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OZET

MARMARA BOLGESI RUMINANT ABORTLARINDA
COXIELLA BURNETII’NIN REAL-TIME PCR iLE TESHISi

VE MLVA iLE MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Sayl, O. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji
Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2022.

Amag: Marmara Bolgesindeki ruminant tiirlerinde C.burnetii  varliginin  daha iyi
degerlendirilmesi ve elde edilen MLV A profillerinin inaktif veri tabanlar ile karsilastirilmas,

elde edilen verilerle enfeksiyonlardan sorumlu suglarin genotiplendirilmesi amaglanmaistir.

Gerec¢ ve Yontem: Tez calismasinda, 2017-2019 yillar1 toplanan 32 sigir, 4 manda, 64 koyun,
8 keci olmak lizere toplam 108 adet evcil ruminantlara ait aborte fetlis ve plasentala érnekleri
materyali olugturmaktadir. Numunelerin analizlerinde DNA ekstraksiyonu, Real Time PCR,

Nested PCR ve MLVA yontemleri kullanilmigtir.

Bulgular: Sunulan tez ¢alismasinda toplam 108 adet aborte fetiis ve plasenta 6rnegi analiz
edilmistir. Numunelerin alindig1 hayvan tiirleri incelendiginde koyun ornekleri tiim incelenen
numunelerinin %59,2 (64/108)’sini olusturmustur. Real Time PCR ile DNA’s1 tespit edilen
tirler; koyun numunlerinde %20,3 (13/64), sigir numunelerinde %9,4 (3/32), keg¢i
numunelerinde %25 (2/8) oraninda oldugu belirlenmistir. Manda numunelerinden herhangi
bir pozitiflik tespit edilmemistirr. MLVA analizleri sonrasinda tespit edilen C.burnetii

suslariin Diinya literatiirleriyle karsilastirilmasi sonrast yakinlik durumlari kayit edilmistir.

Sonu¢: Marmara Bélgesinde yer alan 12 Ilden toplanan 108 adet evcil ruminantlara ait aborte
fetiis ve plasenta orneklerinde C.burnetii varliginin tespiti ve MLVA yontemiyle pozitif
DNA’ya sahip numunlerin diger Coxiella burnetii suslariyla olan iliskilerinin arastirildigi bu
tez calismasinda; hem Real Time hem de Nested PCR yontemleriyle 18’er adet paralel
C.burnetii DNA’s1 saptanmistir. 16 pozitifligin MLVA yontemiyle ¢alisilmasi sonucunda

yakin iliskisi bulunan suslar kayit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Coxiella burnetii, MLVA, Nested PCR, Real Time PCR, Ruminant



ABSTRACT

DIAGNOSIS OF COXIELLA BURNETII IN RUMINANT ABORTIES
IN MARMARA REGION WITH REAL-TIME PCR

AND MOLECULAR CHARACTERIZATION WITH MLVA

Sayi O. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Microbiology
Program (Veterinary), Doctorate (PhD) Thesis, Aydin, 2022.

Objective: It was aimed to better evaluate the presence of C.burnetii in ruminant species in
the Marmara Region, to compare the obtained MLVA profiles with inactive databases, and to

genotype the strains responsible for infections with the data obtained.

Material and Methods: In the thesis study, aborted fetus and placental samples of a total of
108 domestic ruminants, including 32 cattle, 4 buffaloes, 64 sheep, 8 goats, collected between
2017-2019, constitute the material. DNA extraction, Real Time PCR, Nested PCR and MLVA
methods were used in the analysis of the samples.

Results: In the presented thesis, a total of 108 aborted fetus and placenta samples were
analyzed. Species whose DNA was detected by Real Time PCR; It was determined that it was
20.3% (13/64) in sheep samples, 9.4% (3/32) in cattle samples, 25% (2/8) in goat samples. No
positivity was detected from the buffalo samples. After the comparison of the C.burnetii
strains detected after MLVA analyzes with the xumma Xummasinin, their proximity status

was recorded.

Conclusion: In this thesis study, the determination of the presence of C.burnetii in aborted
xumma and placenta samples of 108 domestic ruminants collected from 12 provinces in the
Marmara Region and the relationships of samples with positive DNA with other Coxiella
burnetii strains by MLVA method; 18 parallel C.burnetii DNAs were detected by both Real
Time and Nested PCR methods. As a result of studying 16 positivity with MLVA method,

strains with close relationship were recorded.

Keywords: Coxiella burnetii, MLVA, Nested PCR, Real Time PCR, Ruminant



1.  GIRIS

Q hummasi hastaligina neden olan Coxiella burnetii, diinya ¢apinda ciftlik hayvanlari
arasinda yaygin olan, oldukc¢a bulasici bir etkendir. Bu organizma, insanlarin yani sira bir¢ok
hayvan tiiriinii de enfekte etmektedir. Evcil ruminantlar, C. burnetii’nin birincil hayvan
rezervuaridir, ancak enfeksiyonlar kemirgenlerde, kuslarda ve eklembacaklilarda da 6zellikle
kenelerde bulunur (Babudieri, 1959). Ruminantlara ek olarak, kediler ve kopekler de
organizmay1 yayabilir ve insanlari enfekte edebilir (Marrie ve digerleri, 1988). Enfekte koyun
ve kecilerde ana semptom, gebeligin son donemlerinde sekillenen abortlardir. Enfekte
hayvanlar, organizmayr digki, siit ve cogunlukla plasenta zarlar1 ve dogum sivilariyla
sacabilirler (Maurin ve Raoult, 1999; Arricau-Bouvery ve digerleri, 2003). Plasental
membranlar, 1 gr doku basma 10° enfektif dozda C. burnetii igerebilir (Babudieri, 1959).
Dogum sirasinda, enfekte kiiclik ruminantlarin dogum materyallerinde milyarlarca bakteri
salgilanir; sonrasinda, kuruduktan sonra bakteriler kolayca aerosol haline gelebilir ve

inhalasyon yoluyla insanlar1 ve hayvanlari enfekte edebilir (Maurin ve Raoult, 1999).

Q hummasi ilk olarak 1933’te Avustralya’nin Brisbane kentinde mezbaha isgilerinde
ategli bir hastalik olarak tanimlanmistir (Derrick, 1937). Sonrasinda Maurin ve Raoult
tarafindan Rickettsia burneti olarak adlandirilmistir (Maurin ve Raoult, 1999), oncesinde
C.burneti olarak yeniden adlandirilsa da son olarak giiniimiizde de gegerli olan adiyla C.
burnetii olarak kalmigtir (Philip, 1948). C. burnetii’'nin varligi Yeni Zelanda hari¢ tim
diinyada tanimlanmistir. Giliniimiizde Q hummasi, bir¢ok lilkede ortaya ¢ikan endemik,
genellikle mesleki bir hastaliktir, ancak ayni zamanda ¢ok sayida meslek disi; hayvanlarla,
mezbahanelerle ya da laboratuvarlarla iliskili kisiyi etkileyen kirsal salginlarla birlikte kendini

gostermistir (Vellema ve Van den Brom, 2014).

C. burnetii, insanlar1 ve gesitli hayvan tiirlerini etkileyebilir. Hastalik etkeni, oldukg¢a
ozmotik direncgli, gram negatif ve zorunlu hiicre i¢i bir bakteridir. Coxiella cinsi, gen dizi
analizine dayali olarak, Legionellales, Coxiellaceae familyasi, Rickettsiella ve Aquicella ile
birlikte siralanir (Seshadri ve digerleri, 2003). Coxiella burnetii, viriilent faz I ve avirulent faz
II’de bulunabilir. Bu fazlar arasindaki antijenik varyasyon, piiriizsiizden piiriizli
lipopolisakkarit (LPS)’ye gecise dayanir. C. burnetii’nin faz I’deki piirtizsiiz LPS’si, etkili bir
bagisiklik tepkisini bozarak, faz I bakterisine konakta yasama ve cogalma firsat1 verir. Bu

nedenle, faz I’de C. burnetii olduk¢a bulasicidir. Daha az virillent form olan faz II,

1



konakgidan hala izole edilmemistir (Babudieri, 1959), ancak hiicre kiiltiirlerinde veya tavuk

yumurtalarinda kiiltiirlendikten sonra izole edilebilir (Arricau-Bouvery ve Rodolakis, 2005).

Morfolojik olarak organizmanin ii¢ farkli formu ayirt edilebilir: biiylik hiicreli
varyantlar (LCV), kiigiik hiicreli varyantlar (SCV) ve kiiciik yogun hiicreler (SDC). Bu
formlar, morfolojik, antijenik bilesim ve fiziksel ve kimyasal diren¢ ag¢isindan farklilik
gosterir (Heinzen ve digerleri, 1999). Etken bir okaryotik konak hiicreye girdikten sonra,
fagozomda bulunan faz I kii¢iik hiicreli varyantlar, biiyiik hiicreli varyantlara transfer olur.
Bakterinin bu biiyiik hiicreli varyantlar1 ¢ogalir ve varligmm strdiriir. Kiigiik hiicreli
varyantlar ve kii¢iik yogun hiicreler, hiicre tarafindan salinir. Konaktaki kalic1 formlar olarak
kabul edilirler ve organizmanin ¢evredeki direngli tezahiirleri olduklarina dair kanitlar vardir

(Arricau-Bouvery ve Rodolakis, 2005).

Coxiella burnetii i¢in kiiltiirde izolasyon siireci zahmetli olsa da, biiyiikk miktarlarda
bulasict materyalden {iretilebilir. Aerosol haline getirilmis bir biyolojik silah olarak
kullanildiginda, ajan yiiksek 6liim oranina neden olmayabilir, ancak akut sakatlik hastaligina
neden olabilir. Ge¢ seyrinde, Q hummasi 6liimciil (6rn., endokardit) veya zayiflatict (6rn.,
kronik yorgunluk sendromu) bozukluklarla komplike hale gelebilir. Q 2ummasinin tanisi,
spesifik olmayan ve degisken prezentasyonlar nedeniyle gecikebilir. Hastaligin insanlarda
akut formu icin etkili antibiyotik tedavisi mevcuttur, ancak kronik komplikasyonlar i¢in
degildir. Biyoterorizm durumunda se¢ilmis bireylerde asilama ve kemoprofilaksi

kullanilabilir. (Madariaga ve digerleri, 2003).

Bu calismanin amaci Edirne, Tekirdag, Kirklareli, Canakkale, Istanbul, Kocaeli,
Yalova, Diizce, Balikesir, Bilecik ve Sakarya Illerinde toplanan ruminant abort
materyallerinde Coxiella burnetii varliginin degerlendirilmesi amaciyla prevelansinin
belirlenmesi ve elde edilen DNA’larda dizinlerinin MLV A analiziyle profillerinin inaktif veri
tabanlar1 ile karsilagtirllmasi, elde edilen verilerle enfeksiyonlardan sorumlu suslarin

genotiplendirilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihge

Coxiella burnetii, patojenik, hiicre i¢i, gram negatif karakterli bir bakteridir. Q hummasi
hastaligina neden olan etkendir. “Q”, “query” yani “siipheli”” anlamina gelir ve simdiye kadar
bu hastaligin ilk salgminin gozlemlendigi Avustralya’nin Brisbane’de uzun siiredir teshis
edilmektedir. Bu atesli hastalik salgin1 1935°te Brisbane’de bir mezbahada galisan dokuz
hastada gozlenmistir. Edward Derrick, deney hayvani olarak kullandigi gine piglere (kobay
ailesi) hastalardan aldig1 kani enjekte ederek Q hummasi hastaligini gine piglere aktarmis ve
zonooz oldugunu kanitlamigtir. Fakat etkeni izole edip, bulasici ajan1 gdrsellestirme
girigimleri basarisiz olmustur (Derrick 1937). Enfekte kobay dokusunu deney hayvanlarinda
karakteristik atesli reaksiyonu olusturan Mavis Freeman ve Frank Macfarlane Burnet’e
gondermistir. ikili tarafindan ajanmn “zorla filtrelenebilir’ oldugunu ve enfekte olmus dalak
dokusunun yayma preparatlarinda “riketsiya dogas1” gibi goriinen organizmalar ig¢erdigini
gozlemlemislerdir. Ayrica, Q hummasi hastaligindan iyilesen hastalarin Sserumuyla
karistirildiginda, enfekte kobaylardan berraklastirilmis doku siispansiyonlarinin agliitine
oldugunu gozlemlemis, ancak ayni silispansiyonlarin tifiis riketsiyas1 olan hastalardan alinan
serumlarla reaksiyona sokuldugunda agliitine olmadigin1 goézlemlemislerdir (Burnet ve
Freeman, 1937). Etkenin riketsiyalara benzerliginden dolayr Burnet, ajanina “Rickettsia

burnetii”” adin1 vermistir (Davis ve Cox, 1938).

ABD, Montana, Hamilton’da neredeyse ayni zamanlarda, Rocky Daglarimim ekolojisi
lizerine yapilan saha tarama calismalarinda bilinmeyen bir ajan kesfedildi. Montana, Nine
Mile’da toplanan ve gine pig kobaylarindan beslenen Dermacentor andersoni kenelerinden
Rocky Mountain benekli hummasini taklit etmeyen atesli bir hastalik sunumu yapilmaistir.
Sunumda bu Nine Mile ajaninin, kobaylarda seri olarak pasajlanabildigi, filtrelenebildildigi ve
aksenik kiiltiirde tremedigi gosterilmistir, bu bilgiler 1s18inda ajanin tipki  Francisella
tularensis etkeninde oldugu gibi “gergek” bir bakteri olup olmadigi konusunda tartismalara
neden olmustur. Etken, Davis ve Cox’a gore hem bakteriyel hem de viral 6zelliklere sahiptir

(Davis ve Cox, 1938).



Nine Mile ve Q hummasi etkenleri arasinda baglanti Nine Mile ajaninin laboratuvarda
olusturulan deneysel enjeksiyon sayesinde rastlanti eseri kesfedilmistir. Hasta, Q hummasina
oldukg¢a benzeyen belirti ve semptomlar sergilemis (Dyer, 1938) ve sonraki cross protection
caligmalari, Q hummasi ve Nine Mile etkenlerinin biiyiik olasilikla ayn1 patojen oldugunu
dogrulamistir (Dyer, 1939). Organizma tam olarak tipik bir riketsiya gibi davranmadigindan,
etken, sirastyla Cox ve Burnet onuruna Rickettsiaceae familyasinda “Coxiella” cinsi ve
“burnetii” tiirlinde yeni bir cinse yerlestirildi ve “Coxiella burnetii” ismi verildi (Maurin ve
Raoult, 1999). C. burnetii’nin kesfinin erken tarihi ve ge¢mis kilometre taslari, McDade
(1990) tarafindan ayrintili olarak anlatilmistir. C. burnetii, molekiiler taksonomi ¢aligmalari,
filogenetik olarak bu diizenin iiyeleriyle daha yakindan iligkili oldugunu gosterdikten sonra

Legionellales takimina taginmistir.

Etkenin Avrupa’da goriilmesi 1941°de Alman Birliklerinin Yunanistan sinirlarina
girdigi zamanlarda uyumak i¢in samanlarda yatmasina dayanmaktadir. O siralarda Alman
askerlerinde atipik pndmoni seklinde patlak veren salgina ilk baslarda Balkan Gribi dense de
C.burnetii’nin neden oldugu tespit edilmis, 1980’lere kadar da lokal ve sporadik seklinde
seyir gostermistir. ABD, 1942°’de Fort Detrick’te baslayan saldirgan biyolojik programi
sirasinda silah olarak kullanilabilecek ajanlar arasinda Q hummasii siralamistir. 1954°te,
ABD’ye silahlanmadan hizmet etmek isteyen Yedinci Giin Adventist Kilisesi’nin goniilli
tiyeleri, Beyaz Onliik Projesi adi verilen proje sirasinda C burnetii'nin aerosollerine maruz
kalmuslardir (Christopher ve digerleri, 1997). ikinci Diinya Savasi'ndan énce Rusya’nm Q
hummasini biyolojik bir silah olarak trettigi bildirilmistir (Alibek, 1999: 29-38). 1987°de
Oxfordshire, Ingiltere’de tanimlanan bir Q hummasi salgini postacilar etkiledi. Posta iscileri
de 2001 yilinda ABD’de sarbon biyoterdrist saldirilarinin kurbani oldular. Oxfordshire’daki
salgin biyoterdrizmle ilgili degildi. Kaynak hi¢bir zaman bulunamamasina ragmen, kirsal
alanlardan toplanan postalarin C burnetii ile kirlenmis materyali postaneye getirdigi one
stiriildii (Winner ve digerleri, 1987). Hastalik salginlar1 degerlendirildiginde 1999-2004 yillar1
arasinda insan, ciftlik hayvanlari, yabani hayvanlar ve pet hayvanlarina ait 12 farkl: tilkede,

toplam 18 salginin oldugu bildirilmektedir (Angelakis ve Raoult, 2010).

Coxiella burnetii’nin iilkemizde gozlendigi ilk bulgu 1946’da Balkanlardan ihrag edilen
hayvanlardan alinan kan serumlarinda bulunan antikor varligidir. 127 adet keginin 12
adedinde antikor pozitifligi bildirilmistir. ilk salgin ise 1948’de Aksaray Ozancik Kdyiinde
koyun yiinlerinde bulastig1 diisiiniilen aeresollerin solunmasi sonucunda oldugu bildirilmistir.

1947 ile 2002 yillar1 arasinda Coxiella burnetii salgini rapor edilmemis ancak analizlere



devam edilmistir. 2002°de Tokat ve g¢evresinde toplamda 15 vakada Q hummasi teshisi
konulmustur (Kilig ve Celebi, 2008). Berberoglu ve digerleri (2004)’nin yaptig1 bir
calismada; saglikli hayvanlarda yaptiklar ¢alismada Antalya’da % 13,2, Diyarbakir’da % 6
ve Samsun’da ise % 1,8 oraninda seropozitiflik saptamislardi. Dogu Anadolu’da 8 farkli
bolgede yaptiklari calismalarinda sigirlarda % 5,8, koyunlarda ise % 10,5 oraninda pozitiflik
saptamiglardir (Cetinkaya ve digerleri, 2010). Aymi calismada c¢iftcilerde ve mezbaha
is¢ilerinden alinan kan serumlarinda % 12 oraninda seropozitiflik gdzlenmis ve seropozitif

olan g¢iftgilerin tamaminin seropozitif hayvanlari oldugu gozlenmistir.

2.2. Bakteri Ozellikleri

16S rRNA kodlayan gen dizisine dayali olarak, Coxiella burneti, Rickettsiales
takimindan Proteobacteria filumuna, simif Proteobacteria, Legionellales takimina,
Coxiellaceae familyasina yeniden siniflandirilmistir (Waag ve Thompson, 2005). C. burnetii
genomik olarak %42.2 guanozin ve sitozin igerigine sahiptir ve bu, Rickettsiales takimindan
(~%29 G+C) ¢ok Legionallales takiminin iiyelerine yakindir. C. burnetii suslarinin genom
boyutunun baslangicta diisiik ¢oziiniirliiklii darbeli jel elektroforezi temelinde ~1.5 ila 2.4 Mb
arasinda oldugu tahmin ediliyordu (Willems ve digerleri., 1998), ancak genom dizilimi simdi
~2.0 ila 2.2 Mb araligim1 gostermektedir. Coxiella genomu, hemen hemen tiim diger tibbi
acidan onemli cins gruplarindan daha fazla temel proteini (ortalama pl 8,25) kodlamaktadir

(Waag ve Thompson, 2005).

