T.C.
ADNAN MENDERES UNiVERSITESI
SAGLIK B iLIMLER ENSTIiTUSU
MIKROBIYOLOJi ANABILIM DALI
M iK-D-2011-002

SIGIR, KOYUN ve KEC1 SURULERINDE COXIELLA
BURNETII YAYILIMININ SAPTANMASI

Ars. GoOr. Ugur PARIN

DANI SMAN
Prof. Dr. Osman KAYA

AYDIN-2011



T.C.
ADNAN MENDERES UNiVERSITESI
SAGLIK B iLIMLER ENSTIiTUSU
MIKROBIYOLOJi ANABILIM DALI
M iK-D-2011-002

SIGIR, KOYUN ve KEC I SURULERINDE COXIELLA
BURNETII YAYILIMININ SAPTANMASI

Ars. GoOr. Ugur PARIN

DANI SMAN
Prof. Dr. Osman KAYA

AYDIN-2011



ONSOZ

Q Atesi Hastalgi, diinya capinda 6nemi ol&oxiella burnetiiadi verilen riketsial
bir organizma tarafindan afwrulan zoonotik bir hastaliktir. Ayrida. burnetij potensiyel
bir bioterdrizm tehlikesi olarak gorulngiiir. Centre for Diseases Control and Prevention
tarafindan Kategori B biyolojik ajani olarak siardiriimstir. C. burnetii infeksiyonu
evcil hayvanlarda kronik ve hareketsiz bir seyistgdir. Fakat infeksiyon daha ¢ok koyun
ve kecilerde, daha az siklikla olmak Uzergirlarda da goérilmektedir ve genellikle
infertilite ile birlikte diger reproduktif bozukluklara yol acmaktadinfekte olan gebe
hayvanlar dgum sivilari, plasenta, fétal membranlar, idrar veskid yoluyla
mikroorganizmay!i ¢evreye yayarldnsanlarda infeksiyona yol agcan hayvan kaynaklari en
cok ciftlik hayvanlari; 6zellikle gir, koyun ve kecilerdir ve bu hayvanl@r burnetiiicin
en lyi rezervuarlardir.

Patojen etkenin izolasyonu tani icin guvenilirdakat bu yontem zaman alici ve
tehlikeli olabilmektedir; bu nedenle 3. seviye kyvenlik sistemine ihtiyac
duyulmaktadir. Biyolojik drneklerde&. burnetii izolasyonunda PCR metodu kullgni
olmaktadir. Transpozon-like element ile yapilan BICR testi (trans-PCR) gigik
orneklerdenC. burnetii saptanmasinda oldukca spesifik ve duyarl bir mmebmaktadir.
Ayrica oldukca spesifik ve duyarll Real Time PCRsadurleri de gedirilmistir. IS 1111
geni hedef alinan Real Time PCR, sit tanklarindakimak orneklerde C. burnetii
etkenlerinin DNA diliisyonlarinda hiicre sayisi bakidan miktarinin ve g@lmasinin
saptanmasinda kullaniimaktadir. SYBR Gren | badalRTime PCR,C. burnetii Nine
Mile faz I'in antibiyotik duyarlilik testi icin iyibir alternatif metot olma yolundadir.

Arastirmamizda ir, koyun ve kecilerde€. burnetii yayiliminin farkli metotlarla
belirlenmesi amagclanstir.

Arastirmamiz, Adnan Menderes Universitesi Bilisel #trana Projeleri tarafindan
VTF-11017 kodlu proje olarak desteklertiri
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1. GIiRiS

1.1. Tarihce

Q atei hastalgl, ilk olarak 1935 yilinda Avustralya’daki mezbalngilerinde
saptanmytir. Derrick adli patolog, yagh klinik muayeneler sonucu hasgali“stipheli
ates” olarak tanimlamgtir. Febril hastalardan toplanan idrar érneklenp&ylara enjekte
edilmistir. Bu deneysel infeksiyon sonucu kobaylarda spheagali ve febris gealmistir.
Deneysel infeksiyon sonucu kobaylarin dalaklarinégken izole edilemertir. Daha
sonra Burnet adli agarmaciya gonderilen dalak 6rneklerinden suzilelatkenler izole
edilebilmistir (Maurin 1999).

