 600 adet koyun
aborte fetiis 6rnegini, sod gen bolgesini kullanarak PCR ile analiz etmis ve %2,5
pozitiflik bulmustur. Sod genini hedef alan baska bir PCR ¢alismasinda da;
Kiiciikkalem vd. (2013), Erzurum ilindeki 100 adet sigir aborte fetiis 6rneginin
%6’sinda C.burnetii DNA’s1 tespit etmistir. Kirkan vd. (2008), Aydin ili ve
cevresinden edinilen 138 adet sigir kan Orneginde, 1S1111 bolgesini hedef
aldiklart PCR ¢alismasinda, %4,3 pozitiflik saptamistir. Giirbilek vd. (2018); Urfa
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ilinde temin edilen 227 adet ruminant aborte fetiis 6rnegi ile calismiglardir. Com1l
gen bolgesi ile yapilan PCR ¢alismada, sigir 6rneklerinde %1, koyun 6rneklerinde
%2,7 pozitiflik saptanirken, ke¢i 6rnekleri negatif bulunmustur. Kullanilan ticari
Real-time PCR kiti ile ayn1 pozitiflik oran1 belirlenmistir. Parin (2011) Aydin ili
ve ¢evresindeki ruminant ciftliklerinden almis oldugu 600 adet kan Ornegini
IS1111 gen bolgesi hedefli PCR ile analiz ettigi tez c¢alismasinda; %35,66
oraninda C.burnetii DNA’s1 tespit etmistir. Ayrica IFA, ELISA ile sirasiyla %23,3
ve %24,6 seropozitiflik belirlemistir. 1S1111 bolgesine spesifik primerlerin tercih
edildigi diger bir ¢alismada, Elazig ve komsu illerinden edinilen 70 adet sigir
aborte fetiis 6rneginde %1,42 oraninda C.burnetii DNA’s1 bulunmustur (Ozkaraca
vd., 2016). Giinaydin vd. (2014) I¢ Anadolu ve Karadeniz bolgesinde 102 sigr,
45 koyun ve 5 kegi aborte fetiis mide iceriginde PCR ile; sigir orneklerinin
%3,92’iinde, koyun Orneklerinin %11,11’inde ve keg¢i orneklerinin %40’inda C.
burnetii DNA’s1 bulmuslardir. Yiiz elli iki 6rnegin 11’inin (%7,23) C. burnetii
pozitif olusu, iliskili abortlar i¢in énemli bir bulgu ortaya koymustur. Giilmez
2013 yilinda Kars ili ve ¢evresinden elde ettigi 600 adet sigir ve koyun kan ve siit
ornegini Elisa testi ile analiz ettigi tez ¢alismasinda; kan orneklerinde %26,6 ve
stit orneklerinde %13’liik seropozitiflik bulmustur. Ayrica 1S1111 bdlgesi spesifik
primerler ile yaptigi PCR’da siit 6rneklerinde %1 oraninda C.burnetii saptamistir.
Ongor vd. (2004); Elazig’da abort sorunu yasayan ve yasamayan iki ayr1 koyun
stiristinden aldiklar1 400 adet siit 6rnegini immunomanyetik ayrim PCR yOntemi
ile analiz etmistir. 1S1111 boélgesine spesifik primerlerin kullanildig1 ¢alismada,
abort hikayesi olan hayvanlardan alinan siitlerde %6,5 pozitiflik tespit edilmistir.
Abort yapmamis hayvanlarin siitlerinde pozitiflik gozlenmemistir. Can vd. (2015);
Hatay’da, 150 adet koyun, kec¢i ve sigir tank siitiinde, 1S1111 gen bdlgesini
kullanarak uygulanan PCR’da %6 pozitiflik bulmustur. Kilig (2017); Elaz1g ve
cevresindeki koyun ve keci siiriilerinden aldigi siit orneklerinde, 1S1111 gen
bolgesi hedefli PCR ¢alismasinda; abort yapmis koyunlarda %10, kecilerde %3,33
oraninda C.burnetii  yoniinden pozitiflik bulmustur. Abort yapmamis

hayvanlardan alinan siitlerde pozitiflik saptanmamugtir.

Ulkemizde yapilan molekiiler ¢alismalarda C.burnetii pozitiflik oraninin
genel olarak %1-10 arasinda oldugu goriiliirken, ¢alismamiz sonucu buldugumuz
%9’luk oran bu araliktadir. Parin’in (2011) Aydin ilinde buldugu %35,66’lik
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pozitiflik oran1 diger caligmalara ve c¢alismamiza gore oldukga yiiksektir.
Hayvanciligin olduk¢a yogun yapildig1 Aydin ilinde klinik olarak saglikli goriinen
c¢iftlik hayvanlarinda kanda C.burnetii’nin gosterilmesi, oOrneklerin alindig

ciftliklerde yaygin Q atesi enfeksiyonuna isaret etmektedir.

Payzin ve Akyay 1951°de, Leloglu ise 1977’de kenelerden C.burnetii izole
etmistir. Tiirkiye Atom Enerjisi Kurumu tarafindan 2010°da yapilan c¢alismada
ise; lilkemizde otuziki ilden toplanan kenelerde sod geni PCR’1 ile C.burnetii
varlig1 belirlenmistir. Ankara ilinden elde edinilen kene gruplarindan 1 Grnek,
Denizli ilinden elde kene gruplarindan toplam 26 &rnek pozitif saptanmistir.
Calismada, RFLP yontemi kullanilarak kenelerden elde edinilen susun C.burnetii
Nine Mile RSA 493 oldugu belirlenmistir. Calismamizda da aborte fetiis
orneklerinde ayn1 C.burnetii susu tespit edilmistir. Q atesi enfeksiyonunun 6nemli
bir vektorii olan keneler ile ¢iftlik hayvanlari arasinda dolasan C.burnetii susunun

tespitine iliskin lilkemizde daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