Bakteri kii¢iikk bir Gram-negatif, pleomorfik, flagellasiz, 0.2-0.4um x 0.4-1.0pm
biiyiikliigiinde, kapsiilsiiz, hareketsiz, kokobasil sekline sahiptir. Zorunlu hiicre i¢i ve yliksek
ozmotik dirence sahiptir. Ayrica Amerikan Savunma Dairesi Hastalik Kontrol ve Korunma
Merkezleri CDC’nin yayinladig listede biyoteror ajanlart siniflandirmasinda B kategorisinde
yer almaktadir. Etken UV 1sinlarina, pH 4.5 derecedeki asit yogunluguna, 300 000 kPa
giiciindeki basinca kars1 fiziksel dirence sahiptir. 72°C’de 40 sn pastorizasyon protokoliinde
canliligint yitirir. Kuru tozda 120 giin, taze siitte buzdolab:r 1sisnda 40 ay, yiinde 12 ay,
sogukta bekletilen ette 1 ay, idrarla konamine alanlarda 49 giine kadar canliligini ve
infektivitesini koruyabilmektedirler (Health ve Journal, 2010). Faz I ve faz II olmak iizere iki
fazli bir gelisim dongiisii iceren morfolojik olarak farkli iki hiicre tipi lretir. Faz I viriilens

formu iken faz II formu ise daha az viriilense sahiptir ve in vitro ortamlarda bu forma



dondisiirler. Kiiciik hiicreli varyantinin, karakteristik yogunlastirilmis kromatini ile, kuruma ve
1s1 gibi gevresel stres faktorlerine karsi gelistirilmis direnci olan hiicre dis1 hayatta kalma
formu oldugu diisiiniilmektedir. Kii¢iik hiicre varyant1 konakg¢iyi istila ettiginde, metabolik ve
boliinme acisindan aktif olan biiyiik bir hiicre varyantina doniisiir. Biiyiik hiicrenin kii¢lik
hiicre varyantina farklilagsmasi, organizmanin biiylime dongiisiiniin duragan fazi sirasinda
meydana gelir ve ylizey proteinlerindeki degisiklikleri igerir. Ancak yiizey proteinlerindeki
lipopolisakaritteki (LPS) degisiklikler su ana kadar ¢alisilmamistir. Biiylik hiicreli varyantin
baslangicta kiigiik hiicreli varyantin onclisii olarak hizmet eden bir endospor {iretmesi

onglirilmistiir (Waag, 2007).

Hastalikta konak c¢esitliligi oldukg¢a yiiksek olup insanlar, ruminantlar, kopek, kedi,
kanatllar, siiriingenler ve eklembacaklilar1 konaklari arasmnda bulunmaktadir. Insan ve
hayvanlara, C. burnetii’nin bulasmasi birgok kaynak ile olabilmektedir. Hastaliga bagli abort
yapmis hayvanlarin 6zellikle plasentalari olmak iizere aborte fetiis, dogum akintilar siit,
vaginal akinti, diski ve idrar gibi cesitli yollar ile bakteri konak dis1 ortama sagilmaktadir.
Insanlar igin bulas kaynaklar1 genel olarak hayvancilikla ugrasanlar icin enfekte hayvanlarin
atik materyalalerine temas, hayvancilikla ugrasmayan kisilere ise pastorize edilmemis siit ve
stit trtinleridir. C. burnetii kenelerle ve insektlerle de insan ve hayvanlara bulagsmaktadir.
Sigir, koyun ve keciler insanlara bulasmada rezervuar olarak kabul edilmektedir. Kontamine
olmus cevre ortamindaki toz ile bakterinin olusturdugu partikiiller riizgar ile bakterinin farkli
bolgelere yayilmasia neden oldugu gibi bulagma kaynagi olarak kabul edilmektedir. Enfekte

insanlardan saglikli insanlara bulasma nadirdir (Ozbey ve digerleri, 2009).

2.3. Epidemiyoloji

Zoonotik patojen olan Coxiella burnetii’nin yol agtigi enfeksiyon, Yeni Zelanda
istisnast disinda diinya ¢apindadir (Maurin ve Raoult, 1999). C. burnetii 'nin ruminantlarla
giiclii bir iligkisi vardir ve bu hayvanlar ve iriinleri ile temas, insanlarin Q hummasi
patojenine maruz kalmasinin birincil yoludur. (Raoult ve digerleri, 2005). Bununla birlikte,
dogal rezervuarlarin aralig1 genistir. Hem vahsi hem de evcil memelileri, kuslar1 ve keneler

gibi eklembacaklilar1 i¢erir (Maurin ve Raoult 1999).

Enfekte keneler, C. burnetii enfeksiyonunun dogal dongiisiiniin devam etmesinde

onemli role sahiptirler. Endemik bir bolgede duyarli bir konak¢iyr parazitleyen her kene



tirtiniin C. burnetii’yi sagmasi muhtemeldir. 40’dan fazla kene tiirli Q-Fever etkenini sagilimi
hem vertikal olarak yani transtadiyal veya transovarial olarak nesillerine hem de horizantal
olarak yani 1sirik veya digki yoluyla yabani omurgalilara ve yabani kuglara iletebilir. C.
burnetii’nin en sik vektorii olan kene tiirleri, Ixodes, Rhipicephalus, Amblyomma ve

Dermacentor cinslerine aittir (Parola ve Raoult, 2001).

Cogu hayvanda, C. burnetii hastaliga neden olmaz. Koyun ve kegiler haricinde, disi
iireme sisteminde mikroorganizmanin biiyiik 6l¢lide ¢ogalmasi ge¢ donem abortlarina neden
olmaktadir. Memeliler bakterileri idrar, digki, siit ve plasenta ve amniyotik sivi gibi dogum
tiriinleri yoluyla sagarlar. Cevrede yillarca canli kaldig1 yerde hava akimlar tarafindan genis

capta dagilabilir. (Tissot-Dupont ve digerleri, 2004).
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Resim 1. COX|eIIa burnetu bulas dongiisii.

Enfeksiyon insanlara oncelikle kontamine toz veya aerosollerin solunmasi yoluyla
bulasir. C. burnetii nin enfekte koyun veya ineklerden pastérize edilmemis siit {irlinlerinin

tilketimi yoluyla bulagmasi gergeklesir ancak aerosol bulagsmasindan daha az etkilidir. Ek



olarak, keneler, belirtilen rezervuarlara ragmen, hastaligi insanlara onemli bir sekilde
yonlendirmezler. C. burnetii enfeksiyonu, ¢iftlik hayvanlarinin atiklar1 ve dogum iriinleri ile
veya c¢evresinde calisan kisiler i¢in mesleki bir tehlike olarak kabul edilmektedir ve ciftgiler,
veteriner hekimler, hayvanat bahgesi ve mezbaha calisanlarini igerebilir (Rodolakis, 2009).
Oksitetrasiklin tedavisi sonrasi ticari bir siit¢li koyun siirlisinde diskilama kinetigi,
bakterilerin dogumdan sonra 5 ay siireyle diskiyla, 3 ay siireyle vajinal akintilarla ve 4 ay
siireyle siitle atildigin1 gostermistir. Bu veriler tedavinin bakterinin atilimini engellemedigini
veya bakteriyel atilim siiresini sinirlamadigini diigiindiirmektedir (Astobiza ve digerleri,

2010).

Amerika Birlesik Devletleri’nde C. burnetii’nin ¢evrede yaygin olarak dagildig
gdsterilmistir. Ornegin, gesitli yerlerden (6r., mandiralar, bakkallar) alinan rneklerin %28,
calismay1 tamamlayan, ABD’de Q 8ummasimin genel seroprevalansinin %3.1 oldugunu
gosteren yeni bir sero-ankettir. Prevalans erkeklerde kadinlara gore daha yiiksektir (sirasiyla
%3,8 ve %2,5), antikor pozitifligi yasla birlikte artar. Toplu olarak, bu veriler ABD’de
insanlarin C. burnetii’ye maruz kalmasinin, bildirilen Q hummasi vakalarinin sayisindan gok
daha yaygin oldugunu gostermektedir. Bildirilmeyen subklinik veya asemptomatik
enfeksiyonlar muhtemelen yiiksek seroprevalans oranlarina 6nemli katkida bulunur (Kersh ve
digerleri, 2010). Danimarka’da, siit ciftliklerinde mesleki temaslarla ilgili yakin zamanda
yapilan bir sero-anket, 359 kisiden 39’unun seropozitif oldugunu gdstermistir ve ankete
katilan veteriner hekimler %36 ile en yiiksek pozitiflik oranina sahiptir (Bosnjak ve ark.
2010). Veteriner hekimligi ile iligkili mesleki bir risk olarak Q hummasi, ABD veteriner
hekimlerinin yiiksek seropozitiflik oran1 (yaklasik %22) ile de gosterilmektedir (Kersh ve
digerleri, 2010).

Son zamanlardaki birka¢g Q hummasi salgini, patojenin diinya ¢apinda ne kadar yaygin
oldugunu gostermektedir. Israil’de, bir okulda biiyiik bir Q hummasi salgminin nedeni olarak
klima sistemi gosterilmistir. Bu salgindan c¢ikartilan sonugta influenza benzeri hastaligin
sebepleri ve nedenleri arastirtlirken, C. burnetii enfeksiyonunun dikkate alinmasi gerektigidir
(Amitai ve digerleri, 2010). Simdiye kadar kaydedilen en biiyilk Q hummasi salgini,
hastaligin 6nceden yaygin olmadigi giiney Hollanda’da meydana geldi (Enserink, 2010).
2007°den 2009’a kadar olan 3 yillik bir siire i¢inde ii¢ bin dogrulanmis insan vakasi meydana
geldi ve sadece 2009’da alt1 6liim dahil 2.300 vaka meydana geldi. Salgin, agik¢a yiiksek
yogunluklu siit kegisi yetistiriciligi ile iligkilidir. (Amitai ve digerleri, 2010).



C. burnetii “radar” altinda tutulan bir etkendir. Izlenen etkenler kategorisinde olmasinin
nedenleri arasinda; Faz II formuyla olumsuz hava kosullarinda ya da in vitro ortamda canlilig1
siirdiirmesi, organizmanin g¢evresel kosullara direnci, aerosol iletimi ve diisiik enfeksiyoz
dozda enfeksiyon olusturmasi gosterilebilir.Ayrica C. burnetii’nin B simifi biyolojik savas
ajan1 olarak potansiyeli de radar altinda olmasinin nedenleri arasindadir. (Madariaga ve

digerleri, 2003).

2.4. Coxiella burnetii’nin Tiirkiye’de Giincel Prevelansi

2013-2014 yillarinda gergeklestirilmis olan Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel
Miidirligi TAGEM/HSGYAD/13/A07/P02/31 No’lu projede Marmara, Karadeniz, Dogu
Anadolu, I¢ Anadolu ve Akdeniz Bolgelerinde yetistirilen koyun ve kegi kan serumlari
toplanmig, Q hummast hastaliginin seroprevalansi arastirilmistir. Projede toplam 6018
kiigiikbas hayvanin kan serumunda 887 (%14,7)’sinde seropozitiflik tespit edilmistir.
Serumlar Coxiella burnetii antikorlarinin varligini test etmek i¢in Ab ELISA kit ile test
edilmiglerdir. Siirli pozitifligi % 30-60 arasinda genel dagilim gostermektedir. Proje sonuglari
asagidaki tabloda verilmistir. Koyun ve ke¢i serumlarimin Tiirkiye geneli ylizde dagilimlari

Sekil 1.’de verilmistir.

Tablo 1. Bolgelere Gore Toplu Koyun /Kegi Serum Sonuglart

Bolgeler Islenen Toplam Serum Pozitif Negatif %
Marmara 742 134 608 18
Dogu Anadolu 742 186 556 25
Karadeniz 379 70 309 18,46
Akdeniz 1712 220 1492 12,85
I¢ Anadolu 2443 277 2166 11,3

TOPLAM 6018 887 5131 14,7



Sekil 1. Koy{ln ve ke¢i serumlarinda pozitiflik ylizdelerinin Tiirkiye haritasinda dagilimlar.

Ayni projenin Sigirlardaki Q hummasi1 hastaliginin  seroprevalansi arastirilmasi
caligmasinda 22 ilden toplam 1114 serum Ab ELISA kit ile incelenmis olup 201 serumda C.
burnetii antikorlar1 yoniinden pozitiflik tespit edilmis ve 913 serum negatif bulunmustur.
fllere gére % pozitiflik oran1 2,3 ile 35,2 arasinda degismektedir. Ortalama pozitiflik oran1 %
18°dir.

.....

Sekil 2. Slglf serumlarinda pozitiflik yiizdelerinin Tiirkiye haritasinda dagilimlari.

Sigir, koyun ve keg¢i serumlarinda Ab ELISA ile C. burnetii antikorlari yoniinden
pozitifligin tarandign bu projede, Ulke genelinde sigirlarda seropozitiflik % 18 ve
koyun/kegilerde ise % 14,7 olarak tespit edilmistir.

Koyun ve keci serumlarinda bolgeler arasinda seropozitiflik oranlar1 genel olarak
birbirine yakin bulunmustur. Yine koyun ve ke¢i serumlarinda iller arasinda seropozitiflik
oraninda farkliliklar bulunmakla birlikte (% 5 alt1 ve % 30 ve {istii gibi) kiimelenme daha
cok%]10-ila 20 tespit edilmistir. Benzer durum sigir serumlarinda da gozlenmektedir.

Ulkemizde farkli metotlar kullanilarak yapilan ve yayinlanan diger arastirmalarada ise
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¢ Dogu Anadolu Boélgesinde sigirlarda %5,8-26,3, kiigiikbas hayvanlarda %10,5-28,6

e Marmara Bolgesinde Bolgesinde sigirlarda %1,1-26,3, kiigiikbas hayvanlarda %2,8-
20,0

e Ege Bolgesinde Bolgesinde sigirlarda %4,3-21,7, kiiciikbas hayvanlarda %3,0-10,0
ei¢c Anadolu Bolgesinde Bolgesinde sigirlarda %12,4-25,5, kiiciikbas hayvanlarda
%6,6-25,7

e Akdeniz Bolgesinde Bolgesinde sigirlarda 99,2, kiigiikkbas hayvanlarda %729,6
oraninda seroprevalans oldugu bildirilmektedir (Kili¢ ve Celebi, 2008).

Marmara bolgesinde (Bursa, Balikesir ve Canakkale) koyunlarda Q hummasi
seroprevalans ¢aligmasinda 42 koyun siiriisiinde 6rnek alinan koyunlarin 151 adedinin (%20)
seropozitif oldugunu tespit edilmis olup 6rnek alinan 42 siiriiniin %81 inin siirli bazinda

seropozitif oldugu ortaya konulmustur (Kennerman ve digerleri, 2010).

Konya bdlgesinde sigirlarda yapilan aragtirmada 322 adet sigirm  %12,4’iinde
seropozitiflik tespit edilmistir (Gazyagct ve digerleri, 2011). Kuzey Kibris Tiirk
Cumhuriyeti’nde si8ir, koyun ve kegilerin aborte fetiislarinin abomazum igerikleri ve
kotiledonlarinda Coxiella burnetii’nin PCR ile teshisi CB-PCR ve Trans PCR yontemleri ile
arastirillmistir.  Ydriitilen arastirmada aborte fetlislarin abomazum igeriklerinin %37
(22/59)’unda, kotiledon oOrneklerinin ise %32,2 (19/59)’unda Coxiella burnetii tespit
edilmigtir.  Teshiste kullanilan CB-PCR ve Trans-PCR yontemlerinin  birlikte
kombinasyonlarinin kullanilmasinin ve abomazum igeriklerinin 6rnek olarak daha iyi teshis

degeri tasidig1 bildirilmistir (Cantas ve digerleri, 2011).

Insanlarda yapilan calismalarda ise farkli bolgelerde farkli metotlarla yapilan
seroprevalans c¢alismalarinda pndmoni tanis1 konulan insanlarda %2-47, kalp damar hastaligi
olanlarda %11,1-56, genel popiilasyon %4,5-20,8, Veteriner Hekimlerde %7,2-30,6 oraninda
oldugu arastirmacilar tarafindan tespit edilmistir (Kilig ve Celebi, 2008). Ciftlik
hayvanlarinda hastalik genel olarak asemptomatiktir. Hastaligin temel belirtisi bazen sadece
abort, 6lii dogum veya zayif dogum seklinde goriilmektedir. Q hummasi insanlarda akut
donemde pndémoni tablosu, kronik dénemde ise kardiovaskiiler bozukluklarla karakterizedir

(Bauer ve digerleri, 2017).

Gozalan ve ark. (2010) Samsun bodlgesinde 2002 yilinda meydana gelen Q hummasi

salgin1 lizerine tesadiifi olarak 407 kisi iizerinde seroprevalans calismasi yiiriitmiistiir.
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Caligmada saglikli olan insanlarin %13,5’inde seropozitiflik tespit edilmigken seropozitifligin

en yiiksek olarak avcilarda ve mezbahane ¢alisanlarinda tespit etmislerdir.

2.5. Bakterini Yasam Dongiisii

C.burnetii’nin yasam dongiisii; ilk olarak okaryotik hiicreye spor veya kiigiik hiicreli
varyant’in invaze olmasiyla endozomun yaklasik pH 5.5’¢ kadar asitlesmesiyle baglar.
Sonrasinda enine oranla iki pargaya c¢ogalan kiiclik hiicreli varyantlar biyilik hiicreli
varyantlara dogru evrilir. pH 4.5 kadar asitlesen ortamda fagolizozomun asidifikasyonu
sonrasinda biiylik hiicreli varyant aym kiiciik hiicreli varyanttaki gibi enine oranla fiizyona
ugrar ve c¢ogalir. Kutup kisimlarinda endospor olusur ve kiigiik hiicreli varyanta dogru
farklilagir. Olusan spor ve kiiglik hiicreli varyant hiicre disina ¢ikar (Arricau-Bouvery ve
Rodolakis, 2005.)