Birgok tilkede; ciftlik hayvanlarinda C.burnetii yaygmligi konvansiyonel
PCR yonteminin kullanildigi c¢alismalar ile belirlenmistir. Berri vd. (2001);
Fransa’da abort sorunu yasayan 34 adet koyundan alinan serumlar1 ELISA ve IFA
ile antikor yoniinden analiz etmistir. Ayn1 hayvanlardan alinan vaginal svaplarda
IS1111 ile yapilan PCR’da; kuzulamadan 4 giin dnce biitiin 6rnekler C.burnetii
negatif iken kuzulama giiniinde 15 6rnek pozitif bulunmustur. Sonraki giinlerde
alinan 6rneklerde pozitiflik oran1 diismiistiir. Vajinal svaplarda; dogumdan sonra
1, 2, 8 ve 70. giinlerde sirasiyla pozitiflik oran1 %30, 20, 6, 6 olarak belirlenmistir.
Belirtilen giinlerde siit ve digki orneklerinde saptanan pozitiflik paralellik
gostermistir. Hayvanlarin yarisinin kuzulamadan 5 hafta sonra seropozitif oldugu,
iicte birinin ise 9 ay sonra hala seropozitif oldugu goriilmiistiir. Seroloji,
C.burnetii sacan hayvanlarin yarisini tespit edememistir. Kuzulama giiniinde
genital orneklerde bulunan pozitiflik orani ¢alismamiza kiyasla yiiksektir. Yine
Fransa’da Berri vd. tarafindan (2009) yapilan bir ¢alismada; abort problemi
yasayan koyun ve keg¢i siiriilerinden alinan 253 (149 vajinal svap, 5 plasenta, 64
stit, 35 diski) adet klinik 6rnekte, C.burnetii’nin de dahil oldugu farkli abort
etkenlerinin tespitine yonelik multiplex PCR kullanilmistir. C.burnetii i¢in 1S1111
gen bolgesine spesifik primerlerin  kullanildigi  ¢alismada; vajinal svap

orneklerinin %22,1°1, ¢ig siit orneklerinin %17,1°1, digk1 6rneklerinin %11,4’1 ve
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plasenta 6rneklerinin %20’si olmak lizere 49 6rnekte (%19,3) C.burnetii DNA’s1
saptanmistir. Genital 6rneklerde PCR ile elde edilen pozitiflik orani, ¢aligmamizla

benzerlik gostermektedir.

Ispanya’da yapilan ¢alismada Navarro vd. (2009); abort yapmis 35 koyun ve
23 keci plasenta 0rneginde yaptiklart PCR ile, koyun 6rneklerinde %11,4, keci
orneklerinde ise %17,4 C.burnetii agisindan pozitiflik belirlemislerdir. Calismada
koyun ve keci orneklerinde bulunan pozitiflik oranlari; ¢alismamizda bulunan

oranla paralellik gostermektedir.

Clemente vd. (2015); Portekiz’de abort problemi olan 29 sigir, 25 koyun ve
37 kegiden aldiklar1 plasenta, vaginal svap ve aborte fetiis 6rneklerinde, 1S1111
gen bolgesi spesifik primerleri ile yaptiklar1 PCR ile C.burnetii DNA’s1
aramiglardir. Pozitiflik oran1 sigir, koyun ve ke¢i ornekleri i¢in, sirast ile 5, 9, 15
ornek olmak iizere; toplam 29 o6rnek (%31,9) olarak ortaya koyulmustur.
Calismamizda si1gir 6rneklerinde daha diisiik oranda pozitiflik bulunmus olmasina
ragmen; koyun ve ke¢i Orneklerinde bu c¢alisma ile yakin pozitiflik orani elde

edilmistir.

Italya’da; Masala vd. (2017) abort yapmis koyun ve kegcilerden temin
ettikleri 315 fetiis (292 koyun, 23 kegi) ve 84 plasenta (76 koyun, 8 ke¢i) Grnegini
sod gen bolgesini hedef alan PCR ile analiz etmislerdir. Koyun aborte fetiis
orneklerinde, ¢calismamizda buldugumuz pozitiflik oranina yakin olarak %10,9 ve
plasenta orneklerinde %9,2 bulunmustur. Kegi plasenta Orneklerinde %12,5
C.burnetii tespit edilmistir. Calismamizda kecilerde belirlenen pozitiflik orani
daha yiiksektir. Parisi vd. (2006) ise yine italya’da 138 sigir ve 376 koyun-kegi
aborte fetiis 6rneginde, konvansiyonel ve tek tiip Nested PCR teknigi ile yaptiklar
caligmalarinda 1S1111 gen bdlgesi spesifik primerleri kullanmiglardir. Saptama
limiti agisindan; tek tiip nested PCR yontemi konvansiyonel PCR’dan 10-100 kat
daha duyarli bulunmustur. Pozitif orani, sigir 6rneklerinde %11,6 ve koyun-kegi
orneklerinde %21,5 olarak saptanmigtir. Calismamizda sigir Orneklerinde
pozitiflik orani ¢ok daha disiiktiir. Ancak koyun-keg¢i orneklerinde benzer

pozitiflik oranlar1 tespit edilmistir.

Brezilya’da Oliveira vd. (2018); iireme problemi goriilen siitgii kegi

stiriilerinin plasenta 6rneklerinde, 1S1111 gen bolgesi ile yapilan Nested PCR ile
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%8,7 oraninda C.burnetii saptamistir. Calismamizda kegi 6rneklerinde ¢ok daha
yiiksek pozitiflik orani elde edilmistir. Yine Brezilya’da, Mares-Guia vd. (2017)
tarafindan yapilan bir ¢alismada keci, koyun, kemirici, kdpek ve kedilerden alinan
ornekler; 151111 spesifik primerlerinin  kullanildigi, Nested PCR ve
konvansiyonel PCR yontemi ile analiz edilmistir. 7 kegi siitii orneginden 6 adedi,
1 koyun dokusu, 19 kdpek kan serumundan 1 adedi, 18 kopek kan 6rneginden 1
adedi, 7 kedi anal svap Orneginden 1 adedi her iki PCR yontemi ile pozitif
bulunurken; 74 adet kemirici dalak 6rneginden 5 adedi ve 180 kene drneginden 2

adedi yalniz Nested PCR ile pozitif bulunmustur.

Hindistan’da organize bir sigir ¢iftliginde Q atesi enfeksiyonunun izlendigi
bir ¢aligmada; sigirlardan siit, serum, vaginal svap; ¢iftlik ¢alisanlarindan serum
ornekleri alimmistir. Ayrica gevresel Ornekler ve kene Ornekleri C.burnetii
yoniinden degerlendirilmistir. ELISA ile; sigir serumlarinda %29,9, siitlerde
%26,73 insan serum Orneklerinde %84,21 oraninda antikor tespiti yapilmustir.
Dhaka vd.(2017); 1S1111 hedefli PCR ile; sigir vaginal svaplarin %14,73’sini,
siitlerin %5,53’1linli pozitif bulmustur. Kene ve serum Ornekleri PCR negatiftir.
Sonuglar giftlik ¢alisanlarinin kronik C.burnetii maruziyetine isaret etmektedir.
Calismada sigir orneklerinde bulunan PCR pozitiflik orani, g¢aligmamizda

bulunana kiyasla oldukea yiiksektir.

Heidari vd. (2017) Iran’da 300 (183 koyun, 117 keci) aborte fetiis 6rnegini
IS1111°e spesifik primerlerin  kullanildigt PCR ile C.burnetii yoniinden
incelemisler; c¢alismamizda koyun ve keg¢i oOrneklerinde bulunan pozitiflik
oranindan oldukea diisiik olarak, %2 pozitiflik saptamislardir. Yine Iran’da Abiri
vd. (2016); 1S1111 primerlerinin kullanildig1 Nested PCR ile 92 koyun ve 60 sigir
aborte fetiis 6rneginde sirasi ile %17,3 ve %25 C.burnetii DNA’s1 bulmuslardir.

Koyun ve sigir 6rneklerinde bulunan pozitiflik ¢alismamiza oranla yiiksektir.

Misir’da Moein ve Hamza 2017°de yaptiklar1 ¢calismada; abort yapmis 27
koyun, 29 keg¢i, 26 sigir, 26 buffalonun plasenta ve vajinal akinti 6rneklerinde
IS1111 bolgesi ile yapilan Nested PCR ile sadece kegi 6rnekleri %3.4 oraninda
pozitif bulmustur. Ke¢i orneklerinde pozitiflik orani, ¢alismamizda ¢ok daha

yiiksektir.
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Son yillarda Real-time PCR yontemi; duyarlilig, o6zgilligi,
tekrarlanabilirligi, konvansiyonel PCR’daki kontaminasyon riskini ortadan
kaldirmasi ve reaksiyon esnasinda amplifikasyonun es zamanli olarak izlenmesine
imkan vermesi avantaji ile klinik 6rneklerde C.burnetii saptanmasinda siklikla
kullanilmaya baglanmigtir. Kantitafif PCR (qPCR) ise 6rneklerde DNA kopya
sayisint belirlemeye imkan saglama ustiinliigiine sahiptir ve Ozellikle 1S1111
bolgesini hedef alan qPCR en hassas yontem olarak en sik kullanilan PCR teknigi
olma yolundadir (Eldin et al., 2013).

Polonya’da; 279 siit sigir1 isletmesinden temin edilen vajinal svap, plasenta,
¢ig sit, ¢ig tank siiti ve ticari siit triinlerinden olusan 1439 Ornek analiz
edilmistir. Czerwinska vd. (2019); 1S1111 bolgesini hedefleyen ticari Real-time
PCR Kkiti ile, plasenta orneklerinin %21,74’linde, vajinal svap orneklerinde ise
%11.54 oraninda, siit Orneklerinde %32,7, tank siitlerinde %39,6 C.burnetii
DNA’s1 saptamistir. Calismamizda; sigir 6rneklerinde ¢ok daha diisiik oranda

pozitiflik tespit edilmistir.

Isvigre’de Schnydrig vd. (2017); 2012 ve 2016 yillar1 arasinda abort yapmis
41 koyun ve 36 keciden aldiklar1 toplam 182 6rnekte (plasenta ve aborte fetiis i¢
organ); bakteriyel, fungal ve paraziter abort etkenleri aramigtir. 1S1111 bolgesi
kullanilarak yapilan molekiiler ¢alismalarda Real-time PCR ve end-point PCR
karsilagtiritlmistir. Calisma sonuglart C.burnetii agisindan dikkat ¢ekicidir. Abort
yapan hayvanlardan alinan serum 6rneklerinde seropozitiflik tespit edilmemisken,
fetiis ve plasenta orneklerinde yiiksek oranda DNA saptanmistir. Real-time PCR
ile 19 koyun (%46,3) ve 19 (%52,8) keci 6rnegi C.burnetii agisindan pozitif
bulunurken, end-point PCR’da bu oran %2,4 ve %2,7’dir. Real-time PCR
pozitiflik oranlar1 ¢alismamizda elde edilen sonuglara gore yiiksektir ve belirtilen
yillarda ilkede giftlik hayvanlarinda yasanan C.burnetii kaynakli ciddi abort

problemlerine igaret etmektedir.

Kreizinger vd. (2015) tarafindan Macaristan’da yapilan ¢alismada, abort
yapmis koyun, kec¢i ve sigirlardan alman plasenta Ornekleri QPCR,
immunohistokimyasal boyama ve histolojik baki ile incelenmistir. gPCR ydntemi
tespit esigi 36,95 Ct degerinde 1 koloni olusturan birim (CFU) olarak
belirtilmistir. 33 plasenta ornegi; hedef gen 1S1111 ile yapilan qPCR analizinde
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pozitif bulunmustur. Sigir 6rneklerinin %26’s1, koyun 6rneklerinin %46,7’si, kegi
orneklerinde ise %20’sinde C.burnetii DNA’s1 saptanmistir. Bu ¢alisma ile koyun
ve s1g1r 6rneklerinde belirlenen pozitiflik orani; ¢alismamizdakine oranla ¢ok daha

yiiksek, kecilerdeki oran ise daha diisiiktiir.