2.5.1. Kiiciik ve Biiyiik Hiicre Varyantlar

C. burnetii, Chlamydia spp. gibi farkli hiicre varyantlarini iceren ¢ok ilgi cekici bir
yasam dongiisiine sahiptir. Enfeksiyoz partikiiller, tipik olarak ¢ubuk seklinde ve yiiksek
oranda yogunlastirilmis kromatin ile 0,2 — 0,5 pm uzunlugunda olan kii¢iik hiicre varyantlar
(SCV) olarak adlandirilir. SCV, hiicre dis1 ortamda bulunan formudur ve 1siya, kurumaya,
ozmotik soka, UV 1s181na ve cesitli kimyasal dezenfektanlara karsi oldukga direnclidir. C.
burnetii, son derece direngli olmasinin yani sira, SCV gibi metabolik olarak aktif degildir.
Baglangigta, McCaul ve Williams’in biiyiik hiicre varyantlarinda (LCV) spor benzeri bir
partikiil gozlemledikleri icin, C. burnetii’nin SCV’ye doniisen sporlar iiretebilecegi one
stiriildii. Bununla birlikte, bu parcaciklarin spor boyasi (dipikolinik asit) ile boyanamamasi bu
hipotezi desteklemez. Ve genom dizilimi, olusum igin tam bir homolog eksikligini
gostermistir. LCV’ler tipik olarak pleomorfiktir, metabolik olarak aktiftir ve 1 um’yi asabilir.
Endozom, parazitofor bir vakuole (PV) olgunlasmaya baslar ve C. burnetii, SCV’den LCV’ye
gecisi baslatir. Bu kayma, PV’nin asitlenmesine yanit olarak meydana gelir (pH 4.7-4.8).
Enfeksiyondan 8 saat sonra hem SCV hem de LCV igeren PV’ler goriintiilenebilir, ancak

enfeksiyondan 16 saat sonra PV’ler yalnizca gegisin tamamlandigini gosteren LCV igerir.
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SCV’den LCV’ye bu doniisiim, replikasyon olmadan gergeklesir ve biiylimede ilk gecikme

donemi olarak siniflandirilmigtir (Coleman ve digerleri, 2007).

Konaker hiicrelerdeki bu gecis, muhtemelen kromatin yogunlasmasinda rol oynayan
olduk¢a temel bir DNA baglayict protein olan ScvA’nin kaybiyla iliskilidir. LCV’nin
biliylimesi, enfeksiyondan 2 ila 6 glin sonra gozlenir, ardindan iki fazli yasam tarzini
tamamlayan ScvA, pozitif SCV C. burnetii’nin yeniden ortaya ¢ikmasi izlenir.Bu hiicre i¢i
morfojenezin C. burnetii’nin viriilansi i¢in gerekli oldugu ve bu nedenle, bu iki hiicre varyanti
arasinda farkli sekilde eksprese edilen proteinlerin, immiin sistemden kurtulup dahil olma gibi
potansiyel viriilans faktdrleri olabilecegi varsayilmaktadir. ilk ¢alismalar, SCV ve LCV’nin
protein profillerinin farkli oldugunu gostermistir. 2D jel elektroforezi kullanilarak yapilan
proteomik analiz, LCV’lerde SCV’lerden iki kat daha fazla miktarda bulunan 48 protein
oldugunu belirlenmistir. Bu 48 proteinden sadece 15’i MS ile karakterize edildi ve sasirtici
olmayan bir sekilde, bu proteinlerin bir kisminin hiicresel bolinme ve ribozomal
fonksiyonlarla iligkili oldugu tahmin edildi ve LCV’lerin metabolik olarak daha aktif form
olmasiyla iyi bir korelasyon. Bu g¢alismada tanimlanan varsayimsal proteinlerin islevini
belirlemek ve yeni viriilans faktorleri igerebilen diger 33 farkli sekilde eksprese edilmis
proteini karakterize etmek igin daha ileri ¢alismalar gerekecektir. SCV’lerde en az iki kat
daha fazla bulunan alti protein vardi ve bunlar, monositlerin ve makrofajlarin C. burnetii
istilasindan Once dogustan gelen gozetimin bagisikliktan kagmasina dahil olan faktorleri
icerebilir. Sonug¢ olarak, C. burnetii’nin bifazik yasam tarzi, ortamda konak makrofajlarinin
istilas1 iizerine enfektif forma doniisen stabil bir form sagladigi i¢in agik¢a bir viriilans

mekanizmasi olarak kabul edilebilir (Coleman ve digerleri, 2007)

C. burnetii iceren endozomlar, konak hiicreye dahil edildikten sonra, lizozomal
ozelliklere sahip bir parazitofor vakuole (PV) evrilmek {izere bir dizi olgunlasma asamasindan
gecer. Tipik olarak fagositoz yoluyla hiicreye aktarilan bakteriler fagolizozomda 6ldiirtiliir ve
pargalanir. C. burnetii, bu zorlu ortamda hayatta kalma ve g¢ogalma yetenegi agisindan
benzersizdir. Normal fagozomal olgunlagsma, fiizyon ve fisyon olaylariyla sirayla farkl

proteinler elde eden bir dizi artan asidik fagozom yoluyla ilerler (Heinzen ve digerleri, 1999).

Parazitofor vakuole olgunlagsma, C. burnetii tarafindan protein sentezi ile iliskilidir ve
biiyiik replikatif vakuole gecis i¢in ~24-48 saat gerekir. Formalinle sabitlenmis ve metabolik
olarak aktif C. burnetii’nin her ikisi de lizozomal enzim asit fosfataz iceren PV bolmelerinde
bulunur, ancak sentezlenme kinetigi farklidir. Metabolik olarak aktif C. burnetii igeren PV,

asit fosfataz alim1 ~2 saate kadar geciktirilebileceginden olgunlagmasi durdurulur. Bu, C.
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burnetii’nin bu bdlmeyi aktif olarak degistirdigini ve fagositozdan sonra meydana gelen
olaylarda sadece pasif bir seyirci olmadigini gostermektedir. Bu olaylara aracilik eden
mekanizmalar agik¢a viriilans mekanizmalarinin 6rnekleridir, ancak spesifik proteinler heniiz
tanimlanmaya baslamaktadir. Ornegin, Howe ve arkadaslarinin yakin tarihli bir ¢alismasinda,
tip IV salgilama aparatinin hiicre igi replikasyon i¢in gerekli oldugunu gostermistir, bu da
efektorlerin  PV’nin membranindan salgilanmasinin, C. burnetii’nin olgunlasmasi ve
replikasyonu i¢in gerekli oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica, bu bélme yiliksek derecede
flizojenik oldugu ve hem endositik hem de fagositik yollar ile etkilesime girdigi icin statik
degildir. ilging bir sekilde, yeni veriler PV’nin ER ile etkilesime girdigini gdsteriyor; PV,
erken salg1 yolundan tiiretilen vezikiillerin baglanmasina izin verebilen Rab1b ile siislenmisti.
ER ile etkilesim, C. burnetii replikasyonu igin gerekli olan biiyiik PV’yi {iretmek igin bir zar
kaynag1 saglayabilir, bu da bu boliimiin statik olmadig: fikrini destekler. PV zari, lizozom
benzeri bir bolme i¢in alisilmadik olan Kolesterol agisindan zengindir. Ayrica, C. burnetii
enfeksiyonu, biiyiimenin orta-log fazi sirasinda kolesterol iiretiminde yer alan genlerin
ekspresyonunda bir yukari regiilasyona neden olur, bu noktada PV, dahili konak hiicre

hacminin ¢ogunu kaplar (Howe ve Heinzen, 2006; Coleman ve digerleri, 2004).

C. burnetii, yalnizca 16S rRNA gen dizilimi ile incelendiginde énemli 6lgiide genetik
homojenlik gosterir. Bununla birlikte, kisitlama pargasi-uzunluk polimorfizmi (RFLP) ve
mikrodizi biitlin genom karsilagtirmalari, izolatlar arasindaki genetik cesitliligi gosteren,
sirasiyla bantlama ve hibridizasyon modellerinde 6nemli heterojenligi ortaya koymaktadir.
Otuz iki izolat alti farkli genomik gruba (I’den VI’ya) siniflandirilmistir. I, 11 ve II’iinci
genomik gruplarin i¢indeki insan izolatlar1 akut evredeki hastalardan tiiretilmisken, genomik
grup IV ve V i¢indeki insan izolatlar1 kronik evredeki hastalardan elde edilmistir. Genomik
grup VI’daki organizmalar, Utah, Dugway yakinlarindaki kemirgenlerden izole edildi. Cogu
izolat, QpH1, QpRS, QpDV ve QpDG olarak adlandirilan, otonom olarak replike olan dort
plazmitten birini barindirir. Bu plazmitlerin boyutu 32 ila 42 kb arasinda degisir ve benzersiz
bolgelerle birlikte ortak bir 25 kb “cekirdek™ bolgesini paylasir. Plazmit icermeyen suslar,

kromozomlarina entegre edilmis plazmit dizileri icerir. (Cohen, Lajhtha, ve digerleri, 2012).

C. burnetii’nin genetik c¢esitliligi, antijenik ve yapisal olarak benzersiz LPS
molekiillerinin mevcudiyeti ile ayrica kanitlanir. Spesifik genomik gruplarla iliskili ti¢ farkl
LPS kemotipi tanimlanmistir. LPS kemotipi ile virlilans potansiyeli arasinda potansiyel bir
baglant1 diisliniilmistiir. Dogal kaynaklardan ve enfeksiyonlardan izole edilen virulent, C.

burnetii’nin tiimii, serolojik olarak “faz I” olarak tanimlanan tam uzunlukta bir LPS veya
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konakgis1 i¢in viriilan olan piiriizsiiz varyant {iretir. Embriyonlu yumurtalarda veya doku
kiiltirinde faz I, C. burnetii’nin seri in vitro gecisi, azalan molekiiler agirliklara ve farkli
bilesen seker bilesimlerine sahip LPS molekiilleri ile sonug¢lanir, bu da aviriilent “faz 11”
organizmalarin veya kaba tipte kesik LPS ile sonuglanir. Faz I LPS, faz I LPS ninkine 6zdes
bir lipid A igerir ve bazi ¢ekirdek sekerlere sahiptir (Cohen, Lajhtha, ve digerleri, 2012).
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Sekil 3. Okaryotik hiicrede C.burnetii’nin varsayilan gelisimsel déngiisiiniin modeli (Arricau-
Bouvery N ve digerleri 2005). (1) Sporun veya SCV’nin 6karyotik hiicreye girisi ve fagozomun
endozomunun (yaklasik pH 5.5) asitlenmesi. (2) Kii¢iik hiicreli varyantlarin (SCV) gapraz ikili fisyon
ve biiyiik hiicreli varyantlara (LCV) farklilagma yoluyla ¢ogaltilmasi. (3) Endozomun lizozomla
fiizyonu, fagolizozomun asitlestirilmesi (yaklasik pH 4.5). (4) LCV’nin enine ikili fisyon, LCV’nin
SCV’ye farklilagsmasi ve LCV’de polar endospor gelisimi ile ¢arpimu. (5) Sporun ve SCV’nin hiicre
disina salinmas.

2.6. C. burnetii izolatlarmin Cesitleri

C. burnetii suglarinin ayrimi, geleneksel serolojik yontemler izolatlar arasinda ayrim
yapamadig1 i¢in baslangigta zor olarak kabul ediliyordu. LPS bantlama modellerindeki veya
plazmit tipi belirlemedeki farkliliklara dayali olarak izolatlari ayirt etmeye yonelik ilave
girisimler ise smurliydi. Bu nedenle, C. burnetii suslari, izolasyon kaynaklari, cografi
kokenleri ve klinik belirtileri ile tanimlanmistir. Bununla birlikte, C. burnetii’nin son derece
genis konakg¢1 yelpazesi ve insanlarda neden oldugu genis hastalik spektrumu, izolatlarin
farklilasmasini hem epidemiyoloji hem de teshis i¢in son derece 6nemli kilmaktadir. Yakin
zamana kadar C. burnetii’nin aksenik besiyerinde yetistirilememesi, bu bakterinin neden
oldugu enfeksiyonlarin teshisini zorlastirmis ve tek bir farklilasma semasina uymayi

zorlastirmigtir (Omsland ve digerleri, 2009).
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DNA hibridizasyonu, C. burnetii izolatlar1 arasinda diisiik derecede genetik heterojenlik
gosterir.Bununla birlikte, 32 C. burnetii susundan izole edilen DNA’nin restriksiyon fragman
uzunluk polimorfizmi (RFLP), izolatlarin DNA parmak izi temelli alt1 farkli genomik gruba
farklilasmasiyla sonuglanmstir. ilging bir sekilde, grup I, II ve III’ten elde edilen izolatlar
akut enfeksiyonlar1 temsil ederken, grup IV ve V, kronik enfeksiyonlardan gelenleri temsil
eden izolatlardan olusuyordu. Bu genotip gruplamalar1 daha sonra darbe alami jel
elektroforezi (PFGE) kullanilarak dogrulandi (Heinzen ve digerleri, 1999). Avrupa, ABD,
Afrika ve Asya’dan izole edilen 80 adet C. burnetii susundan PFGE ve DNA kullanan daha
ileri caligmalar, 16 kisitlama grubu tanimlandi ve RFLP modellerini cografi kokenle
iliskilendirildi, bu da C. burnetii’nin homojen bir tiir olarak kabul edildi. Daha yakin
zamanlarda, 14 adet C. burnetii izolatlarindan IS1111 transpozaz elemanlarinin
amplifikasyonu ve dizilimi, suslar1 I’den V’ye kadar orijinal gruplara ayrarak, orijinal

gruplandirmalart dogrulandi. (Hendrix ve digerleri, 1991).

Diger filogenetik veya diferansiyel analizler, rpoB, icd ve coml/mucZ dahil olmak
tizere spesifik genlerin dizilenmesi yoluyla gergeklestirilmistir. 8 adet C. burnetii izolatindan
rpoB dizilemesi, dortten daha az baz farki ortaya cikardi, bu da onlarin filogenetik
homojenligini dogruladi, ancak bu izolatlarin dagilimi, daha 6nce belirlenmis genotipleme
gruplart ile 16ummas degildi. Ayrica, coml/mucZ’ye dayali farklilasma, suslarin cografi
kokene gore tanimlanmadigini bulmustur. Ote yandan, 19 C. burnetii izolatindan icd dizilimi
onlar1 ii¢ gruba ayirdi; burada grup I sadece akut hastalik izolatlarini igeriyordu ve grup II ve
II1, orijinal genotipleme gruplariyla 16ummas olan kronik hastalik izolatlarini igeriyordu. Ek
olarak, baska bir ¢alismanin sonuglari, izolatlarin com1 geninin sekansi kullanilarak akut ve
kronik gruplara ayrilabilecegini gostermistir. Bu yontemlerin ortak bir tipleme yoOntemi
gelistirememesi, C. burnetii izolatlarinin tiplendirilmesi i¢in hizli ve giivenilir bir yontemin
onemli bir hedef olmaya devam ettigini gostermektedir. Bu caligmalar ayrica, en yaygin
tiplendirme yontemlerinin, muhtemelen karmasik bir patojenik faktér birikiminin aracilik
ettigi virlilans potansiyelini ayirt etme yetenegine sahip olmayabilecegini de gostermektedir

(Zhang ve digerleri, 1997).
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2.7. C. burnetii’nin Genotipleri

Son dénem genotiplendirme analizlerinde, ¢ok bosluklu dizi tipleme (MST) veya ¢oklu
lokus degisken tandem tekrar sayisi analizi (MLVA) gibi teknikleri avantajlarindan
yararlanilmig ve tam dizili C. burnetii genomu olusturulmustur. MST, intergenik bolge
dizilimine ve daha sonra 173 izolat1 30 farkli dizi tipine (MST) ayirmak icin kullanilan on
degisken ayiriciyr tamimlayan C. burnetii’nin taranmasina dayanmaktadir (Tablo 2). Bu
genotiplerin filogenetik analizi, farkli kiimelere ayrilabilen ti¢ monofiletik grubu ortaya
cikardi. Nine Mile RSA 493, Henzerling RSA 331 ve Dugway 5 J108-111’in tiimii
monofiletik grup I’e ayrilmistir, oysa Priscilla MSU Q117 grup II’de ve CbuG_Q212 grup
[1I’te bulunmustur (Tablo 2). Bu calismada coml tiplemesi kullanildiginda, alti grup
olusturulmus ve sadece bir izolat MST tipleme sonuglara uygun degildi. Ilging bir sekilde
akut hastalik, Henzerling izolatin1 i¢ceren ST18 (p = 10—2) ve Priscilla izolatini iceren ST8 (p
= 10-3) ile iligkili kronik hastalik (Tablo 2) dahil olmak {izere bircok MST grubuyla
iligkilendirilmistir. Plazmit QpDV, akut hastalik izolatlar1 ile iliskiliydi ve QpRS, kronik
hastalik izolatlar ile iliskiliydi, bu da genotip ve hastalik tipi arasinda bir miktar korelasyon
oldugunu gosteriyor. Ayrica, Fransiz izolatlarinin ¢ogu monofiletik grup I’de bulunurken,
diger dizi tipleri cografi dagilimla 17ummas degildi. Cografi dagilimm bu korelasyon
eksikligi, muhtemelen enfekte bireylerin, hayvanlarin veya ¢evredeki kenelerin hareketinden
kaynaklanmaktadir. En ayirt edici yaklasim olan PFGE’ye goére MST analizinin avantaji,
farkli laboratuvarlarin sonuglarini suslari degistirmek zorunda kalmadan karsilastirmasini

saglayan dizi verilerinin taginabilirligiydi (Glazunova ve digerleri, 2005).

Tablo 2. C. burnetii izolatlarinin se¢ilmis sekans1 hakkinda genotipik ve fenotipik bilgiler.

Isolate Genome size  Plasmid Source Restriction group*  MST group® MVLA group* SNP group*
Nine Mile RSA 493 1,995,281 pQpHI1 Tick, USA, 1935 I 16 E/3 3
Henzerling RSA 331 2,016,427 pQpH!1 Human blood, Italy, 1945 I 18 A 8
Priscilla MSU Q177 2,090,565 PQpPRS Goat, USA, 1980 v 8 F/21 6
CbuG_Q212 2,008,870 NP Human heart valve, Canada  V 21 G/3* 9

1981
Dugway 5 J108-111 2,158,758 pQpDG Rodent, USA, 1958 A%! 20 121 N/A

*Hendrix et al. (1991)

*Multispacer sequence typing (MST) (Glazunova et al. 2005)

“Multiple locus variable number of tandem repeats analysis (MLVA) (Svraka et al. 2006; Arricau-Bouvery et al. 2006)

“Single nucleotide polymorphism (SNP) (Huijsmans et al. 2011)

*CbuG_Q212 was not used for analysis in these studies. But, CbuG_Q212 does group with Scurry Q217 using MST, and predicted to group with Scurry Q217
using MVLA
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MLVA, tiim bakteri tiirlerinde bulunan ve bir¢ok bakteri izolatini ayirt etmek igin
kullanilan tekrarlayan DNA dizilerinden yararlanir. MLVA, ayrim giicii agisindan PFGE ile
karsilastirilabilir; ancak bakteri suglarinin genotiplenmesi i¢in ¢ok daha basit bir yontemdir.
21 C. burnetii izolatindan dokuz MLVA tipini tanimlamak i¢in degisken sayili tandem
tekrarlar1 (VNTR) belirtecleri kullanildi. Bu ¢aligma, MST c¢alismas1 gibi, akut ve kronik
hastalik izolatlar1 arasinda fark oldugunu, S ve Pricilla izolatlarinin iki farkli MLVA grubunda
(sirasiyla G ve F) bulundugu ancak ayni monofiletik grupta kiimelendigini Tablo 2’de
gostermistir (Svraka ve digerleri, 2006). MLVA kullanilarak C. burnetii izolatlarinin
sistematik genotiplemesini degerlendiren daha yakin tarihli bir c¢aligma, Glazunova
calismasinin (2005) sonuglarini dogruladi ve Nine Mile, Dugway, Scurry ve Priscilla
izolatlarin1 ayn1 monofiletik gruplara ayirdi. MLVA ve MST analizinin sonuglarinin benzer
oldugunu ve cografi izolasyon ve hastalik belirtilerine dayali olarak suslarda potansiyel
genetik farkliliklar oldugunu disiindiirdiigiinii belirtmek 6nemlidir (Glazunova ve digerleri,
2005; Svraka ve digerleri, 2006). Her iki ¢alisma da bir 21 C. burnetii sus havuzunu g
monofiletik gruba ayirmis olsa da, bazi izolatlarin akrabaliklar1 kullanilan yonteme baglh
olarak farkliik gostermistir. Ornegin, Glazunova c¢alismasinda (2005) Nine Mile ve
Henzerling izolatlar1 ayni monofiletik gruba atanirken, Syraka calismasinda (2006) bunlar
farkli monofiletik gruplarda bulunmustur. Bu iki ¢alismanin sonuglari, her ikisi de cografi
izolasyon ve hastalik tezahiiriine dayali farkliliklar1 desteklese de, suglarin tahmin edilen ata
iligkilerinin kullanilan yonteme bagli oldugunu gostermektedir (MST’ye karst MLVA). Bu
nedenle epidemiyolojik raporlama i¢in sahada kullanilan metodolojinin standardize edilmesi

aydinlatici olacaktir (Svraka ve digerleri, 2006; Glazunova ve digerleri, 2005).