Tunus’da Barkallah vd. (2018); abort sorunu olan koyun c¢iftliklerinden
aldiklar1 164 vaginal svap, 164 kan ve 164 siit 6rnegini, 1S1111 gen bolgesini
hedef alarak, %99,8 spesifite ile qPCR ile analiz etmislerdir. gPCR etkinligi erime
egrisi analizi ile saptanmustir. 12 vaginal svap, 5 siit ve 4 kan 6rnegi C.burnetii
yoniinden pozitif bulunmustur. Calismamizda koyun genital Orneklerinde

pozitiflik daha yiiksektir.

Misirda Abdelfattah vd. (2008) yaptiklar1 ¢alismada 190 koyun-kegi serum
ve vajinal svap Ornegini kullanmiglardir. Koyun ve kegi Orneklerinde Elisa ile
%18,4 oraninda seropozitiflik belirlenirken, icd gen bolgesi spesifik primer ve
problarin  kullanildigi Real-time PCR %26,3 oraninda C.burnetii DNA’s1
saptanmustir. Genital 6rneklerde; ayni gen bolgesi kullanilarak ¢aligmamizda daha

diisiik oranda pozitiflik saptanmaistir.

Hindistan’da Vaidya vd. (2010) yaptiklar1 ¢alismada; reprodiiktif
problemler gosteren koyun, kegi, sigir, buffalo tiirlerinden aldiklari; genital ve
fekal svap, siit, idrar ve serum Orneklerini  C.burnetti  yoniinden
degerlendirmislerdir. Calismada; IFA, ELISA, 1S1111 gen bolgesi hedefli
konvansiyonel PCR ve SyberGreen temelli Real-time PCR yontemleri
karsilastirtlmistir.  Seroprevalans %13,8 olarak belirlenmistir. 703 Ornekte;
konvansiyonel PCR ile 30, Real-time PCR ile 35 6rnek pozitif bulunmustur. Real-
time PCR tespit limiti genital drneklerde 6,82-1,21x10° DNA kopya sayisi/ul
olarak saptanmistir. Genital orneklerde pozitiflik %1 diizeyindedir. Calismada
ozellikle sigir siit 6rneklerindeki %9,5 pozitiflik oran1 dikkat ¢ekicidir. Olasilikla
orneklerin alindig1 sigirlarda genital yol ile sagilim azalmis ve siit ile uzun soluklu
sacilim donemine girilmistir. Genital Orneklerde tespit limiti bulgulari

calismamizla benzerdir ancak pozitiflik orani, calismamiza kiyasla diisiiktiir.

Iran’da Dehkordi vd. (2012);782 koyun ve 744 keci aborte fetiis 6rneginde
Nested PCR (com1 genini hedef alan primerler kullanilmistir) ile sirasi ile %12,53
ve %16,39, Real-time PCR (1S1111 genini hedef alan primerler kullanilmistir) ile
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%15,47 ve %20,43 oranlarinda C.burnetti DNA’s1 saptamiglardir. Real-time PCR,
Nested PCR’a gore 1,5 kat daha hassas bulunmustur. Calismamizda kegi
orneklerinde daha yiiksek pozitiflik tespit edilmistir.

C.burnetii 'nin ¢iftlik hayvanlarindaki yayginhig: ile ilgili olarak elde edilen
pozitiflik oranlar1 cografi bolgeye, hayvan tiiriine, kullanilan 6rnege (plasenta,
vajinal svap, aborte fetiis i¢ organ, siit, idrar ya da diski), 6rnegin alindigi doneme
ve yonteme gore farklilik gosterebilmektedir. Calismamizda; Vaidya vd., (2010);
Dehkordi vd., (2012) ve Schnydrig vd. (2017) ile paralel bir sekilde ruminant
genital orneklerinde Real-time PCR ile konvansiyonel PCR’a kiyasla daha yiiksek

pozitiflik orani saptanmuistir.

Yapilan ¢alismalar; sigirlarda, koyun ve kecilere oranla bakterinin vajinal
mukus ve digki ile sagilimi daha az oldugunu gostermektedir. Bu durum birgok
salginda biiyiik bas hayvanlardan daha fazla koyun ve keg¢i siiriilerinin rol
oynadigin1 agiklar. Ancak tersine sigirlarda, koyun ve kegilere oranla siit ile
sacilim daha uzun siirelidir. Asemptomatik koyunlar ise ineklere gore daha az
oranda siitle sagilim yapmaktadir (Rodolakis et al., 2007; Guatteoet al., 2006)
Calismamizda; aborte fetlis orneklerinde pozitifligin, koyun ve kegilerde sigir
orneklerine gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu bulgu, yapilan diger

calismalarla paralellik gostermektedir.

Calismamizda Real-time PCR ile 6rneklerin analizinde ¢ok kopyali 1S1111
ve tek kopya icd gen bolgelerine spesifik primer ve proplar kullanilmistir. Yapilan
calismalarda (Jones et al., 2010; Kreizinger et al., 2015; Vaidya et al., 2010;
Magouras et al., 2015; Bruin et al., 2011) IS1111 bolgesi ile yapilan Real-time
PCR’da ruminant genital érneklerinde tespit limitinin, genel olarak 1-10 DNA
kopya sayist arasinda oldugu goriilmektedir. Tespit limiti agisindan, yontem

literatiir ile uyumludur.

Duron vd. (2015b) yaptigi ¢alismada 1S1111 gen bélgesinin; kenelerde
simbiyotik olarak yasam siiren Coxiella benzeri bakterilerde (CLB) de
bulundugunu ortaya koymustur. Bu nedenle kenelerle yapilan; sonrasinda
sekanslama ile onaylanmayan PCR prosediirlerinde, C.burnetii'yi tespit etmek i¢in
tasarlanmis 1S1111 primerleri ile CLB’lerin tespit edilmesi gibi 6nemli bir yanlis

tanimlama riski vardir. Ancak bu bakterilerin omurgali hayvanlara gegisi ve
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dokularinda {ireyebildigine dair bir ¢aligma bulunmamaktadir. Nadiren evcil
kuslarda bildirilmistir. CLB’lerin o6karyotik hiicre kiiltiirlerine de adapte
edilemedigi gibi, C.burnetii’nin sahip oldugu viriilans faktorlerine de sahip
degildir. Calismamizda ¢ok kopyal1 1S1111 bolgesi ile birlikte kullanilan icd geni,
immunojenik bir dimerik olan izositrat dehidrojenaz enzimini kodlar. Bakterinin
asit ortamda yasama yetenegi ile iliskili olabilen asit ile indiiklenen korunmus bir
gen bolgesidir.  Son yillarda C.burnetii’nin  genotipik  tiplendirilmesi
caligmalarinda kullanilmistir (Nguyen and Hirai, 1999). Ayrica, ¢esitli klinik
orneklerle yapilan PCR c¢alismalarinda spesifik gen bdlgesi olarak da

kullanilmaktadir.

IS1111 gen bolgesi temelli Real-time PCR yontemlerinin, tek kopya gen
bolgeleri ile kombinlendigi ¢alismalar 6zellikle Hollandali arastiricilar tarafindan
kullanilmistir. Jones vd. (2011) tarafindan Hollanda’da yapilan ¢alismada; abort
yapmis sigir, koyun ve kegilerden almman fetal sivi ve plasenta Ornekleri
immunohistokimyasal baki ve 1S1111 gen bolgesi spesifik Real-time PCR analizi
ile pozitif ve negatiflikleri belirlendikten sonra Avrupa’da 7 farkli laboratuvara
gonderilmistir. Pozitif 6rneklerden biri 1/10 ve 1/100 oraninda sulandirilmaistir.
1/10’luk diltie 6rnegi; 1S1111 bdlgesi ile tiim laboratuvarlar, com1 bdolgesi ile tek
bir laboratuvar tespit etmistir. 1/100’liik pozitif 6rnegi ise 1S1111 bolgesi ile iki
laboratuvar saptamistir. Bu 6rnek icd, com1 ve 16 S gibi tek kopya gen bolgeleri
ile hicbir laboratuvar tarafindan belirlenememistir. Yine Hollanda’da abort
yapmis ve yapmamis koyun, keci, sigirlardan alinmig 93 adet aborte fetlis ve
plasenta ornegi ile yapilan c¢aligmada 1S1111 ve coml bdlgelerine spesifik
primerler ve problarin dizayn edildigi Real-time PCR yontemi kullanilmistir.
Jones vd. (2010), 151111 ve com1 hedefli PCR’da sirasi ile %25 ve %20 oraninda
pozitiflik belirlenmistir. Com 1 ile negatif olup 1S1111 ile pozitif olan dort 6rnek;
her iki test tarafindan pozitif bulunan 6rneklerden daha az miktarda C.burnetii
DNA’st igermektedir. Hollanda Q atesi salgini esnasinda yapilan diger bir
calismada ise; Bruin vd. (2011), farkli koyun ve kegi ¢iftliklerinden aldiklar1 300
adet vajinal svap ve 68 adet alan siiriintii svab1 bir multiplex qPCR ¢alismasi ile
analiz etmistir. Hedef gen bolgeleri olarak icd, 1S1111, coml kullanilmis, en
yuksek Ct degerleri sirasi ile 37, 39, 38.7 dongii, tespit limitleri ise sirasi ile 13.0,
10.4 ve 10.6 reaksiyon basit kopya sayisi olarak bulunmustur. Hedef 1S1111
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amplifikasyonunun, tek kopya coml ve icd amplifikasyonundan yaklasik ii¢c PCR
dongiisii daha once elde edildigi ve yalnizca 1S1111 pozitif ornekler i¢in Ct
degerlerinin birden fazla hedefin amplifiye edildigi 6rneklerden daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Tek kopya hedefleri i¢in bu fark 1 dongiiden azdir. 1S1111;
IS1111+ coml; 1S1111+ icd ve 1S1111+ coml+icd pozitif 6rnek sayisi sirasi ile
90, 33, 18 ve 32 bulunmustur. Hollanda’da yapilan ¢aligmalar; 1S1111 bolgesinin
tek kopya gen bolgeleri ile kombinlendigi Real-time PCR prosediirlerinde, 1S1111
amplifikasyonunun tek kopya hedeflere oranla ¢ok daha duyarli oldugu
gostermektedir. Klee vd. (2006) kantitasyon calismalarmin tek kopya gen
bolgeleri lizerinden yiiriitiilmesini 6nermektedir. Ancak ¢alismamizda tek kopya
gen bolgesi ile sadece bir 6rnek pozitif bulundugundan, gen kopya iiriinleri
genomda cok tekrarli bolge olan IS1111 geni ile yapilan kantitatif calisma ile
yaklagik degerler olarak ifade edilmistir.

Etken dogum sirasinda ve sonrasinda dogum iiriinleri ve viicut sivilari ile
yikksek miktarlarda atilmaktadir. Aborte olmus materyalde C.burnetii’'nin
miktarin1 Real-time PCR ile kantitatif olarak belirleyen smirl sayida literatiir
bilgisi vardir. Bakterinin yiiksek enfeksiy6z 6zelligi g6z oniline alindiginda; bu
veri gevresel kirlenmenin biiylikligiini, diger hayvanlara ve insanlara bulagsma
riskini belirlemede 6nem tagimaktadir. Eski bir ¢calismada (Babudieri, 1959) abort
sirasinda  plasenta yolu ile gramda 10%dan fazla bakteri yayilabilecegi

bildirilmistir.