Son zamanlarda, tek niikleotid polimorfizmi (SNP) genotiplemesi, Hollanda’daki
salgindan alinan klinik 6rneklere dogrudan uygulanmigtir (Huijsmans ve digerleri, 2011). Bu
teknigin duyarlilik ve hizli analiz gibi bir¢ok avantaji vardir. Ek olarak, farkli cografi
bolgelerdeki Salmonella Typhi salginlarinda tek haplotiplerin baskin oldugunu belirlemek
icin SNP genotiplemesi kullanilmistir ve bu, patojenin birbirini takip etmesinden ziyade
klonal genisleme fikrini desteklemektedir (Baker ve digerleri, 2010). Sonug olarak, 21 adet C.
burnetii izolatlarinin SNP analizi, 6zellikle Hollanda’daki gibi salgin durumlarinda suslarin
kaynagimi ve yayilimimi belirlemek i¢in son derece degerli olacaktir. Siralama verilerini
kullanarak, Tablo 2.’de de gosterildigi lizere SNP analizi dokuz farkli SNP-genotipi
tanimlamigtir. SNP ve MLVA genotip analizi, C. burnetii izolatlarin1 %93 uyumla benzer

filogenetik gruplara ayirmigtir. SNP’nin MLV A’ya gore avantajlari, pahali siralama ekipmani
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gerektirmemesi ve dogrudan serum rneklerine uygulanabilmesidir. Ancak, SNP’nin izolatlar
arasindaki farkliliklar1 ayirt etme yetenegi, sirasiyla 9 ve 21 farkli filogenetik grup
kesfedildigi i¢cin MLVA’dan daha az giigliidiir. Daha once belirtildigi gibi, C. burnetii
epidemiyolojisi alanindaki standardizasyon, diinya capindaki dagilimi nedeniyle salginlarin
kaynaklarin1 ve atalarla olan iligkileri dogru ve tekrarlanabilir bir sekilde belirlemek i¢in

gerekli olacaktir (Huijsmans ve digerleri, 2011; Arricau- Bouvery ve digerleri, 2006).

C. burnetii’nin genetik heterojenligi bir dizi molekiiler teknikle degerlendirilebilir. Esas
olarak genom iizerinde se¢ilen lokuslar arasindaki farkliliklarin tanimlanmasina dayali olarak
farkli genotipleme teknikleri mevcuttur. C. burnetii i¢in yaymlanmis genotipleme teknikleri

asagidaki tablada mevcuttur.

Tablo 3. C. burnetii igin yayinlanmis genotipleme teknikleri ve ilk yayinlandigi yil.

Gen Ismi Aciklamasi Yayin Tarihi Kaynak
Restriction fragment lengthplymorphism Jager et al. 1998; Heinzen
RFLP ) p o i 1990 J
typing etal. 1990
Coml Coml encoding genes sequencing 1997 Zhang et al. 1997
Coml/MucZ | Coml and MucZ encoding genes sequencing 1999 Sekeyova et al. 1999
MST Multispacer sequence typing 2005 Glazunova et al. 2005
Multiple locus variable number tandem repeats Arricau-Bouvery et al.
MLVA 2006
analysis 2006; Svraka et al. 2006
I1S1111 repetitive element PCR based ]
1S1111 . o . 2007 Denison et al. 2007
differantiation typing
Sidi-Boumedine et
RAPD Ramdonly amplified polymorphic DNA 2009 al. 2009
SNP Single nucleotide polymorphism typing 2011 Huijsmans et al. 2011

2.8. Q Hummasi Hastahgi

Bakterinin enfektif dozu ¢ok diisiik olup bir mikroorganizma dahi enfeksiyonun
olusmasi i¢in yeterlidir. C. burnetii bolgesel lenf nodiillerinde ¢ogaldiktan sonra 5-7 giinliik
bakteriyemi olusturur. Etkenin hedef hiicreleri monosit/makrofajlardir. Bakteri viicuda

girdikten sonra makrofajlar tarafindan fagosite edilmesine ragmen fagositoza karsi direnci
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nedeniyle fagolizomlar igerisinde canliliini korur ve ¢ogalir. Daha sonrasinda ise gebe
hayvnlarda meme bezlerine ve plasentaya yerlesir. Hematojen yayilim sonucunda karaciger,
dalak, kemik iligi gibi bircok organ ve dokuya yerlesmektedir. Viriilens ve patojenite
konusunda etkin olan yapilardan birinin bakterinin lipopolisakkarit tabakasinin énemli bir

faktordir (Angelakis ve Raoult, 2010).

Q hummasi, insanlarda esas olarak pnomoni ve hepatit gibi potansiyel komplikasyonlari
olan akut grip benzeri bir sendrom olarak ortaya c¢ikan zoonotik bir enfeksiyondur.
Semptomlar diizelebilir veya kronik hale gelebilir. Kronik hastalik, nadir olmasina ragmen, en
sik goriilen klinik gdzlem endokardit oldugundan ciddidir. insan enfeksiyonlarinin ¢ogunlugu
(%60) asemptomatik serokonversiyon (kanda enfeksiyon sonrasi antikor goriinmesi) ile
sonuglanir. Semptomlarin diizelmesi demek hastanin enfeksiyondan arinmis oldugunu
gostermez. Hastalarda, hastalifin baslangicindan birka¢ ay sonra DNA tespit edilmistir.
Enfeksiyonun sonucu hiicresel immiin yanita baglidir ve graniilom olusumu ile ters orantilidir.
Kronik enfeksiyon, esas olarak valviilopatili (kalp kapakc¢iklarinin dogru agili kapanmamasi)
hastalarda ve daha az dl¢iide, kusurlu hiicre aracili bagisikligi olan bagisikligi baskilanmis

hastalarda goriiliir (Raoult ve digerleri, 2005).

Enfeksiyon tipik olarak kontamine toz partikiillerinde bulunan bakterinin solunmasiyla
olusur. Kaynaklar arasinda ¢iftlik hayvanlarinin barinaklari, kontamine saman ve rutin olarak
C. burnetii aragtirma analizlerinin yapildigi tesisler bulunmaktadir. Gergeklesen bir vaka
sunumunda, c¢iftlik hayvanlariyla temasi olmayan, Coxiella burnetti teshisi yapilan ve yeni
dogmus bir kuzunun nekropsisinin yapildigi bir bilim laboratuvarin1 ve nekropsi salonunu
boyayan badana iscisinde duvarlari boyadiktan sonra Q hummasi benzeri semptomlar
gozlenmis. Bu is¢iden kan serumu alimmis ve antikor pozitif oldugu gozlemis. Ayrica,
bilmeden C. burnetii ile enfekte olmus gebe koyunlari tasimak icin kullanilan asansorlerin
yakiindaki ofislerde calisan is¢ilerde dolayli kaza sonucu maruziyetler meydana gelmistir.
Arastirma tesisleriyle iligkili mesleki bir tehlike olarak Q hummasinin, modern biyogiivenlik
ekipmani ve protokollerinin uygulanmasi nedeniyle biiyiik oOl¢iide ortadan kaldirildig

belirtilmelidir (Meiklejohn ve digerleri, 1981).
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2.8.1. Klinik ve Laboratuvar Tanis1

Q hummasinin belirti ve semptomlar1 degiskendir ve spesifik degildir, bu da klinik
tanty1 karmasiklastirabilir ve geciktirebilir. Kulugka siiresi, kismen enfeksiydoz doza ve
konagin bagisiklik durumuna bagl olarak birka¢ glinden birka¢ haftaya kadar degisebilir.
Akut hastaligin tipik belirtileri arasinda grip benzeri bir sendrom (yani ates, bas agrisi, titreme
ve yorgunluk), pndmoni ve graniilomatoz hepatit bulunur. Akut hastalik, antibiyotik tedavisi
olmasa bile genellikle kendi kendini sinirlar. Q hummasinin insanlarda en sik ve ciddi kronik
belirtisi kiiltlir negatif endokardittir. Erken teshis ve uygun antimikrobiyal tedavi olmadan bu
hastalik 6liimciil olabilir. Kan serimlari pozitif olan hamile kadinlarin neonatal 6liim dahil
olmak tizere olumsuz sonuglara sahip oldugu bilinmektedir (Raoult ve digerleri, 2005). Akut
veya subklinik hastaliktan sonra hastalik hayvanlarda persiste kalir ve etken sa¢ilimi1 devam
eder. Deneysel ¢aligsmalarda gebeligin 13. haftasinda karaciger, dalak, bobrek, kemik iligi,
lenf nodiilleri ve bagirsaklarda etken teshis edilmektedir. Buna karsin plasenta gebelik
sonlanmadan hemen Once pozitif oldugu belirlenmistir. Abort meydana geldikten sonra
dogum sivilart ile ¢ok yogun bakteri sacilimi meydana gelmektedir. Aborttan sonraki
donemde IgG miktar1 yiikselise gecmektedir. Ilerleyen gebeliklerde bakteri sagilimi ya hig
yoktur ya da ¢ok az miktrada olabilir. Aborte fetiislar genel olarak normal goriiniimde olup Q
hummasimi isaret edebilecek bulguya rastlanilmaz. Buna karsin plasentada kalinlagsma,

interkotiledonar kisimda kalinlagma, akut diffuz yangi gézlenmektedir (Woldehiwet, 2004).

Asemptomatik veya akut Q hummasi enfeksiyonlarinin %1-5’inin daha ciddi kronik Q
hummasina yol actig1 tahmin edilmektedir (Angelakis ve digerleri, 2010). Bagisiklik sistemi
baskilanmis bir durumu ve/veya dnceden var olan kalp kapak hastaligi olan hastalarda kronik
hastalik gelistirme riski daha yiiksektir. Kronik Q hummasi, kemik iligine gé¢ eden ve
ardindan diger dokulara, Ornegin endokardiyuma go¢ eden etkenlerden kaynaklanabilir
(Waag, 2007).

Q hummasinin spesifik olmayan dogast goz oniine alindiginda, nedeni bilinmeyen bir
atesi degerlendirirken klinik siiphe, hastaligin dogru teshisinde ve uygun antibiyotik
tedavisinin baslatilmasinda kritik 6neme sahiptir. Sonraki laboratuvar dogrulamasi normalde
hastalarda enfeksiyondan 1-2 hafta sonra gelisen C. burnetii'ye 6zgii antikorlarin varliginin
test edilmesini icerir. Q hummasi i¢in altin standart serolojik test, sabit tam hiicre faz I ve faz

Il C. burnetii ile serum reaktivitesine dayanan dolayli bir immiinofloresan testidir (IFA).
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Oncelikli olarak faz II antijenine yonelik antikorlarla, 2-3 hafta arayla alinan eslestirilmis
numuneler arasinda IgG titresinde dort kat artig, akut Q hummasinin teshisidir. Tersine,
kronik Q hummasinda, faz I titreleri, tanisal IgG faz I titresi 1:800 olan faz Il titrelerinden
daha yiiksektir. (Maurin ve Raoult, 1999).

960 Asemptomatik |
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Sekil 4. Q Hummasi’nin dogal seyri (Angelakis E. Ve digerleri 2010).

Real time PCR gibi teknikler kullanilarak enfeksiydz ajanlarin niikleik asit bazl
tespitinde dnemli ilerlemeler kaydedilmistir (Brennan ve Samuel 2003; Waag ve Thompson
2005). Ekleme dizisi 1S1111, tekrarlayan elementin birden fazla genomik kopyaya sahip
olmasi ve boylece test duyarliligini arttirmasi nedeniyle C. burnetii’nin PCR tespitinde tercih
edilen hedeftir. Bu teknoloji artik biiyiikk 6l¢iide referans ve arastirma laboratuvarlarinda
kullanilmaktadir. PCR tabanli teknolojinin esas olarak erken hastalik durumunda duyarli
oldugu belirtilmektedir. Hastalik ilerledik¢e, muhtemelen nétralize edici antikorlar hastanin
immununda enfeksiy6z ajandan arindirdigi i¢in test duyarliligr azalir. Nitekim Q hummasinda
enfeksiyondan 17 giin sonra serumda C. burnetii DNA’sinin saptanamaz hale geldigi

bildirilmistir (Schneeberger ve digerleri, 2010).

Hastaligin kendisine 6zgii spesifik klinik belirtisinin olmamasi1 nedeniyle teshis igin
laboratuvar analizleri zorunludur. Besi yerinde liretimi zor olmasi, lireme i¢in hiicre kiiltiirii
ya da embriyolu tavuk yumurtasi gibi in vivo ortamlara ihtiya¢ duyulmasi etkenin izole
edilmesini zahmetli, maliyetli, fazlaca is giicii ve oldukca zaman alic1 hale getirir. Izolasyon
icin etkenle kontamine materyelle galismak iginse Biyogiivenlik Seviyesi 3 (BSL-3) olan
laboratuvara ihtiyag duyulmaktadir (OIE Terrestrial Manual Chapter 3.1.16).
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2.8.2. Teshis

C. burnetii’nin direkt teshisinde hayvanlarda aborte fetiis parankim dokulari, mide sivisi
ile plasenta en uygun ornektir. Bunun yaninda vaginal akinti, siit, idrar, digk1 6rneklerinden de
teshis edilmektedir (Ozbey ve digerleri, 2009). Coxiella burnetii, insanlardan izolasyonu veya
teshisi icin kemik iligi aspirati, kan serumu ve tam kan oOrneklerinin I8kositten zengin
katmanlarindan teshis edilebilmektedir. Hastalik icin alinabilecek en kolay ornekler kan
serumu veya tam kandir. Tam kan 6rneklerinin ayristirilmasi sonrasinda elde edilen 16kositten
zengin tabakasimindan bakterinin teshisi i¢in iyi bir drnek oldugu bildirilmektedir (Spyridaki
ve digerleri, 1998).

2.8.2.1. Post mortem Muayene

Bu muayenede, C. burnetii’ye kars1 antiserumlar kullanilarak immiinohistokimyasal
analiz i¢in doku kesitleri kullamlabilir. Immiinohistokimyasal prosediirler, DAKO
EnVision+System’e (DAKO Corporation, California, ABD) gore gerceklestirilebilir (Van den
Brom ve digerleri, 2015).

2.8.2.2. Serolojik Muayene

C. burnetii’ye karst olusan antikorlarin varhiginin gosterilmesi, Mikroagliitinasyon
(MAT), Komplement Fikzasyon Testi (CFT), immiinofloresan Testi (IFA) ve Enzime Bagl
Immiinosorbent Testi (ELISA) gibi serolojik testle miimkiindiir. Mikroaglutinasyon ve
immiinofloresan tahlili su anda daha az siklikla kullanilmaktadir (WOAH Terrestrial Manual
Chapter 3.1.16).

ELISA’lar temel olarak IgG antikorlarimi tespit etmek i¢in yapilir. C. burnetii faz | ve
faz II’ye kars1 antikorlar, kullanilan antijene bagli olarak ayirt edilebilir. Ticari olarak mevcut
testlerin cogu her iki antikor tiiriinii de saptar, ancak her iki tip arasindaki oran ¢esitli testler
arasinda farklilik gosterebilir, bu ayni zamanda antijen ekstraksiyon prosediiriinden de

etkilenmektedir. Baz1 kurum i¢i veya ticari olarak temin edilebilen ELISA’lar, her iki fazdan
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birine karst olusturulan antikorlar1 spesifik olarak tespit etmek i¢in kullanilabilir.
Enfeksiyondan sonra, faz I antikorlari, faz II antikorlarindan daha uzun siire etkinlik
gosterilebilir (Lang, 1988). 1980’lerden beri ELISA’lar en sik kullanilan testlerdir.
Immiinofloresan tahlili ile karsilastirildiginda, ELISA’lar ruminantlar i¢in %82 ila %100’liik
bir duyarliliga ve %93 ila %96’lik bir 6zgiilliige sahiptir. Kompleman fiksasyon testi ve
ELISA’lar, C. burnetii’ye Kars1 antikorlar1 tespit etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir
(Van den Brom ve digerleri, 2015). Bununla yaninda koyun, ke¢i ve sigirda ayr1 ayr1 yapilan
bir ¢alismada, CFT’yle diisiik titre pozitif tespit edilen numunelerin, ELISA testleriyle
kargilastirmali analiz edildiginde birkaginin negatif bir sonug¢ gosterdigi de bulunmustur.
Bunun IgM varligindan kaynaklandigi oOne siirilmistir Uygulamada, ELISA’lar,
seroepidemiyolojik survey (slirli tarama testlerinde) calismalar i¢cin yaygin ve etkili

kullanabilecek test yontemi oldugu gosterilmistir (Lang, 1988).

2.8.2.3. PCR

Konvansiyonel PCR, Real Time PCR (RT-PCR), Multipleks PCR ve Nested PCR dahil
olmak {izere ¢esitli PCR teknikleri, farkli orijinli numunelerde C. burnetii DNA’sinin
varhigim1 géstermek i¢in kullanilabilir. Calisilacak olan 6rnekler arasinda nekropsiden sonra
hayvanlardan alinan dokular, abort materyalleri, vajinal siiriintiiler, digki, kan serumu, siit,
peynir, yogurt, pastorize siit, toprak gibi c¢evrel drnekler sayilabilir. PCR testleri, bakteri
genomunun farkli bolgelerini hedefleyebilir. Genel olarak, IS1111 gibi ¢ok kopyali genlere
dayali PCR testleri, tek kopya genlere dayali olanlardan daha duyarlidir. Cok kopyali genleri
kullanan Real Time PCR testleri, IS1111 elementlerinin sayisi1 farkli suslar arasinda 7 ila 110
arasinda degisebildiginden, numunelerdeki C. burnetii DNA’sinin miktarint kabaca 6lgebilir
(Klee ve digerleri, 2006). PCR tekniklerinin bir dezavantaji, canli ve cansiz bakteriler
arasinda ayrim olmamasidir, ancak son zamanlarda C. burnetii i¢in bu sorunu ortadan
kaldiran bir PCR metodolojisi yaymlanmistir. Indirect enumeration meteduyla ethidium
monoazide (EMA) kullanarak qPCR’da o6lii/canli bakteri orani verebilmislerdir (Mori ve
digerleri, 2013).
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2.8.2.4. Kiiltiir ve Tiplendirme

Laboratuvar hayvanlarinda, embriyonlu yumurtalarda ve hiicre kiiltiriinde C.
burnetii’nin basarili izolasyonu ve kiiltivasyonu saglanmistir (Dyer, 1938; Parker ve Davis,
1938). Bu teknikler gliniimiizde hala kullanilmaktadir. Etkenin fare gibi bir deney hayvanina
enjekte edilmesi, diisiik bakteri yiikiine sahip numunelerden veya muhtemelen baska
bakterilerle kontamine numunelerden C. burnetii’nin izole etmek amaciyla kullanilabilir. Bu,
canli hayvan kullanmanin bir avantajidir. C. burnetii’nin optimal biiyiimesi i¢in yumurta ve
hiicre kiiltiirlerinde kiiltiirleme tercihen antibiyotik kullanilmadan yapilmalidir. Bakteriyel
kontaminasyonu 6nlemek i¢in filtreleme gereklidir, ancak bu testin hassasiyetini azaltir (Voth

ve Heinzen, 2007).

Embriyonlu tavuk yumurtalarinda, C. burnetii en iyi yumurta sarist endoderm
hiicrelerinde iirer. Bu sistemin bir dezavantaji, C. burnetii’nin biiyiimesinin gorsel inceleme
ile izlenememesidir. Diger tekniklerle karsilagtirildiginda, hiicre kiiltiirii ekimlerinin birgok
avantaj1 vardir, bu nedenle hiicre kiiltiiri su anda C. burnetii’yi izole etmek ve tiretmek i¢in en
yaygin olarak kullanilan in vivo yontemdir (Voth ve Heinzen, 2007). C. burnetii’nin
izolasyonu ve kiiltivasyonu yontemlerinde son zamanlardaki 6nemli bir gelisme de host cell
free mediumdur. C. burnetii’nin ¢ogaldigi asidik ortamin bilesimini taklit ederek iretmeye
olanak saglayan bir yontemdir. Boylece deney hayvani kullanmadan etkeni iiretecek en
verimli ortam saglanmistir. Kimyasal olarak hazirlanmis bir biliylime ortaminin
kullanilmasinin en biiyiik avantaji, 6zellikle C. burnetii’nin genetik analizinde ve muhtemelen
as1 Uretiminin gelecekteki gelismelerinde yardimci olan konakg1 hiicre genetik materyalinin

olmamasidir (Omsland, 2012).

2.8.3. Tedavi

Kii¢iik ruminantlarda terapotik ve oOnleyici tedbirler, abortus oranlarimi ve bakteri
yayilimimi azaltmayi, bdylece ¢evresel kontaminasyonu azaltmayir amaglamaktadir. C.
burnetii igermeyen bir ¢iftlige bir hayvan sokuldugunda, enfeksiyon bulasmasini 6nlemek igin
0zel onlemler alinmahdir (Arricau-Bouvery ve Rodolakis, 2005). Son zamanlarda, Avrupa

Gida Giivenligi Otoritesi (2010) tarafindan Q hummasinin kontroliine iliskin ayrintili bir
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belge hazirlanmigtir ve hastaligin etkin kontrolii i¢in gerekli tiim adimlar1 ve eylemleri

ayrintili olarak acgiklamaktadir.

C. burnetii zorunlu hiicre i¢i etken oldugu i¢in antibiyotiklere duyarliligin1 belirlemek
zordur. Ruminantlarda C. burnetii siipheli abortlarda antibiyotik tedavisinin bakteri sa¢ilma
diizeyi veya siiresinde hicbir yararli etkisi kaydedilmemis olmasina ragmen gebeligin son
ayinda iki ardisik 20 mg/kg oksitetrasiklin enjeksiyonu ile antibiyotik tedavileri 6nerilmistir.
(Arricau- Bouvery ve Rodolakis, 2005; Angelakis ve Raoult, 2010). Antibiyotik tedavisinin,
organizmanin ayni siiriideki etkene maruz kalmamis hayvanlara yayilmasini 6nleyerek
koyunlarda uzun siireli bir etki ile olumlu sonuglanacagi ileri siirmiisse de, bu hipotez sonraki

calismalarda dogrulanamamistir (Angelakis ve Raoult, 2010).

Yakin zamanda, C. burnetii enfeksiyonuna karsi insan hiimoral bagisiklik tepkisini
sistematik olarak degerlendirmek i¢in biitiin proteom protein mikrodizilerini kullanan birkag
yiikksek verimli yaklasim kullanilmistir. Bir ¢alismada, 1.901 C. burnetii ORF’leri (tiim
proteomun %84°1) igeren bir dizi, Q-hummasi hasta serumlar1 ve negatif kontrollerle
incelenmistir. On ii¢ antijen spesifik olarak kan serumu ile yapilan ¢aligmada bunlardan
dokuzu bir klinik laboratuvara uygulanabilen bir immiino-strip platformu kullanilarak
dogruland1 (Vigil ve digerleri, 2010). Bu calismalar, rekombinant proteine dayali yeni nesil

tan1 ve as1 antijenlerinin gelistirilmesi i¢in gerekli bilgileri saglamaktadir.

Akut enfeksiyonlarin ¢cogu kendiliginden diizelse de, antibiyotik tedavisi semptomatik
hastalik siiresini ve kronik enfeksiyon olasiligini1 6nemli dl¢iide azaltir. Akut Q hummasi igin
onerilen mevcut tedavi 14 giinliik doksisiklin (200 mg/giin) kiiriidiir. Rifampin ve
florokinolon antibiyotikler alternatif tedavilerdir. Hamileler i¢in trimetoprim ve
stilfametoksazol kombinasyonu tedavisi onerilir. Kronik Q hummasi i¢in yetiskinler, en az 18
ay boyunca sirastyla giinde 200 ve 600 mg doksisiklin ve hidroksiklorokin ile tedavi edilir.
Hidroksiklorokin, asidik fagolizozomu alkalize eder, bdylece doksisiklin aktivitesini

gliclendirir (Angelakis ve Raoult, 2010).

2.8.4. Korunma

C. burnetii ile enfekte olmus ciftliklerden alinan siitiin pastorize edilmesi, insanlarda
oral enfeksiyonu 6nlemek i¢in tavsiye edilir, ancak bu yol insanlar i¢in 6nemli bir enfeksiyon

yolu degildir (Arricau-Bouvery ve Rodolakis, 2005).
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Ciftliklerdeki uyulmas1 gereken biyogiivenlik ve genel hijyen onlemleri, insanlarin C.
burnetii’ye maruz kalma riskini azaltir. Dogum sirasinda olusacak sagilmalar ana bulagma
kaynagi oldugundan hastalikli c¢iftliklerde yavrulama siki hijyen kosullar1 altinda
gerceklestirilmelidir. Atik yapan hayvanin plasenta ve fetiisii uygun sekilde toplanip ve imha
edilmelidir. Cift¢iler veya Veteriner Hekimler gibi mesleki olarak etkene maruz kalabilecek
kisiler kisisel koruyucu ekipmanlarini giymelidir. Enfekte ciftlikteki giibreler tarlalarda
kullanilacaksa uygun sekilde 1s1l isleme tabi tutulup kompostlanmalidir. Giibreden aerosol
bulas riskini azaltmak i¢in diger secenek ise gilibrenin kire¢ veya %0,4’liik kalsiyum siyaniir
ile islenmesidir (Arricau-Bouvery ve digerleri, 2001). Enfekte ciftliklerden gelen giibrenin
tarlalara yayilmasi riizgarli kosullarda gerceklesmemelidir (Arricau-Bouvery ve Rodolakis,
2005). Belirli durumlarda, uygun kene ve helmint kontrol Onlemleri ile ¢evresel
kontaminasyonun daha da azaltilmasi saglanabilir. Hamile kadinlar, kiiciik ¢ocuklar, yaslilar
ve bagisikligr baskilanmis kisiler pastorize edilmemis trilinleri ile herhangi bir temastan

kaginmalidir (Angelakis ve Raoult, 2010).

Ilag kullanimi ile kontrol altina alinamayan bu &nemli zoonoz konusunda sanitasyon
onlemleri onem kazanmaktadir (Tarim ve Orman Bakanligi Hayvan Hastaliklariyla Miicadele

ve Hayvan Hareketleri Kontrol Genelgesi 2017). Bunlar;

e Olii yavru ve her tiirli kontamine althik, malzeme, plasenta vs gibi risk tasiyan
materyalin hizla uzaklastirilmasi ve imha edilmesi

e Kontamine materyalin asla hayvan yemi vb olarak kullanilmamas1

e Enfeksiyonun goriildiigi isletmelerde, sik1 dezenfeksiyon yapilmasi

e Abort yapan hayvanin isletme i¢inde serbest dolagimi engellenmeli

e Ogzellikle dogum yapacak hayvanlarin bulundugu béliimde hijyenik Onlemlerin
alinmasi

e Ayrilmis dogum bolmesi kullanilmasi

e Enfeksiyonun tasinmasinda 6nemli rol oynayan kenelerle aktif miicadele

e Ogzellikle dogumuna 2- 3 hafta kalmis hayvanlarin hareketlerinin simirlandirilmasi

olarak belirtilmistir.
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2.8.4.1. Asilar

Avustralya’da Q-Vax adli bir Q hummasi agis1 {iretilmis ve kullanim igin
lisanslanmistir. Henzerling faz 1 susunun formalinle inaktive edilmis tam hiicreli C.
burnetii’sinden olusur. Asi, en az 5 yil siiren koruma ile %98 etkili olarak kabul edilir. Daha
once C. burnetii ile enfekte olmus bagisikli bireylerde sirasiyla sertlesme ve titreme gibi
olumsuz lokal ve sistemik reaksiyonlar meydana gelebilir. Bu nedenle seroloji ve deri testleri
yapilir. Asillamadan 6nce bagisiklik durumunu degerlendirmek i¢in. Q hummasi onleyiciler
icin 6onemli bir hedef, asilama Oncesi cilt testi gerektirmeyen giivenli ve etkili bir asinin
gelistirilmesidir. Bu karsi onlem, &zellikle duyarli bir popiilasyonun hizla asilanmasinin
gerekecegi kasith bir C. burnetii salinimi durumunda gegerlidir. Aksenik (konak hiicresiz)
kiiltirdeki son gelismeler ve C. burnetii’nin genetik manipiilasyonu bdyle bir asinin

gelistirilmesini kolaylagtirmalidir (Omsland ve digerleri, 2009; Beare ve digerleri, 2011).

C. burnetii ile ilgili aragtirmalarin hiz1 son on yilda 6nemli 6lgiide artmasina ragmen,
bir¢cok soru cevapsiz kaldi. Patojen oldukg¢a bulasicidir ve bir makrofaj konak¢i hiicrenin
misafirperver olmayan fagolizozomunu kolonize edebilir. Bununla birlikte, basarili konak
hiicre parazitizmi ve hastalik patogenezi saglayan viriilans faktorleri biiyiik Olgiide
bilinmemektedir. Aslinda, bugiine kadar LPS hala C. burnetii’nin dogrulanmis tek viriilans
faktoriidiir, bir kobay Q hummasi modelinde izojenik mutantlarin test edilmesinden
kaynaklanan bir bulgudur. Yeni genetik araglar, olast C. burnetii viriilans genleri igin
molekiiler Koch’un varsaymmlarinin yerine getirilmesine yakinda izin vermelidir. Q hummasi
hastalig1 patogenezi muhtemelen ¢ok faktorliidiir ve bir faktor digerinin tizerine kuruludur ve
klinik hastaliga yol acan bir dizi patolojik saldir1 yaratir. Koruyucu bagisikligin bagisiklik
bagintilarim1 daha iyi anlamak icin Q hummasi sirasinda meydana gelen bagisiklik
modiilasyonunu daha fazla aragtirmak énemlidir, bu bilgiler minimum yan etkilere sahip etkili

bir aginin gelistirilmesi i¢in 6nemlidir (Brom ve digerleri, 2015).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

Tez calismasinda 2017-2019 yillar1 arasinda Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii
Miidiirliigii calisma sorumluluk alani icerisindeki Istanbul, Edirne, Kocaeli, Bursa, Balikesir,
Canakkale, Kirklareli, Tekirdag, Yalova, Diizce, Sakarya ve Bilecik illerinden toplanan 32
sigir, 4 manda, 64 koyun, 8 ke¢i olmak iizere toplam 108 adet evcil ruminantlara ait aborte
fetiis ve plasentala 6rnekleri materyali olusturmaktadir. Numune se¢iminde abort materyalinin
biitiin halde fetiis ve plasenta olmasina dikkat edildi. Real time PCR analizinde ADN Cb
NM/2017 09 P6 kodlu Coxiella burnetii Nine Mile susu DNA 6rnegi pozitif kontrol olarak
kullanildi.

3.1.1. Numunelerin Secimi ve Hazirlanmasi

Fotal dokularin ve plasentanin niikleik asit izolasyonu dncesinde homojenizasyonu i¢in
steril havanlarda nekropsisi yapilan fetiislarin i¢ organlar1 (akciger, karaciger, bobrek, dalak,
mide igerigi) ve plasentalarini homojenat haline getirildi. Sonrasinda QlAamp cador Pathogen
kit (ticari marka) dokularin enzimatik digesyon metoduna gore gerceklestirildi. Bu asamada
sterial mikrosantrifiij tiipii, proteinaz K, ATL buffer (Qiagen cat no: 54104) kimyasallari ile

benmari, vorteks ve santrifiij cihazlar1 kullanildu.

3.1.2. DNA Ekstraksiyonu

Tez caligmasinda fotal doku orneklerinden DNA izolasyonu i¢in QIlAamp cador
Pathogen kit ticari niikleik asit izolasyon kiti kullanildi. Kit igerigi Tablo 4’te verildi.
Ekstraksiyon sonrasi izolasyonun performansimi 6l¢mek i¢in Mikro-Hacim UV-Vis

Spektrofotometre (Nano Drop Test) Thermo Scientific NanoDrop 2000 cihazi kullanildi.
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3.1.3. Nested PCR Analizi

Fotal dokulardan elde edilen niikleik asit 6rneklerinde C. burnetii DNA’sinin tespiti igin
Nested PCR gerceklestirilerek jel elektroforez ile analiz degerlendirildi. Analizde kullanilan
materyaller ve primer dizileri Tablo 5’te gosterildi. PCR analizinde kullanilan primer dizleri
Tablo 6’da gosterildi.

Tablo 4. DNA izolasyonu igin kullanilan niikleik asit izolasyon kit igerigi.

Reagent Miktar

ACB Buffer 60 ml

VXL Buffer 30 ml

AW1 Buffer 98 ml

AW?2 Buffer 66 ml
Proteinaz K 6 ml

AVE 2x20 ml

Spin Kolon 250 adet
Mikrosantrifiij Tiipii 250 adet

Tablo 5. Kullanilan cihazlar ve kimyasallar.

Kimyasal Sarf ve Cihaz Aciklama
Trans1 Primer Letgen, 10 pmol
Trans2 Primer Letgen, 10 pmol
Trans3 Primer Letgen,10 pmol
Trans4 Primer Letgen,10 pmol
HotStart PCR Master karisim Qiagen, MgCly, ANTP, Buffer iceren Master karisim
Ultra Saf Su Qiagen
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Agaroz Sigma

Etidyum Bromid Sigma

Loading Dye Thermo, 6X
Ladder Thermo, 100 bp

Tris Asetik Asit Edta (TAE) Buffer

Biological Industries

Ethanol Sigma
Isopropanol Sigma
Fosfat Tamponlu Soliisyon Sigma

Thermal Cycler

Techne TC-412

Benmari Memmert
Vorteks Velp Scientifica
Santrifiij Hettich 200R
Hassas Terazi Shimadzu
Transilluminator Hommer

Elektroforez Tanki ve Power Supply

Thermo Fisher

Mikrodalga Firin

Vestel

Ceker Ocakl1 Kabin

Yerli Sanayii Uretimi

Nano Drop Test

Thermo Scientific NanoDrop 2000

Biyogiivenlik Kabini Healtorce HF Save — 1200
Iniibator MMM Incucell
Kuru Blok Isitici Genius

Tablo 6. Kullanilan Primer dizileri.

Primer ve Problar

5°-3’ Dizilim

Transl Primer

TAT GTATCC ACC GTA GCC AGT
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Trans2 Primer CCC AACAACACCTCCTTATTC

Trans3 Primer GTA ACG ATGCGC AGG CGAT

Trans4 Primer CCCCCGCTTCGC TCG CTA

3.1.4. Real Time PCR Analizi

Fotal dokulardan elde edilen niikleik asit 6rneklerinde C. burnetii DNA’sinin tespiti igin

real time PCR gergeklestirildi. Analizde kullanilan materyaller ve primer-prob dizileri Tablo 7

ve Tablo 8’de gosterildi.

Tablo 7. Real Time PCR’da kullanilan primer ve mastermix setleri, cihazlar.

Kimyasal Sarf ve Cihaz Aciklama
Forward Primer Letgen, 10 pmol
Reverse Primer Letgen,10 pmol
Probe Letgen, 4 pmol
LightCycler Tagman Master Roche
Ultra Saf Su Roche
Real Time Cihazi HiMedia Insta q96
Biyogiivenlik Kabini Healtorce HF Save — 1200

Tablo 8. Real Time PCR’da kullanilan primer dizileri.

Primer ve Problar 5°-3’ Dizilim
Forward Primer GTCTTAAGGTGGGCTGCGTG
Reverse Primer CCCCGAATCTCATTGATCAGC
Prob FAM-AGCGAACCATTGGTATCGGACGTTTAMRA-TATGG
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3.1.5. MLVA Analizi

Sunulan tez arastirmasinda PCR yontemleriyle tespit edilen C. burnetii pozitif

orneklerde suslarin genotiplendirilmesinde MLVA metodu kullanildi. MLV A’da kullanilan

materyal ve cihazlar Tablo 9’de, 6rneklerin kromozomal DNA’larinda belirlenen tekrar eden

lokuslar Tablo 10’da verildi. C. burnetii 6rneklerinin kromozomal DNA’larinda belirlenen

lokuslardaki tekrar eden gen bolgelerinin analizi i¢in ABI 3130 XL kapiller elektroforez

cihazi kullanildi.

Tablo 9. MLVA analizinde kullanilan materyal ve cihazlar.