Fransa’da gebe olmayan koyunlarin yumurtalik ve uterus yikanti sivilarinin
(20 adet); ayrica yumurta kanali, yumurta ve uterus dokularinin (20 adet)
orneklendigi caligmada; Alsaleh vd. (2011) icd gen bolgesi spesifik qPCR
yontemini kullanmiglardir. Yikant1 sivilarinda ml’de C.burnetii gen kopya sayilar
2,9x10%-7,5x10°% dokularda ise 1x10%1,5x10° kopya sayisi/mg olarak
belirlenmigtir. Caligma embriyo transferi sirasinda bakterinin vericiden aliciya
veya gebelik doneminde embriyo ve fetiise iletilmesindeki riski ortaya koymustur.
Calismamizda ise aborte fetiis 6rneklerinde daha diisiik gen kopya sayilari tespit

edilmis ve sacilim diizeyi degerlendirilmistir.

Almanya’da bir ke¢i Q fever salgimminda, Sting vd. (2013) C.burnetii
sagilimimin degerlendirilmesini gPCR ile yapmislardir. Caligmada tek kopya gen
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bolgesi coml kullanilmistir. Yontemin tespit limiti Ct:38 degerinde reaksiyon basi
17 gen kopya sayisi olarak belirlenmistir. Asilanmamis kegi siiriilerinden 3 ay
boyunca, 1-4 hafta aralikla toplam 126 vajinal svap, 111 siit ve 199 kan ornegi
alinmustir. 1k 6rnekleme abortlarin baslamasindan 3 hafta sonra yapilmustir. Ilk
orneklemede, bir hafta sonraki 2.6rneklemede, iki hafta sonraki 3.6rneklemede;
(yavrulamanin bittigi tarih) alinan vaginal svaplarda ve siitte bakterinin neredeyse
hayvanlarin tamaminda vaginal siiriintii bas1 10*-108 ve siit ile 10?-10° gen kopya
sayist/ml  sagildigi saptanmistir. Genital Orneklerde gen kopya sayilari
caligmamiza oranla yiiksektir. Sonraki 7 hafta icerisinde hayvanlarin %95’inde
vaginal siiriintii bas1 10% siitle ise 10? gen kopya sayisy/ ml’nin altina kadar

diistiigii gdzlenmistir.

Kanada’da; Hazlett vd. (2013) 163 koyun ve 96 keg¢i aborte fetiis ve plasenta
ornegi ile kapsamli bir ¢alisma yapmislardir. Calismada 6rnekler; C.burnetii’nin
de dahil oldugu bakteriyel, viral ve paraziter etkenler yoniinden patolojik
yontemler ve Real-time PCR ile degerlendirilmistir. 1IS1111 gen bolgesi spesifik
Real-time PCR ile; koyun 6rneklerinin 113 (%69) adedinde ve kec¢i 6rneklerinin
72 (%75) adedinde C.burnetii DNA’s1 saptanmistir. Patolojik analizlerde; PCR
ile pozitif koyun 6rneklerinin 11(%10) adedi ve ke¢i orneklerinin 15 (%21) adedi
abortlara sebep olma agisindan Onemli bulunmustur. Abortlar ve fetal
enfeksiyonla iliskili bulunan koyun 6rneklerinde pl’de ortalama 4,82x10°, keci
orneklerinde ise 3,2x10'° gen kopya sayilar1 tespit edilmistir. Patolojik
muayeneler sonucu abortlar ile iliskili bulunmayan koyun &rneklerinde 4,55x10°,
keci orneklerinde ise 5,68x10* ortalama gen kopya sayilar1 belirlenmistir. Gen
kopya degerleri ¢alismamiza oranla oldukga yiiksektir. Calisma; PCR pozitifligin
C.burnetii bakterisinin sagilim yapan hayvanlar1 belirledigini ancak abort ve
intrauterin enfeksiyondan sorumlu tutulmasi igin tek basina yeterli olmadigini
ortaya koymaktadir. Calismamizda; C.burnetii’nin abortlarda ne 6l¢iide rol
oynadigina dair bir ¢ikarim hedeflenmemistir. Ciftlik hayvanlar1 tarafindan ne

diizeyde sagildig1 iizerinde durulmustur.

Isvigre’de 100 koyun ve 72 kegi drneginde; C.burnetii seroprevalans: takip
etmek ve aborte fetiisler ile sagilan bakteri diizeyini belirlemek temelli bir ¢aligma
yapilmistir. Calismada Magouras vd. (2015) C.burnetii 1S1111 bolgesini
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hedefleyen, kantifikasyon standarti iceren bir gPCR ticari kiti kullanmistir. Tespit
limiti; 1-10° bakteri/g diisiik pozitif, 102-10* bakteri/g pozitif ve >10* bakteri/g
yliksek pozitif olarak belirlenmistir. gPCR yontemi ile koyun abort 6rneklerinin %
44,5'u, kegi abort 6rneklerinin % 44,3’1 pozitif bulunmustur. Pozitif 6rneklerin %
13,4 iinde en az 10* bakteri/g ve daha fazla bakteri sayis1 ortaya konmustur.
Bunlarin % 11,1’1 koyun, %16,5’i ke¢i kaynakli 6rneklerdir. Hedef gen kopya

sayilar1 agisindan ¢alismamaizla elde ettigimiz bulgular daha yiiksektir.

Cezayir’de Khaled vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada; 35 koyun-kegi
ciftliginden 227 serum ve 267 genital svap orne8i alinmis ve citftlikler portor
ve/veya seropozitif hayvanlar yoniinden degerlendirilmistir. ELISA ile 17 siirtide
toplam 32 hayvan (%]14.1) seropozitif bulunmustur. 1S1111 gen bolgesi spesifik
Real-time PCR ile 21 siiriide toplam 57 hayvanin (%21,3) C.burnetii’yi genital
yolla sactif1 belirlenmistir. Pozitiflik orami agisindan sonuglar calismamizla
benzerdir. Ayn1 zamanda ¢alismada, DNA kopya sayilar1 da degerlendirilmistir.
267 svap orneginin 241’inde vajinal svap basina 0-5x10% 8’inde 5x102-1x103,
7’sinde 1x103-1x10%, 6’sinda 1x10*-1x10° araliginda, 5’inde 1x10°, 1 koyun
orneginde ise 1,31x108 gen kopya sayis1 olarak bulunmustur. Genital drneklerdeki

C.burnetii kopya sayilar1 degerleri calismamiza oranla ytiksektir.

Rodolakis (2006), aktif enfeksiyondan bahsedebilmek ve C.burnetii’nin
abort sebebi olarak degerlendirilebilmesi igin genital dokularda gram bas1 10*
kopya sayisindan fazla olmasi gerektigini kisisel gorlis olarak belirtmektedir.
Calismamizda bu standarta uyan tek 6rnek 12 numarali keci O6rnegidir. Diger
orneklerin de c¢esitli miktarlarda C.burnetii DNA kopya sayis1 igerdigi; ¢evreye

yayilim ile insan ve hayvanlara bulagsma riskini ortaya koydugu goriilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Ege Bolgesi’nin yedi ilinden elde edilmis olan 100 adet koyun, kegi ve sigir
aborte fetlis orneginde C.burnetii varligi ve yaygmliginin molekiiler yontemler ile
kantitatif olarak belirlenmesinin amaglandig1 bu tez ¢alismasinda; Konvansiyonel
PCR yontemi ile 9 adet, Real-time PCR yontemi ile ise 15 adet 6rnekte C.burnetii
DNA’s1 saptamistir. Pozitif 6rneklerden elde edilen susun dizileme c¢aligmast ile,
akut enfeksiyonlardan sorumlu, keneden izole C.burnetii Nine Mile RSA 493

oldugu belirlenmistir.

Real-time PCR c¢alismasinin kantitasyon basamag ile; pozitif aborte fetiis
orneklerindeki gen kopya sayilar1 5 mg’da 2x10%-5,54x10° araliginda tespit
edilmistir. Hedef kopya sayilarinmn 2,38x10? ve altinda oldugu 6 &rnek,
konvansiyonel PCR ile negatif bulunmustur. Calisma sonuglari, 6rneklerde kiiciik
miktarlarda C.burnetii DNA’s1 saptamada Real-time PCR’in konvansiyonel

PCR’a gore 6zgiilliik ve duyarlilik acisindan iistiinliiglinii ortaya koymaktadir.

Calismamizda; Real-time PCR ile aborte fetlis Orneklerinde; sigir
orneklerinin 1’1 (%2.85), koyun 6rneklerinin 6’s1 (%14.6), ve keci 6rneklerinin 8’1
(%33.3) C.burnetti pozitif bulunmustur. Calisma bulgulari, literatiire benzer bir
bigimde C.burnetii nin aborte fetiisler yolu ile sagciliminda sigirlara oranla, koyun

ve kegilerin daha yaygin zoonotik rezervuarlar oldugunu yansitmaktadir.

Real-time PCR ¢alismasinda; ¢cok kopyali gen bolgesi 1S1111 ile tek kopya
icd gen bolgesi spesifik primer ve tagman problar1 kullanilmistir. 1S1111 gen
bolgesi amplifikasyonu tek kopyali icd gen bolgesi ile yapilana gore ¢ok daha
duyarli bulunmustur. Tek kopya icd amplifikasyonu ile yapilan Real-time PCR;
IS1111 ile pozitif bulunan 15 6rnek icerisinde sadece yiiksek miktarda C.burnetii
hedef kopya igeren igeren (5,54x10°) bir kegi drnegini saptayabilmistir.

Q Atesi’nin teshisi; uzun siireli inkiibasyon siiresi ve enfekte olmus
aerosollerin uzun mesafeler boyunca seyahat etme kabiliyetine bagli olarak,
epidemiyolojik birliktelik eksikligi ve semptomlarin 6zelliksizligi nedeniyle
siklikla geciktirilir veya yanhistir. Laboratuvar tanisi, enfeksiyonun dogru
doneminde yapilan, hem serolojik hem de patojen belirleyen farkli yontemler ile

edinilen sonuglarin yorumlanmasina dayanmaktadir. Calismalar; bakteriyi sagan
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hayvanlarin 6nemli bir kisminin seronegatif oldugunu ayrica bakteri sagilim
oraninin abort ge¢misinden bagimsiz oldugu ve sagict hayvanlarin 6nemli bir
kisminin da klinik olarak yetersiz enfeksiyonlar1 temsil edebilecegini ortaya
koymaktadir. Bakteri, sistemik antikor cevabini indiikklemeden uterus ve
plasentada lokalize olabilmektedir. Hayvan popiilasyonlarinda C.burnetii
serolojisi; enfeksiyonun durumu ile ilgili eksiksiz bir tablo sunmamaktadir. Ancak
stiri diizeyinde 6n enfeksiyon arastirmasi yapmak i¢in yararhdir. Persiste enfekte
ve uzun yillar kalict olarak seropozitif kalabilen ineklerde oldugu gibi, patojen
tespiti i¢cin olumsuz olan testlerde seroloji degerli sonuglar verebilmektedir. Siirii
seviyesinde seropozitiflik tespit edildiginde ya da serolojik yanit olmamasina
ragmen siiphe varsa sagicilar1 izlemede tercih edilecek yontem ozellikle

enfeksiyonun ilk iki haftasinda daha verimli sonuglar veren PCR’dir.