Kimyasal Sarf ve Cihaz

Aciklama

ms23_7bp_133bp_9U Primer

Microsynth, 10 pmol

ms24_7bp_261bp_27U Primer

Microsynth, 10 pmol

ms27_6bp_89bp_4U Primer

Microsynth, 10 pmol

ms28_6bp_111bp_ 6U Primer

Microsynth, 10 pmol

ms33_7bp_104bp_9U Primer

Microsynth, 10 pmol

ms34_6bp_101bp_5U Primer

Microsynth, 10 pmol

ms23_7bp_133bp_9U Primer

Microsynth, 10 pmol

ms24_7bp_261bp_27U Primer

Microsynth, 10 pmol

ms27_6bp_89bp_4U Primer

Microsynth, 10 pmol

ms28_6bp_111bp 6U Primer

Microsynth, 10 pmol

ms33_7bp_104bp_9U Primer

Microsynth, 10 pmol

ms34_6bp_101bp_5U Primer

Microsynth, 10 pmol

HotStart PCR Master karisim

Qiagen, MgCl,, NTP, Buffer iceren Master karigim

Ultra Saf Su

Qiagen

Thermal Cycler

Techne TC-412

ABI 3130 XL Kapiller Elektroforez

Applied Biosystems
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Tablo 10. Orneklerin kromozomal DNA’larinda belirlenen tekrar eden lokuslar.

Primer Ad1 Forward (5’ - 3’) Reverse (5’ -3’)
ms23_7bp_133bp_9U HEX-CGCMTAGCGACACAACCAC GACGGGCTAAATTACACCTGCT
ms24_7bp_261bp_27U FAM-TGGAGGGACTCCGATTAAAA GCCACACAACTCTGTTTTCAG
ms27_6bp_89bp_4U HEX-TCTTTATTTCAGGCCGGAGT GAACGACTCATTGAACACACG
ms28_6bp_111bp_6U NED-AGCAAAGAAATGTGAGGATCG GCCAAAGGGATATTTTTGTCCTTC
ms33_7bp_104bp_9U NED_TCGCGTAGCGACACAACC GTAGCCCGTATGACGCGAAC
ms34_6bp_101bp_5U FAM-TTCTTCGGTGAGTTGCTGTG GCAATGACTATCAGCGACTCGAA
3.2. Yontem

3.2.1. Numunelerin Hazirlanmasi

Arastirmada Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii Midiirliigii faaliyet ve sorumluluk
alani igerisindeki 12 ilden Q hummast analizi i¢in toplanan sigir, manda, koyun ve kegi fetiis
ve plasenta drneklerinden toplam 108 numune ¢alismaya dahil edildi. Fetiis 6rnekleri uygun
sekilde nekropsisi yapilarak karaciger, akciger, bobrek, dalak, mide igerigi ve plasenta doku
ornekleri steril havan igerisine alinarak homojen hale getirildi. Hazirlanan homojenattan 25
mg ve 0,5 ml abomazum igerigi 2 ml hacimli mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Tiip lizerine 1
ml fosfat tamponlu soliisyonu (PBS) eklendi. Tiip igerisine 180 ul ATL buffer ve 20 pl
proteinaz K eklendi. Haziralanan tiipler 56°C’de benmaride 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda tiipler 10 saniye vortekslendikten sonra 5.000 rpm devirde 3 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonras1 siipernatanttan 200 pl alinarak niikleik asit izolasyonu igin 2 ml

hacimli steril mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.

3.2.2. DNA Ekstraksiyonu

Niikleik asit izolasyonunda QlAamp cador Pathogen kit kullanildi. Ekstraksiyon kit
protokoliine uygun sekilde gerceklestirildi. Fotal doku oOrneklerinden alinan 200 pl
homojenatin ilizerine 20 pl proteinaz K ve 200 ul VXL buffer eklendi ve 10 saniye
vortekslenerek homojen hale getirildi. Homojenize edilen numuneler 24+£2°C’de 15 dakika
inkiibe edildi. Inkiinasyon sonrasinda tiip igerisine 350 pl ACB buffer aktarildi. Karisim 10

saniye vortekslenerek homojen hale getirildi. Homojenize edildikten sonra tiip igeriginin
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tamamu kit icerisinde bulunan spin kolon lizerine aktarildi ve 8.000 rpm devirde 1 dakika
santrifiij edildi. Spin kolonun atik tiipii degistirilerek alt kisim uzaklastirildi. Spin kolon
tizerine 600 ul AW1 buffer eklendi ve 8.000 rpm devirde 1 dakika santrifiij edildi. Spin
kolonun atik tiipii degistirilerek alt kisim uzaklastirildi. Spin kolon {izerine 600 ul AW?2 buffer
eklendi ve 8.000 rpm devirde 1 dakika santrifiij edildi. Spin kolonun atik tiipii degistirilerek
alt kisim uzaklastirildi. Spin kolon {izerine herhangi bir kimyasal ekleme yapilmadan 14.000
rpm devirde 2 dakika santrifiij edildi. Spin kolonun atik tiipii degistirilerek alt kisim
uzaklastirildi. Spin kolon iizerine 50 pul AVE buffer eklendi ve 24+2°C’de 1 dakika inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonra 14.000 rpm devirde 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda
elde edilen DNA Orneklerinin performanslarinin dlglilmesi i¢in  Mikro-Hacim UV-Vis
Spektrofotometre (Nano Drop Test) Thermo Scientific NanoDrop 2000 cihaziyla dl¢iimleri
alindi. Nested PCR, real time PCR ve MLVA analizleri ger¢eklestirilinceye kadar -20°C’de
muhafaza edildi.

Spin l ’ Spin l I Spin Spin Spin
S SRR JEE JNE BER el -

é Ekstrakte
200 ul dmek .
20 pl. c::‘? 2 K Spin kolona 600 W AW1 600 AW2 ) Buffer .‘.\\'E Buﬂ”er» DNA
;00 l VX Buffer aktanids Buffer eklendi Buffer eklendi cklenmeden 50 ul eklendi

350 4 ACB Bufer santrifti edildi

Sekil 5. Spin kolon metoduyla DNA izolasyonu.

3.2.3. Real Time PCR Analizi

Fotal doku ve plasenta numunelerinde C. burnetii varliginin arastirilmasinda ilk olarak
real time PCR analizi gercgeklestirildi. Toplam 108 adet aborte fotal numunenin real time PCR
analizinde IS1111 gen bolgesini hedef alan primer-prob dizaynina sahip Klee ve ark. (2006)

metodu referans alinarak analiz gerceklestirildi.

Reaksiyon toplam hacmi 25 pl olacak sekilde; 7,5 pl niikleaz ari H20, 1 pl forward
primer (10uM), 1 pl reverse primer (10uM) tizerine 10 pl FastStart master miks, 0.5 pl
Tagman probe (4uM) ve 5Sul kalip DNA bilesenlerinden olusturuldu. PCR amplifikasyonu,
Real time PCR cihazinda (HiMedia Insta Q96) gerceklestirildi. Termal dongii, 95°C’de 10
dakika denatiirasyon ve 95°C’de 3 saniye, 60°C’de 30 saniye ve 72°C’de 1 saniye olacak
sekilde 45 dongliden olusan amplifikasyon asamasindan olusturuldu. Amplifikasyon
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sonrasinda esik degeri (tresholt cycle: CT) degeri 34 ve asagisindaki 6rnekler pozitif olarak
kabul edildi. ADN Cb NM/2017 09 P6 kodlu Coxiella burnetii Nine Mile susu DNA’s1 pozitif
kontrol, ultra saf (FastStart master mix igerigi) su ise negatif kontrol olarak numuneler ile

birlikte analiz edildi.

3.2.4. Nested PCR Analizi

Real time PCR analizi sonrasinda pozitif olarak belirlenen numuneler Coxiella burnetii
varliginin arastirilmasinda 1S1111 gen bolgesini hedef alan Cumbassd ve ark. (2015)
metoduna uygun sekilde nested PCR analizi gergeklestirildi. Her analizde 1 adet pozitif

kontrol, 1 adet negatif kontrol analize dahil edildi.

Ik PCR analizinde Transl ve Trans2 primerleri kullanilarak 687 bp’lik gen bolgesi
amplifiye edildi. Reaksiyon 0,2 ml hacimli reaksiyon tiiplerinde hazirlandi. Reaksiyon i¢in
kullanima hazir Qiagen hotstart master mix kiti protokoliine gore gergeklestirildi. Reaksiyon
toplam hacmi 25 pl olacak sekilde; 12,5 pl hotstart master mix, 2,5 pul numune DNA 6rnegi, 1
pl Transl primer (10 mikromolar), 1 pl Trans2 primer (10 mikromolar), 8 pl ultra saf su
eklenerek hazirlandi. PCR 1s1l dongiileri touchdown metoduna gore gerceklestirildi. Ilk
denaturasyon 95°C’de 15 dakika, 94°C’de 30 saniye, her dongiide 1°C diisiiriilecek sekilde
66°C’den 61°C’ye 1 dakika distiriildii, 72°C’de 1 dakika olacak sekilde ilk 6 dongii
gerceklestirildi. Sonrasinda 94°C’de 30 saniye, 61°C’de 30 saniye, 72°C’de 1 dakika olacak
sekilde 35 dongii gerceklestirildi. Son uzama ic¢in 72°C’de 5 dakika 1s1l islem gergeklestirildi.
PCR analizi sonucunda amplifikasyonun gergeklesip gerceklesmedigi jel elektroforezi ile

belirlendi.

Birinci PCR analizinde (Transl ve Trans2 amplikasyonu) 687 bp’de elde edilen
amplikonlardan ikinci basamak Trans3, Trans4 primerleri ile ikincil PCR gerceklestirilerek

243 bp boyutunda amplifikasyon i¢in analiz edildi.

Reaksiyon 0,2 ml hacimli reaksiyon tiiplerinde hazirlandi. Reaksiyon i¢in kullanima
hazir Qiagen hotstart master mix kiti protokoliine gore gerceklestirildi. Reaksiyon toplam
hacmi 25 pl olacak sekilde; 12,5 pl hotstart master mix, birinci PCR test amplikonundan 2,5
ul, 1 pl Trans3 primer (10 mikromolar), 1 pl Trans4 primer (10 mikromolar), 8 pl ultra saf su
eklenerek hazirlandi. PCR 1s1l dongiileri touchdown metoduna gore gerceklestirildi. Ilk
denaturasyon 95°C’de 15 dakika, sonrasinda 94°C’de 30 saniye, 61°C’de 30 saniye, 72°C’de
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1 dakika olacak sekilde 40 dongii gerceklestirildi. Son uzama i¢in 72°C’de 5 dakika 1s1l islem
gerceklestirildi. ADN Cb NM/2017 09 P6 kodlu Coxiella burnetii Nine Mile susu DNA’s1

pozitif kontrol, ultra saf su ise negatif kontrol olarak numuneler ile birlikte analiz edildi.

3.2.5. Jel Elektroforez

Agaroz jelde elektroforez isleminde %]1,5 oranindaki agaroz kullanildi. Jel, 30 ml 1X
TAE buffer soliisyonu bulunan beher icerisinde 0,45 g agaroz eklendi ve mikrodalga firininda
(Beko marka) agaroz tamamen homojen hale gelinceye kadar 1s1l igslem uygulandi. Homojen
hale gelen agaroz igerisine 1 pl etidyum bromid eklendi. Agaroz jel tankina tek seferde
aktarildi ve kuyucuklarin olusmasi i¢cin 20 gozlii tarak aparati tanka eklenerek agaroz

donuncaya kadar oda sicakliginda ¢eker ocak igerisinde bekletilerek hazirlandi.

Nested PCR’da birinci PCR analizinde elde edilen ara firiinlerin varligi ve testin
calistiginin konfirmasyonu amaciyla ve ikinci PCR sonrasinda elde edilen amplikonlarda
pozitiflik ve negatifligin degerlendirilmesinmde %]1,5 oraninda hazirlanmis olan agaroz jelde
elektroforez islemi yiiriitiildii. Her PCR tiipiinden 5 pl PCR iirlinti, 1 pl DNA loading dye
parafin film {izerinde mikropipet ile karistirildiktan sonra tiim hacim jelde belirlenen
kuyucuga aktarildi. Her yiirlitmede numuneler haricinde 20 adet kuyucuk icerisinde 1 adet
pozitif kontrol, 1 adet negatif kontrol ve 2 adet 100-1000 bp DNA ladder kullanildi. Birinci
PCR analizinde pozitif kontrol kuyucugunda 687 bp’de bant gdzlenmesi, negatif kontrol
kuyucugunda herhangi bir bant goriilmemesi durumu testin ilk asamasinin gegerli oldugunu
gosterdi. Daha sonrasinda ikinci PCR reaksiyonu sonucunda pozitif kontrol ve real time
PCR’da C. burnetii pozitif tespit edilmis numunelerin yiiklendigi kuyucuklarinda 243 bp’de

bant goriilmesi pozitif olarak kabul edildi.

3.2.6. MLVA

Real Time PCR ve Nested PCR analizlerinde pozitif olarak tespit edilen DNA
orneklerinde bulunan C. burnetii’nin genotipik varyasyonlarimin belirlenmesinde MS23,
MS24, MS27, MS28, MS33 ve MS34 olmak tlizere 6 lokustaki analizi i¢in Klaassen ve
digerleri, (2009) ve Tilburg ve digerleri, (2012) metotlarina uygun olarak MLVA analizi
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yiriitiildi. Reaksiyonlar 20 pl hacminde olacak sekilde, 10 pul HotStartTaq Master Mix
(Qiagen), 6 ul deiyonize distile su, 0,5 pM primer, 2 pl 6rnek DNA olacak sekilde 0,2 ml’lik
tiipler icerisinde hazirlandiktan sonra thermal cyclerda 95°C’de 15 dakika ilk denaturasyon
sonrasinda, 95°C’de 30 saniye, 60°C’de 45 saniye ve 72 °C’de 90 saniye olacak sekilde 40
dongli yapildi. Son uzama evresi icin 72°C’de 7 dakika uygulandi. Elde edilen PCR
tiriinlerinin analizleri icin ABI 3130 XL kapiller elektroforez cihazinda yiiriitme yapildi.
Yiirlitme esnasinda uygun floresan ile isaretli primerlerin bagli oldugu PCR firiinlerinin baz
boyutlar pik olarak alindi. Elde edilen iiriin boyut degerleri lokusta tekrar eden baz sayisi ve
iiriin boyutuna gore degerlendirilerek her bir pozitif drnekteki her lokusta tekrar sayilari

belirlenerek susa 6zgli MLV A profili olusturuldu.

Olusan MLVA profilleri Past programi kullanilarak, Unweighted pair group method
with mathematical averaging (UPGMA) yontemi ve suslar arasindaki iliski tekrarlara dayali
“Dice” benzerlik katsayisina gore degerlendirildi (Aslan ve Nagiyev 2015). Benzerlik
katsayist % 95 olan suslar tek genotip olarak kabul edildi. Past yazilimindan alinan nexus

dosyalar1 iTOL programina aktarilarak dendrogram olusturuldu.
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4. BULGULAR

4.1. illere gore numune ve hayvan tiirleri

Sunulan tez caligmasinda Pendik Veteriner Kontrol Enstitlisi Miidirliigli ¢alisma ve
sorumluluk alan1 icerisinde bulunan Istanbul, Edirne, Kocaeli, Bursa, Balikesir, Canakkale,
Kirklareli, Tekirdag, Yalova, Diizce, Sakarya ve Bilecik illerinden alinan toplam 108 adet
aborte fetiis ve plasenta orneklerinde C. burnetii varligi arastirildi. Incelemeye alinan
numunelerin illere gore dagilimi Tablo 11°de gosterildi. Sigir fotal 6rneklerinin en yliksek
sayida alindigi iller Balikesir ve Edirne illeri olup iki ilden alinan numune sayis1 toplam sigir
fotal numune sayisinin yaklasik 1/3’1 kadar oldugu belirlendi. Arastirmada en yiiksek sayida
koyun fotal 6rnekleri alinan iller; Tekirdag (%17) ve Balikesir (%15) illeridir. Kegci fetiis ve
plasenta ornekleri yalnizca Canakkale (%37,5), Kirklareli (%37,5) ve Edirne (%25) olmak

lizere 3 ilden alind1. Manda 6rnekleri ise yalnizca Istanbul’dan alindu.

Tablo 11. C. burnetii analizi i¢in alinan numunelerin illere gore dagilimlar.

Il Sigir Koyun Keci Manda Toplam
Istanbul 3 4 0 4 11
Edirne 5 8 2 0 15
Kocaeli 3 6 0 0 9
Bursa 4 8 0 0 12
Balikesir 5 10 0 0 15
Canakkale 2 5 3 0 10
Kirklareli 3 9 3 0 15
Tekirdag 2 11 0 0 13
Yalova 1 1 0 0 2
Diizce 2 1 0 0 3
Sakarya 1 1 0 0 2
Bilecik 1 0 0 0 1
TOPLAM 32 64 8 4 108

Sunulan tez caligmasinda toplam 108 adet aborte fetiis ve plasenta 6rnegi analiz edildi.
Hayvan tiirlerine goére incelenen numune sayilarinin dagilimlart Sekil 5 ile gosterildi.

Numunelerin alindigi hayvan tiirleri incelendiginde koyun oOrnekleri tiim incelenen
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numunelerinin  %59,2 (64/108)’unu olusturdu. Sigir numuneleri %29,6 (32/108), keci
numuneleri %7,4 (8/108) ve manda numuneleri %3,7 (4/108) oraninda oldugu belirlendi.

NUMUNE SAYISI

Kegi; 8

Sigir; 32

Manda; 4

Sekil 6. Numune sayilarinin hayvan tiirlerine gére dagilimi.

4.2. Real time PCR bulgular:

Toplam 108 adet evcil ruminanta ait aborte fetiis ve plasenta drneklerinin real time PCR
analizleri gergeklestirildi. Real time PCR analizinde esik degeri (threshold cycle; CT) 34 ve
altindaki pikler pozitif olarak degerlendirildi. Analiz sonucunda numunelerin % 16,7 (18/108)
numunede C. burnetii’ye spesifik DNA tespit edildi. Analiz sonucunda tespit edilen
pozitiflikler ile hayvan tiirlerine gore dagilim Tablo 12’de gosterildi. Kecilerden alinan
numunelerdeki pozitiflik diger hayvan tiirlerine nazaran %25,0 oranindaki pozitiflik ile en
yiiksek pozitiflik tespit edilmis olup pozitiflik biiyiiklgiine gore sirasiyla koyunlarda %20,3,
sigirlarda %9,4 olarak tespit edildi. Mandalarda herhangi bir pozitiflik belirlenmedi.

Tablo 12. Hayvan tiirlerine gore pozitif ve negatif kayitlarin ylizde dagilimi.

Hayvan Tiirti Toplam Numune  Negatif Numune  Pozitif Numune Yiizde Pozitif
Sigir 32 29 3 9,4
Manda 4 4 0 0
Koyun 64 51 13 20,3
Kegi 8 6 2 25,0
Toplam 108 90 18 16,7
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Ornek alinan illerdeki Q hummasi pozitifligi ela alindiginda tespit edilen pozitiflik
sayisinin illere gore dagilimlar1 Tablo 13’de gosterildi. C. burnetii tespit edilen iller arasinda
%33,3 Kirklareli’den alman numunelerde en yiiksek oranda pozitiflik belirlendi. Istanbul,
Kocaeli, Yalova, Diizce, Sakarya ve Bilecik illerinden alinan numunelerde herhangi bir

pozitiflik tespit edilmedi.