Ulkemizde; veteriner ve beseri hekimlik alaninda yapilan calismalar Q
atesinin varligini, hayvan ve insan sagligi iizerinde yarattigi riskleri ortaya
koymaktadir. Calismamiz; tilkemizde ¢iftlik hayvanlart ile C.burnetii sagilimini
kantitatif anlamda yansitan ilk molekiiler ¢aligmadir. Calisma bulgulari; tanisal
PCR’da tiim diinyada yaygin olarak kullanilan genomda ¢ok tekrarli 1S1111 gen
bolgesi spesifik primerlerin ve spesifiteyi biiyiikk oranda artiran hidroliz
problarinin kullanimi ile dizayn edilen, kantitasyon asamasinda klinik 6rneklerde
hedef gen kopya iriinlerinin diizeylerini sayisal degerlere doniistiirerek
Ol¢iilmesine imkan veren Kantitatif Real-time PCR’mn; Q atesi enfeksiyonunun
veteriner sahada tan1 ve takibinde, enfeksiyon odagi olan hayvanlarin tespitinde
uygulanmast son derece pratik, hassas ve iistiin bir yontem oldugunu gostermistir.

Bu yonleri ile yontem, diger arastiricilara da onerilmektedir.

Calismada edinilen bilgi; ¢evresel kontaminasyonunun yanisira insan ve
diger hayvanlarin maruziyet riskine iliskin bolgesel bir resmi sunmaktadir. Ancak
tilkemizde C.burnetii’nin yayilimini ve insanlarda olusturdugu akut ya da kronik
hastalik sikligini belirlemek, epidemiyolojiyi tespit etmek, ayn1 zamanda hayvan
popiilasyonlarinda sebep oldugu abort olaylarini tahlil etmek i¢in veteriner ve
beseri hekimlerin birlikte rol aldiklari, iyi tasarlanmis daha fazla iilkesel
arastirmaya ihtiyac vardir. Zira; insan, hayvan ve c¢evre sagligini optimize etmek
icin ¢oklu disiplinlerin ¢abalarini ifade eden ‘tek saglik’ yaklasimi igin Q atesi ¢ok

Iyi bir 6rnektir.
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Q atesi enfeksiyonunun tagidig1 hayvan ve halk saglig: riskleri; ithal hayvan
ve hayvan iriinlerinin iilkedeki dolasiminin kontrolii, ciftliklerde dogum ve
dogum sonras1 donemde Ozel dezenfeksiyon ve kisisel koruyucu tedbirlerin
alinmasi, enfeksiyonun tespit edildigi ¢iftliklerde siki izolasyon ve eradikasyon
uygulanmasi ve ¢iftlik hayvanlarinda asilama calismalarinin baslatilmasi gibi
kapsaml1 tedbirlerin, genel koruma ve kontrol programlarina dahil edilmesi

gerekliligini ortaya koymaktadir.
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Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali
Doktora Ege Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Yabanci Dil Ingilizce
Gorevi Veteriner Biyolojik UriinlerKontrol Laboratuvari/
Veteriner Hekim
Tel 0232388 00 10

Elektronik posta

eylem.senyuksel@tarim.gov.tr
seneylemsen@hotmail.com

Is Deneyimi 2004-2009 Ozel Sektor Tecriibesi
2009- Tire Ilge Tarim ve Orman Miidiirliigii
2010-Bornova  Veteriner  Kontrol  Enstitiisii
Midirliga
2010-2012 Gida Kontrol Laboratuvari
2012-2019 Bakteriyoloji Laboratuvari
Halen, Veteriner Biyolojik Uriinler Kontrol
Laboratuvari
Aldig1 Egitimler
Egitim Konusu Egitimi Veren Kurum Egitim
Tarihi
ISO 17025 Deney ve Elginkan Vakfi 2010
Kalibrasyon Laboratuvari
i¢in Yeterlilik Sartlar1
Mikrobiyolojide Besi Yeri Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii 2011
Hazirhig1 ve Genel kurallar
Vitek 2 Aplikasyon Egitimi Biomerieux 2012
Brucella Rose-Bengal
Testinin Uygulanmasi ve Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisti 2012
Degerlendirilmesi
Brucella tiirlerinde 1zolasyon Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii 2014
ve Identifikasyon
ISO/IEC 17043 Uygunluk
Degerlendirmesi-Yeterlilik Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii 2015
deneyleri i¢in genel gerekler
Mycoplasma Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii- 2017
Enfeksiyonlarinda izolasyon Mycoplasma laboratuvari
ve IdentifikasyonY éntemleri
I¢ Kalite Denetcisi Egitimi Elginkan Vakfi 2017
Antraks Hastaliginda Teshis Etlik Veteriner Arastirma ve Kontrol 2018
Enstitiisii/ Bakteriyoloji laboratuvari
Biyogiivenlik ve Biyorisk Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisti 2018
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Arastirma Etigi Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii 2019
Proje Cesitleri ve Hazirlama Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii 2019
Teknikleri
Deney Hayvanlar1 Kullanim Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii 2019
Sertifika Programi
Sunu ve Sunum TekniKkleri Uluslararas1 Tarimsal Egitim Merkezi 2019

Yer Aldig: veya Yiiriittiigii Projeler

Ege Bolgesinde Ruminant Abortuslarinda
Coxiella burnetii ve Chlamydophila abortus Sikhgmn / Yiiritiicli, tamamlandi

Arastirillmasi

TAGEM , Ulkesel Antibiyotik Diren¢ Projesi / Yardimci arastiric

TAGEM , Ulkesel Brucella Projesi / Yardimci arastirici

TAGEM-Ozel Sektor Isbirligi , Koyun ve kegilerin Kazeoz

Lenfadenitis (Pseudotuberculosis)

enfeksiyonlarina karsi kombine as1 hazirlanmasi

/ Yardimci Arastirict




	3. kabul ve onay
	202006171356_0001
	eylem şen yüksel 16 06 20  tez final final
	eylem şen yüksel 15 06 20 final+
	13 06 20 eylem şen tez
	13 06 20 EYLEM
	13 06 20 EYLEM
	1.dis kapaklar
	2. ic kapaklar
	4.etik kurallara uygunluk beyanı

	Boş Sayfa
	Boş Sayfa
	Boş Sayfa
	Boş Sayfa



	TEZ eylem şen yüksel plus