Tablo 13. Illere tiirlerine gore pozitif ve negatif kayitlarin yiizde dagilimi.

Il Toplam Numune Negatif Numune  Pozitif Numune Yiizde Pozitif
Istanbul 11 11 0 0
Edirne 15 12 3 20,0
Kocaeli 9 9 0 0
Bursa 12 11 1 8,3
Balikesir 15 11 4 26,7
Canakkale 10 8 2 20,0
Kirklareli 15 10 5 33,3
Tekirdag 13 10 3 23,1
Yalova 2 2 0 0
Diizce 3 3 0 0
Sakarya 2 2 0 0
Bilecik 1 1 0 0
Toplam 108 90 18 16,7

Real time PCR analizleri sonucunda orneklerin CT degerleri 14,69 ile 30,05 arasinda
oldugu tespit edildi. Numunelerin CT degerleri ve NanoDrop Test Sonuglari Tablo 14°de

gosterildi. Real Time analiz sonuglarina ait grafik Sekil 7°te verildi.

Tablo 14. Numunelerin CT degerleri ve NanoDrop test sonuglari.

Numune . 260/280 260/230
Numune kodu numarasi 1 Hayvan Tiirii CT NanoDrop NanoDrop
Chu 1l 19 Balikesir Sigir 16,91 1,85 2,38
Cbu 2 57 Bursa Sigir 30,05 1,63 1,26
Chbu 3 85 Edirne Sigir 23,84 1,94 2,10
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Chu 4 52
Cbhub 17
Chu 6 71
Chu7 24
Chus8 98
Cbu9 27
Cbu 10 31
Chu 11 18
Cbu 12 47
Cbu 13 104
Chu 14 48
Cbu 15 14
Chu 16 101
Cbu 17 5

Cbu 18 81
Pozitif Kontrol PK
Negatif Kontrol NK

Balikesir
Balikesir
Balikesir
Canakkale
Edirne
Edirne
Kirklareli
Kirklareli
Kirklareli
Kirklareli
Tekirdag
Tekirdag
Tekirdag
Canakkale
Kirklareli

Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Koyun
Kegi
Kegi

19,76
28,5
25,6

22,04

24,00

29,05

19,54

21,31

24,51

28,61

21,34

27,68

14,69

19,06

19,21

11,47

1,83
1,89
1,78
1,63
1,96
1,55
1,92
2,01
2,00
1,85
1,94
1,80
1,86
1,99
2,09

2,05
2,06
2,11
2,03
2,00
0,90
1,63
1,35
1,98
1,86
1,96
2,01
1,99
1,69
2,12
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4.3. Nested PCR bulgulari

Real time PCR analizi sonucunda pozitif olarak tespit edilen 3 adet sig1ir, 13 adet koyun

ve 2 adet keci olmak tizere toplam 18 adet numune nested PCR ile tekrar analiz edildi. IS1111

gen bolgesine spesifik Transl, Trans2, Trans3 ve Trans4 primerleri ile analiz edilen 18

numunede real time PCR analizi ile benzer sekilde pozitif olarak belirlendi. Trans 1 ve Trans

2 analiz sonucunda hayvan tiirleri ile numunelerin alindig illere gore pozitiflik dagilimi Tablo

15°de gosterildi. Sigir Orneklerinin incelemelerinde yalnizca Edirne, Bursa ve Balikesir

illerinde pozitiflik belirlendi. Koyun 6rneklerinde Edirne, Balikesir, Canakkale, Kirklareli ve

Tekirdag, ke¢i 6rneklerinde ise Canakkale ve Kirklareli illerinde pozitiflik belirlendi. Nested

PCR Trans 1 ve Trans 2 analiz sonucunda elde edilen 687 bp’de elde edilen pozitif bantlarin

agaroz jel goriintiisii Resim 2’de gosterilmistir.

Tablo 15. Illere ve tiirlere gére numune ve pozitiflik sayilari.

il Sigir Koyun Kegi Manda
N n N n N n N n
Istanbul 3 0 4 0 0 0 4 0
Edirne 5 1 8 2 2 0 0 0
Kocaeli 3 0 6 0 0 0 0 0
Bursa 4 1 8 0 0 0 0 0
Balikesir 5 1 10 3 0 0 0 0
Canakkale 2 0 5 1 3 1 0 0
Kirklareli 3 0 9 4 3 1 0 0
Tekirdag 2 0 11 3 0 0 0 0
Yalova 1 0 1 0 0 0 0 0
Diizce 2 0 1 0 0 0 0 0
Sakarya 1 0 0 0 0 0 0
Bilecik 1 0 0 0 0 0 0 0
TOPLAM 32 3 64 13 8 2 4 0
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Ladder PK NK Chl Cu2 Cb3 Cb4 Cb5 Cb6 Cb7 Cb8 Cbl0 Cbll Cbl2 Cb13 Cbl4 Cb9 Cbl5 Cbl6 Cbl7 Cb18 Ladder

Resim 2. Nested PCR Trans 1 ve Trans 2 analiz sonucunda elde edilen agaroz jel goriintiisii.
PK: Pozitif Kontrol; NK: Negatif Kontrol; Cb1-18: Real Time analizde pozitif olarak
kaydedilen numunlerin Nested PCR analiz ¢alismasi.

4.4. MLVA Analizi

Real time PCR ve Nested PCR analizleri sonucunda C. burnetii pozitif olarak tespit
edilen 18 adet 6rnekte bulunan C. burnetii’lerin molekiiler epidemiyolojisinin incelenmesi
amacityla MLVA analizi gergeklestirildi. C. burnetii kromozomal DNA’s1 {lizerinde MS23,
MS24, MS27, MS28, MS33 ve MS34 lokuslarinda tekrar eden gen bolgelerinin tekrar sayilari
belirlendi. Incelenen 18 adet pozitif &rnek igerisinden yalmzca Cbu 2 ve Chu 9 kodlu
numunelerde  MLVA analizinin degerlendirmelerinde uygun sonu¢ almmadigi igin
degerlendirme dis1 tutuldu. Real Time PCR’da sirasiyla CT: 30,05 ve 29,05 deger veren Cbu2
ve Cbu9’un, Nested PCR’da da ilgili numunelerin bant 1simalarin azlig1 dikkat ¢ekti. Bu 2
ornek arasinda meydana gelen silinme isleminin, MLVA tiplemesi sirasinda bu isaret¢ide
gozlemlenebilecek amplifikasyon hatalarin1 aciklayan ms26 kaybiyla sonuglandigini

gostermektedir.

Diger 16 adet pozitif 6rnekte MLV A profillerine ait genel veriler Tablo 16°de verildi.
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Tablo 16. 16 adet pozitif 6rnekte MLV A profillerine ait genel veriler.

Numune il Hayvan

kodu tiiri MS23 MS24 MS27 MS28 MS33 MS34
Chu1l Balikesir Sigir VI 6 15 2 7 12 11
Cbu 3 Edirne Sigir VI 6 13 4 4 8 6
Cbu 4 Balikesir Koyun VI 6 13 4 3 7

Cbu5 Balikesir ~ Koyun I 6 0 4 4 0

Cbu 6 Balikesir Koyun \Y/ 3 9 4 5 0 2
Cbu 7 Canakkale Koyun VI 6 13 3 7 9 12
Cbu 8 Edirne Koyun IV 5 15 5 0 8 7
Cbu 10 Kirklareli ~ Koyun VI 3 16 9 2 7 3
Cbu 11 Kirklareli  Koyun VI 6 13 3 7 9 11
Cbu 12 Kirklareli ~ Koyun VI 6 13 3 7 9 11
Cbu 13 Kirklareli ~ Koyun I 6 0 4 5 0 4
Cbu 14 Tekirdag ~ Koyun |1l 0 13 4 3 7 2
Cbu 15 Tekirdag Koyun I 0 0 5 4 8 8
Cbu 16 Tekirdag  Koyun VI 6 13 3 7 10 9
Cbu 17 Canakkale Keci VI 6 12 4 4 8 8
Cbu 18 Kirklareli Keci VI 6 13 2 7 11

Elde edilen MLVA genotip profillerine gére dendrogram olusturuldu ve 16 adet pozitif

ornekte 6 genotip grubu tespit edildi. Genotip gruplar arasinda en biiyiikk grubun VI. grup

oldugu belirlendi. Pozitif drneklerin %62,5 (10/16)’1 VI genotip grubunda oldugu belirlendi.

Biiytik kism1 koyun 6rnekleri tarafindan olusan VI genotip grubu igerisinde sigirlardan alinan

aborte fetiis ve plasenta 6rneklerinin ikisi de yerlesim gosterdi.
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Chu 15 Tekirdagd Koyun
|Cbu 13 Kirklareli Koyun
ICbu 5 Balikesir Koyun
Chu 14 Tekirdag Koyun.
Cbu 8 Edirne Koyun
Cbhu 6 Balikesir Koyun
Chu 18 Kirklareli Kegi
Chu 17 Canakkale Kegi
Cbu 16 Tekirdag Koyun
Cbu 12 Kirklareli Koyun
Cbu 11 Kirklareli Koyun
Cbu 10 Kirklareli Kayun
Cbu 7 Canakkale Koyun
Cbu 4 Balikesir Koyun
Cbu 1 Balikesir Sigir
Cbu 3 Edirne Sigir

Resim 3. 16 adet numuneye ait MVLA analiz sonucunda olusan gruplar.

MLVA analizi sonuncunda olusturulan gen lokus gruplarinin ¢ember diyagramina ait

goriintli EK.1°de sunulmustur.
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5. TARTISMA

Yeni Zelanda ve Antartika disinda diinya capinda yaygin olan ve zoonotik, zorunlu
hiicre i¢i bir bakteri olan Coxiella burnetii’nin neden oldugu Q hummasi, insanlarin yani sira
basta sigir, koyun ve kegiler olmak iizere evcil ruminant hayvanlarda abortlara neden olan
ajandir. Q hummasi, diinya ¢apinda hem veterinerlik hem de halk sagligi agisindan endise
verici bir hastaliktir. Insanlar tipik olarak, hayvanlar veya hayvansal iiriinler tarafindan
tiretilen bulasic1 aerosolleri ve kontamine tozu soluyarak Q hummasi hastaligini alirlar.
Bununla birlikte, dogal rezervuarlarin araligi genistir. Hem vahsi hem de evcil memelileri,

kuslar1 ve keneler gibi eklembacaklilari igerir (Maurin ve Raoult, 1999).

Yaklasik 40 kene tiirtiniin Coxiella burnetii etkenini gerek vertikal (transovarial)
bulagma yollariyla gerekse de horizantal (1sirik, digki vs. ile sagilimlarla) bulagma yollariyla
memelilere ve kuslara bulastirabilirler. Enfeksiyon etkeninin dogal dongiisiinde iireyip
cogalmasi igin enfekte keneler 6nemli role sahiptirler (Parola ve Raoult, 2001). Amerika
Birlesik Devletleri Georgia Universitesi'nde yapilan bir calismada; ¢iftlik hayvanlar1 ve
barinaklardan farkl: tiirlerde toplanan 450 adet kenelenin PCR metoduyla analizi sonucunda
144 adedinde Coxiella burnetti etkeninin DNA dizisine rastlanmistir. Her hayvandan bir kene
olarak yapilan c¢alismadan 450 hayvan iizerinden degerlendirildiginde oran %32 olarak
istatistik edilmis. Bu da kene ile parazitlenmis hayvanlarin %32’inde Q hummasi hastaligini
oldugunu gostermektedir (Smoyer, 2006). Benzer bir ¢alisma 2011 yilinda Almanya’da
calisilmis buna gore; Ixodes ricinus keneleri tizerine yogunlasmislardir. Calismada 277 erkek
ve 293 kadin insandan toplanan kenelere ilaveten 430 adet de ¢iftlik hayvanlarindan toplanan
Ixodes kenelerinin analizi gergeklestirilmis. Toplam 1000 adet kene numunesinin 19 adedinde
(%1.9 istatistiksel oraniyla) PCR yontemiyle Coxiella burnetii etkeni tespit edilmistir
(Hildebrandt ve digerleri, 2011). 2009 yilinda Ispanya’da 443 adedi ciftlik hayvanlarindan
toplanan toplam 1482 adet kene 6rneginin PCR ile yapilan tespit ¢alismasinda 95 adedinin
pozitif bulunmasi ve %6.4’liikk oranin kenelerin Q hummasi etkenini sagmasinda ne kadar
onemli rol aldigin1 gostermektedir (Toledo ve digerleri, 2009). Keneler iizerinde yapilan bir
calisma da Kibris Rum Kesimi’ne aittir. Nicosia, Limassol, Larnaka, Famagusta ve Paphos
sehirlerinden toplanan toplamda 141 kene numunesinin 11 adetinde Coxiella burnetii varlig
tespit edilmis ve oran %7.8 olarak verilmistir. Ayni1 calismada, IFA yontemiyle yapilan

serolojik arastirmada kenelere maruz kalmis kalmis 417 adet keginin 201 adedinde (%48.2);
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481 adet koyunun 91 adedinde (%91); 75 adet sigirin 18 adedinde (%18) seropozitif sonuglar
elde edilmistir. Calismada sunulan verilerde IFA yontemiyle Avrupa ve Kuzay Afrika
Ulkelerinde yapilan calismalardaki seropozitif vakalar da karilastirilmis. Buna gore italya’da
ciftlik hayvanlarinda bu oran %6.1; Fransa’da %4.03; Yunanistan’da %38.1; Misir’da %32;
Fas’ta %18.3 ve Tunus’ta %26 olarak verilmistir (Psaroulaki ve digerleri, 2006). Ulkemizde
yapilan caligmalar da iilkemizin 7 bolgesi toplam 38 ilinden toplanan 2472 kene Ornegi
Nested PCR, Hfrag 1 ve Hfrag 2 primeriyle analiz edilmis, ilk turda elde edilmesi gereken
508 bp’lik bantlar gélenmis ancak ikinci turda kullanilan HF1 ve HF2 primeriyle elde
edilmesi gereken 183 bp’lik bantlar ya silik ya da hi¢ gdzlenmemistir. Sadece 1.turdan elde
edilen sonuglar rapor edilmistir. Buna gore Denizli Ilinden gelen kene grup orneklerinde 6
grubu; Ankara Ilinden gelen kene grup &rneklerin 1 grubu etken pozitif tespit edilmistir. Elde
edilen 7 adet pozitif DNA’m Nine Mile susu ile ayni profilde oldugu PCR-RFLP ile ortaya
konumustur. (Tirkiye Atom Enerjisi Kurumu Teknik Raporu, 2010).

Coxiella burnetii’nin teshisinde serolojik yontemler sikliklar kullanilmaktadir. Bu
yontemlerin baslicalar1 da ELISA, IFA, CFT ve MAT testleridir. Peter ve arkadaslarinin
1987°de yaptiklar1 ¢aligmada serolojik testler arasindaki duyarliligi belirlemistir. Buna gore
CFT testinin %78’lik duyarliligina karsin IFA yonteminde duyarlilik %91 iken ELISA’da bu
oran %94 olarak belirtilmistir. Siirii taramalarinda ELISA yo6nteminin giivenilirliginden
bahsedilmistir (Peter ve digerleri, 1987). Ulkemizde Ugur Parin’a ait tez calismada 600 adet
ornekle calisilmis ve ELISA yontemiyle 140 adet pozitiflik (%23.33), IFA yontemiyle 148
adet pozitiflik (%24.66), PCR ile 214 adet pozitiflik (%34.66) elde etmistir. Elde ettigi
sonuglar 1sinda ELISA metodunun kan serumundan Coxiella burnetii varliginin arastirmasi

i¢in uygun bir yontem oldugundan bahsetmistir (Parin, 2011).

Hastalik etkeninin izolasyonun zahmetli, pahali ve BSL-3 laboratuvar1 gibi yiiksek
giivenlikli laboratuvarlara ihtiya¢ duymasindan otiirli, hayvansal dokulardan tespitinin en
giivenilir ve pratik yolu PCR analizleri gosterilmistir. Bu ¢alismada IS1111 sekans dizisi, C
burnetii'nin ¢oklu bircok kopyasini sundugu ve ozellikle tek kopya hedefleri iizerinde
potansiyel olarak yiiksek hassasiyete sahip oldugundan PCR hedefi olarak secilmistir. Bu
nedenle bir¢ok iilkede hem beseri hem de veteriner tan1 yontemlerinde PCR testleri i¢in hedef

gen bolgesi olarak se¢ilip uygulanmaktadir (Hoover ve digerleri, 1992).

Ulkemizde sigir abortlar1 iizerine yapilan arastirmalar degerlendirildiginde;
Kiigiikkalem ve ark., (2013) yilinda Erzurum Bélgesinde yaptiklari calismada; 100 adet biiyiik
ruminant abort materyali Sod gen bolgesiyle PCR metoduyla ¢alisilmig ve 6 adet Coxiella
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burnetii tespit edilmistir. Aydin Bdlgesinde yapilan ¢alismada Kirkan ve arkadaslari ise
IS1111 bolgesini hedef alaran PCR analizi yaptiklar1 ¢alismadan 138 adet Q hummas: siipheli
hayvan kan serumu 6rneginin 6 adedinde (%4.3) Coxiella burnetii varligini tespit etmislerdir
(Kirkan ve digerleri, 2008). 2018 yilinda Com 1 gen bolgesiyle Urfa yoresinde 227 adet
ruminant atiklarindan olusan 6rneklerle yapilan bir PCR ¢alismasinda ise 132 adet sigir atik
orneklerinden tespit edilen pozitiflik oran1 %1.5 olarak bulunmustur (Giirbilek ve digerleri,
2018). 2009 — 2011 yillar1 arasinda Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii
Miidiirliigii'niin sorumluluk alaninda yer alan 12 Ilden gelen 102 adet s181r 4 adet si181r etken

pozitif (%3.92) tespitler yapilmistir (Glinaydin ve digerleri, 2015).

IS1111 gen bolgesiyle Portekiz’de yapilan c¢alismada sigir, koyun ve keci abort
materyalleri kullanilmis, sirasiyla 5/29 (%17.2), 9/25 (%36) ve 15/37 (%40.4) pozitif DNA
tespit edilmistir (Clemente ve digerleri, 2009). 1997°de Japonya’da 92 adet infertilite, metritis
ve mastitis hastaliklarindan siipheli sigir siit ve kan serumu Orneklerinden yapilan ¢aligmada;
infertilete problemi yasayan ineklerin 2 adet kan serumu (%2.2) ve 19 adet siit numunesi
(%20.4); metiritis ve mastitis olan ineklerin 6 adet kan serumu (%5.3) ve 32 adet siit
numunesi (%28) PCR C. burnetii pozitif olarak kayit edilmistir. Siitlerin toplamda 51
adedinde (%24.6) pozitif iken kan serumlarinin da toplamda 8 adedinde (%3.9) DNA tespit
edilmistir (To ve digerleri, 1998). 2017 yilinda Misir’da sigir, koyun, kegi ve mandalardan
plasenta ve vajinal swap orneklerinden ¢aligma yapilmis. Calismada IS1111 gen bdlgesi PCR
ile analiz edilmis ve 26 adet sigir, 27 adet koyun, 29 adet ke¢i, 26 adet mandaya ait
numelerden sadece 1 adet kegiye ait Ornekten pozitiflik kaydetmislerdir (Abdel-Moein ve
digerleri, 2017).

Ulkemizde Q hummasmin koyunlardaki varligi ve yaygmhigi iizerine yapilan
aragtirmalar degerlendirildi. Urfa yoresinde 72 adet koyun atik orneklerinden tespit edilen
pozitiflik oran1 %2.7 olarak bulunmustur. Com 1 geninden yapilan bu ¢aligmada hem Real
time PCR metodu hem de Konvansiyonel PCR metodu paralel ¢alisilmis ve pozitiflik
sonuglart aynt ¢ikmigtir (Giirbilek ve digerleri, 2018). Erzincan. Erzurum ve Agr illerinden
2020’de koyunlardan alinan 271 er adet kan serumu ve siit numunelerine ELISA yontemiyle
bakilmis, sonucunda kan orneklerinde %24.3, siit 6rneklerinde % 12.2 oraninda Q hummasi
yoniinden seropozitiflik yakalanmistir. Ayni ¢alismada numune alinan isletmenlerden alinan
siitlerle peynir imalatt yapilan isletmeden 90 adet peynir Ornegi almmis ve IS1111
bolgesinden konvamsiyonel PCR testi yapilmis, % 5.6 oraninda pozitiflik tespit edilmistir
(Yanmaz, 2021). 2009 — 2011 yillar1 arasinda Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma
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Enstitiisii Miidiirliigii’niin sorumluluk alaninda yer alan 12 flden gelen 45 adet koyun abort
mide igeriklerinden yapilan IS1111 hedef gen bdlgesinin konvensiyonel PCR ile yapilan
calismasinda alinan sonuglara gére 5 adet koyun etken pozitif (%11.11) tespitler yapilmistir

(Gtinaydin ve digerleri, 2015).

fran'da abort edilen kiiciikbas hayvanlarda C. burnetii prevalans oran1 (%15.47), kuzey
Ispanya'dan (%9) (Oporto ve digerleri, 2006) ve italya'dan (%10) (Masala ve digerleri, 2004)
daha yiiksektir, ancak Hollanda'dan daha diisiik (%80'e kadar) (Roest ve ark., 2011) ve Iran'da
abort edilen keci fetiislerinde C. burnetii prevalans oranlar1 (%20.43) Birlesik Krallik'tan
(%25) daha yiiksektir (Jones ve ark., 2010) ve Hollanda'dan (%80'e kadar) (Roest ve digerleri,
2011) ve Italya'dan (%21,5) daha diisiiktiir (Parisi ve digerleri, 2006).

Keci abort orneklerinde C. burnetii poztiflik oram1 {izerine iilkemizde yapilan
arastirmalar arasinda, 2018 yilinda Urfa’da yiiriitilen bir arastirmada 23 adet kegi atik
orneklerinden tespit edilen pozitiflik oran1 %1.8 olarak bulunmustur (Gilirbilek ve digerleri,
2018). Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisi Midirligi’ntin  sorumluluk
alaminda yer alan 12 Ilden gelen 5 adet kegi abort mide igeriklerinden yapilan IS1111 hedef
gen bolgesinin konvensiyonel PCR ile yapilan calismasinda alinan sonuglara gore 2 keci
etken pozitif (%40) tespitler yapilmistir (Gilinaydin ve digerleri, 2015). 2009 yilinda
Ispanya’da kiiciik ruminantlardan yapilan PCR calismasinda 35 adet koyun ve 23 adet kegi
aborte materyali C.burnetti, C.abortus ve Salmonella abortus ovis etkenleri igin analiz
edilmistir. Koyunlarda 4 adet, kegilerden de 4 adet olmak iizere toplamda 8 adet Coxiella
burnetii tespit edilmistir. Yiizde oranlar1 ise koyunlarda %11.4 ve kegilerde ise %17.4 olarak
belirtilmistir (Navarro ve digerleri, 2009).

Q hummasinin mandalarda varlig1 iizerine lilkemizde ¢ok fazla yayina rastlanilamadi.
Giinaydin ve Petekkaya’nin Afyon’dan gelen 92 adet manda kan serumundan ELISA ve
Tochdown PCR yontemiyle Q hummasi etkeni arastirilmis; 8 adedinin (%8.69) kan
serumunda C.burnetii antikoru ELISA yontemiyle tespit edilmis ancak higbir numunede
DNA ’ya rastlanmamustir. 2019 yilinda Iran’da manda ve sigir siitlerinde IS1111 gen bélgesini
Nested PCR ile ¢alisan Khadeni ve arkadaslar1 toplam 840 adet ¢ig siit 6rnegi almislar. 142
adet (%16,9) toplam pozitiflik kaydeden arastirmacilar, sigirda 61 adet (%14,6) pozitiflik
tespit ederken manda da ise 81 adet (%19,3) ile daha yogun pozitiflik tespit etmislerdir
(Khademi ve digerleri, 2019). Hindistan’da 2019 yilinda yapilan bir ¢aligmada 232 adet
manda siitii toplanmig, IS1111 geniyle Trans PCR yontemi uygulanmis ve 2 adet (%0,86)
pozitiflik kaydedilmistir (Keshavamurthy ve digerleri, 2019). 2009 yilinda Italya manda atik
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materyalleri ile kapsamli bir ¢aligma yapilmis. Calismaya gore aborte fetlis numunelerinden
95 adet beyin, 112 adet karaciger, 86 adet mide igerigi, 121 adet dalak ve 59 adet plasenta
ekstrakte edilmis one-tube Nested PCR ile IS1111 gen bdlgesine bakilmis. Toplamda analiz
edilen 473 doku 6rneginin 15'inde (%3.17) C. burnetii transpozon benzeri elemente karsilik
gelen, beklenen boyutta (200 bp) bir amplikon elde edilmis. Pozitif numuneler arasinda
plasenta, % 53.4’lik bir oranla pozitif sonuglarin en yiiksek oranda goriildiigi doku kabul
edilmis. Numune toplanan manda isletmelerinin ise 14'd (%17) Coxiella burnetii igin enfekte

olarak kabul edilmistir (Perugini ve digerleri, 2009).

Ulkemizde yapilan yukarida belirtilen calismalarda Q hummas: etkeni Coxiella
burnetii’nin DNA tespitinde tespit oranlari sigir, koyun ve keg¢i i¢in %1 ile %12 arasinda yer
almaktadir. Mandayla yapilmis calismada ise herhangi bir DNA tespit edilmedi. Mevcut
calismamizda 108 adet ruminant 6rneginden Real Time ve Nested PCR kullanarak toplamda
18 adet C.burnetii DNA pozitif olarak belirlendi. Sigir 6rneklerinin 32 adedinden 3 tanesini
pozitif bularak %9,4’liikk prevalans; koyun orneklerinin 64 adedinden 13 tanesini pozitif
bularak %20,3’liik prevalans; keci 6rneklerinin 8 adedinden 2 tanesini pozitif bularak %25’lik
prevalans elde edildi. Manda Orneklerinin tamaminda C.burnetii tespiti yapilamadi. Bu
sonuglar 1s1ginda iilkemizde PCR teknikleriyle yapilan C.burnetii etken DNA tespiti
sonuglartyla paralellik gozlendi. Bu calismada gercgeklestirdigimiz sigir analizlerinde
yukaridaki ¢aligmalara gore daha diislik oranda pozitiflik tespit edildi, buna ragmen koyun ve

keg¢i analizlerindeki sonuglarda daha yakin pozitiflik orani elde edildi.

Incelenen 18 adet pozitif 6rnek igerisinden yalnizca Cbu 2 ve Cbu 9 kodlu numunelerde
meydana gelen silinme isleminin, MLVA tiplemesi sirasinda bu isaretcide gozlemlenebilecek
amplifikasyon hatalarin1 agiklayan ms26 kaybiyla sonuglandigini gostermektedir. Real Time
PCR’da sirastyla CT: 30,05 ve 29,05 deger veren Cbu2 ve Cbu9’un, Nested PCR’da da ilgili
numunelerin bant 1g1malarin azlig1 dikkat ¢ekti. Sidi-Boumedine K ve arkadaslarinin yaptigi
MLVA c¢alismasinda bizimkine benzer lokus kayitlar1 yasanmistir (Sidi-Boumedine ve
digerleri, 2015).

Sunulan tez ¢alismasinda toplam 16 adet sigir, koyun ve kegi aborte fetiis ve plasenta
orneklerindeki C. burnetii genotipik varyasyonlarinin arastirilmast MLVA ile gergeklestirildi.
Aragtirma sonucunda 16 adet pozitif dokunun 6 adet genotip gruba ayrildig: tespit edildi. I.
Genotip grubunu olusturan ve Tekirdag ilinden bir koyundan tespit edilen Cbul5 o6rnegi,
Domenico ve digerleri, (2018)’nin Italya’da koyundan tespit ettikleri C. burnetii genotipi ile

ayni grupta oldugu tespit edildi (Domenico ve digerleri, 2018). Genotip grup II igerisinde yer
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alan Kirklareli ve Balikesir illerinden alinan koyun ornekleri olan Cbu5 ve Cbul3 pozitif
ornekleri, Ispanya, Italya, Fransa ve Slovenya’da koyun ve siit &rneklerinde bulunan C.
burnetii 6rnekleri ile ayni grupta lokalize oldugu belirlendi (Tilburg ve digerleri, 2012,
Astobiza ve digerleri, 2012, Domenico ve digerleri, 2018).

Tekirdag ilinden alinan koyun ornekleri arasinda Cbul4 &rneginin olusturdugu III.
genotip yapisi, Portekiz, Italya, Ispanya, Macaristan iilkelerinde kemirgen, koyun, kegi,
yabani tavsan konaklarindan izole edilen C. burnetii’ler ile aymi grupta yerlesim gosterdi
(Cumbassa ve digerleri, 2015, Ceglie ve digerleri, 2015, Gonzales-Barrio ve digerleri, 2016,
sulyok , kreizinger ve ark 2014). Genotip IV olarak belirlenen ve Cbu8 numarali Edirne
ilinden alinan koyun aborte fetiis 6rneginde bulunan C. burnetii’nin Macaristan’da koyunda
tespit edilen C. bunetii ile ve Hollanda menseili bir siit 6rneginde belirlenen C. burnetii’nin
MLVA genotip profilinde oldugu belirlendi (Tilburg ve digerleri, 2012, sulyok, kreizinger ve
ark 2014). Arastirmada V numarali genotip yapisini gosteren Cbu6 6rnegi Balikesir ilinde
koyundan alinan &rnektir. Bu ornegin MLVA genotip profili, Portekiz, Ispanya, Italya
tilkelerinde geyik, ke¢i ve sigirlardan tespit edilen C. burnetii’lerin MLV A profilleri ile ayni
grupta oldugu belirlendi (Cumbassa ve digerleri, 2015, Gonzales-Barrio ve digerleri, 2016,

Domenico ve digerleri, 2018).

Aragtirmada bulunan en biiyiik genotip grup VI numarali genotip grubudur. Bu grupta
bulunan C. burnetii tespit edilen 6rnekler kegi, koyun ve sigirlardan alinan 6rneklerdir. Sigir
ve kegcilerde tespit edilen ve MLVA sonucu alinan tiim ornekler bu grupta lokalize oldu.
Ornekler; Edirne, Balikesir, Canakkale, Kirklareli ve Tekirdag illerinden alinan illerdir. Bu
grupta bulunan MLVA profili; Arjantin, Brezilya, Katar, Fransa, Almanya, Hollanda,
Portekiz, Slovenya, Hirvatistan, Ingiltere, Misir, Etiyopya, Macaristan, Italya, Polonya,
Rusya, Sudi Arabistan, 1spanya ve Isvicre iilkelerinde sigir, geyik, keci, insan, koyun, kene,
yabani tavsan konaklar1 ve satisa sunulan siit 6rneklerinde tespit edilen C. burnetii’lerin
MLVA profilleri ile benzer oldugu tespit edildi (Mioni ve digerleri, 2020, Tilburg ve digerleri,
2012, Racic ve digerleri, 2014, Cumbassa ve digerleri, 2015, Chmielewski ve digerleri, 20009,
Tilburg, Rossen ve digerleri, 2012, Pinero ve digerleri, 2015, Santos ve digerleri, 2012, Ceglie
ve digerleri, 2015, Gonzales-Barrio ve digerleri, 2016, Sulyok ve digerleri, 2014, Domenico
ve digerleri, 2018, Astobiza ve digerleri, 2012, Sulyok , Kreizinger ve ark 2014). Arastirmada
en bliyiik grup olarak bulunan VI. genotip grubu bir¢ok arastirmadaki genotip profil ile ayn

grupta lokalize olmasi ve bir¢ok farkli konakta bulunmasi, bu genotipin sagilimi fazla olan ve
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bolgede dominant bir genotip oldugunu desteklemektedir. Ayrica yabani ve evcil konaklarda

tespit edilmis olmasi bulasin vahsi hayvanlar kaynakli olabilecegini diisiindiirdii.
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6. SONUC VE ONERILER

Marmara Bolgesinde yer alan 12 Ilden toplanan 32 sigir, 4 manda, 64 koyun, 8 kegi
olmak tizere toplam 108 adet evcil ruminantlara ait aborte fetiis ve plasentala 6rneklerinde
C.burnetii varhiginin tespiti ve MLV A yontemiyle pozitif DNA’ya sahip numunlerin diger
Coxiella burnetii suslartyla olan iliskilerinin arastirildigi bu tez ¢alismasinda; hem Real Time
hem de Nested PCR yontemleriyle 18’er adet paralel C.burnetii DNA’s1 saptanmistir. 16
pozitifligin MLVA yontemiyle calisilmasi sonucunda yakin iligkisi bulunan suslar 6nceki

boliimlerde belirtilmistir.

Bu ¢alisma, abort vakalariin oldugu koyun ve kegi siiriilerinde C. burnetii'nin tespiti
i¢in hizli, giivenli ve dogru tani yontemleri olarak Nested PCR ve Real Time PCR testlerinin
yaygin olarak kullanilabilecegini, ancak Real Time PCR testinin daha hizli, ucuz, hassas ve
duyarli oldugunu goéstermistir. Ayrica, termal dongii sonrasi jel elektroforezi analizini
gerektirmez ve Nested PCR yontemine gore c¢apraz kontaminasyon riski sinirlidir. Bu
calisma, C. burnetii'yi Nested PCR ile tespit etmenin Real Time PCR testine gore daha teknik,
bilgi ve deneyim gerektiren, zaman alici ve daha ¢ok is giicii isteyen yogun bir analiz
oldugunu gostermistir. Bildigimiz kadariyla, vakalarin g¢ogunda plasenta ve fetiis i¢
organlarinin Q hummasi atik teshisini gorebilmek icin ideal 6rneklerdir, ancak 6rneklerin kirli
ortamlarda biyogiivenlik ve hijyen kurallarina uyulmadigi bazi1 durumlarda diger patojenlerle
kolayca kontamine olabilir. Calismamizda biitiin halde aborte fetiis ve plasentasini numune
olarak kullanmak hem etken tespit oranini arttirmig hem de kontaminasyonu azaltmak igin
avantaj saglatmistir. PCR ¢aligmalarinda tekrarlayan elementin birden fazla genomik kopyaya
sahip olmast ve bdylece test duyarliligini arttirmasi nedeniyle IS1111 gen bdlgesinin tespit

edilme bolgesi olarak secilmis olmasi da ayrica avantaj saglamistir.

C. burnetii'nin abort orani, gebe hayvanlarin %3 ila %80'i arasinda degisebilir (Berri ve
digerleri, 2000; Palmer ve digerleri, 1983; Zeman ve digerleri, 1989). Baz1 keci siiriileri
disinda, yiiksek abortus oranlari nadiren gézlenmektedir (Palmer ve digerleri, 1983). Cogu
zaman, siiriide kayip kabul edilen hayvan sayisi, yetistiricide farkindalik olusturmak igin
yeterli olmayabilir ancak insan klinik vakalar1 genellikle siirlinlin enfeksiyonunu ortaya
cikarir (Berri ve digerleri, 2000). Koyunlar, kecilere gére daha fazla ve daha uzun siire vajinal
akinti doker ve sonraki gebeliklerde bakteri yayabilir. Q hummasi hastaliginin etkeni olan

C.burnetii’nin enfekte hayvanlarda gerek dogum sirasinda gerekse de atik yaptigi sirada viicut
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stvilart ve dogum materyalleriyle yogun sekilde gevreye sagilmaktadir (Berri ve digerleri,
2003). Ast ve ilag kullanimi ile kontrol altina alinamayan bu 6nemli zoonoz konusunda,
cevresel kirlenmenin biiyiikliigii biyogilivenlik ve sanitasyon, temizlik dnlemlerinin ne kadar
onemli oldugunu gostermektedir. Diger hayvanlara ve en Onemlisi insana bulasglarda riskin

azaltilmasi alinacak 6nlemlerle miimkiindiir. Bunlar;

+ Olii yavru ve her tiirli kontamine altlik, malzeme, plasenta vs gibi risk tasiyan

materyalin hizla uzaklastirilmasi ve imha edilmesi,
» Kontamine materyalin asla hayvan yemi vb olarak kullanilmamasi,
* Enfeksiyonun goriildiigi isletmelerde, siki dezenfeksiyon yapilmast,
* Abort yapan hayvanin isletme i¢inde serbest dolasimi engellenmesi,

* Ogzellikle dogum yapacak hayvanlarmn bulundugu béliimde hijyenik 6nlemlerin

alinmasi,
* Ayrilmis dogum bdlmesi kullanilmast,

» Keneler, Coxiella burnetii etkeninin dogal dongiisiinde ¢ogalmasinda Gnemli rol
oynar, vertikal (transovarial) ve horizantal (isirik, digki) bulagsma yollariyla memelilere ve
kuslara bulastirabilirler. (Parola ve Raoult, 2001). Enfeksiyonun taginmasinda 6nemli rol

oynayan kenelerle aktif miicadele bunulmasi,

« Ozellikle dogumuna 2- 3 hafta kalmis hayvanlarin hareketlerinin smirlandirilmasi gibi
alinacak basit 6nlemlerle hemen tiim zoonazlarda oldugu gibi bulagsma, sagilma risklerini en

aza indirmek mumkiindir.

Ayrica, enfeksiyonun bildiriminin zorunlu hale getirilmesi, hastalik ¢ikis1 olan yerlerde
sik1 dezenfeksiyon yaninda zorunlu karantinanin uygulanabilir olmasi, halk sagligi acisindan
baz1 Avrupa lilkelerinde oldugu gibi, enfeksiyonun énemli kaynagi olan siit ve siit iirlinlerinin
dagitimi1 hastalik ¢ikan isletmelerde soniis raporu diizenlenene kadar yasaklanabilmesi,
hastaliktan ari isletmeler kurulmasi, desteklenmesi enfekte siirii prevelanslarinin da zaman

icinde azalmasina olanak saglayacaktir.
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