Avustralya’da bu ardirmalar olurken ayni zamanlarda da Cox ve Davis ad
araggtiricilar, Rocky Mountain Spotted Fever hagal etkenini argiirmaktaydilar. Nine
Mile Creek bdlgesinden toplanan kenelerden de etkexx ve Davis adli asarmacilar
tarafindan izole edilebilngiir. 1938 yilinin Mayis ayinda, Dyer adli doktorphana’daki
laboratuvari ziyeret ettikten sonra febril hagalyakalanny ve bunun sonucunda “Nine
Mile serotipi” de ortaya ¢ikngibulunmaktadir (Madariaga ve ark 2003).

1938 yilinin Nisan ayinda Burnet adli giranaci, Q atg hastalgi ile infekte olan
kobaylardan toplagi dalak érneklerini Dyer adl agrmaciya géndermgiir. Daha sonra
Cox adl arstirmaci, etkenRickettsia diaporicalarak isimlendirmitir (Madariaga 2003).
Bu Ozellik, ajanin porlardan kolayca gecebilmesibig/Ukligli esasina dayanmaktadir.
Daha sonra hastallk etkeni, Cox ve Burnet anis@axiella burnetii olarak

isimlendirilmistir (Heinzen ve ark 1999).
1.2. Genel Bilgiler

Coxiella burnetij artropodlarda ve memeli konakcilarda bulunan, igabl
intraselliler, gram negatif pleomorfik kokobasil r bibakteriyel etkendir. Bu
mikroorganizma, insan ve hayvanlarda Qsiateastalgina yol agmaktadir ve ilk olarak
Derrick adl argtirmaci tarafindan 1937 yilinda Avustralya’daki rioalza scilerinin atali

hastaliklarinin tghisi sirasinda saptangtr. Q atgi hastalgi, tim dinyada yaygin olarak



seyreden, etkilenen bireylerde akut satee grip benzeri semptomlara yol acan bir
hastaliktir. Akut formdan daha az gorulen kroniknfoise daha cok endokarditis ve
hepatitise yol acmaktadir ve bireyler icin hayatilike arz etmektedir. Hastalik etkeninin
konakcl d@iliminin vali hayvanlarla birlikte koyun, keci, @r gibi evcil hayvanlari da
kapsamasi da onemskd eden bir durum olmaktadir. Rezervuar spektruotumgensg
olmasi veC. burnetii etkeninin ¢evresejartlara olan 6zel direnci, hastalik kaynaklarinin
belirlenmesinin zor ve zahmetli olmasina yol acradkt Daha da fazlasi, gk infektif
doz, aerosol yayllma ve bireyler arasinda kisad&isalgin olgturabilme yetenginden
dolay! 1942 yilindan itibaren etken potansiyel hyji& silah olarak dgerlendirilmistir
(Samuel ve ark 2003) ve gunumiizde ise Dinya Hagashg Orgiiti (OIE) tarafindan

zoonotik ¢coklu hayvan turt has@lolarak siniflandiriimaktadir (Anonim).

Biyotertrizm igin kullanilan biyolojik ajanlar, AB ve C kategorisi icinde
incelenmektedir. Sinif A ajanlar, kolayca sacllat@ktedir ve bireyden bireye
tasinabilmektedir. Yuksek mortalite, panik ve sosyalkim araci olarak kolayca
kullanilabilmektedirler ve bu ajanlardan korunmagini 6zel tedbirler gerekmektedir.
Kategori B ajanlar ise yine kolay yayillma Ozahie sahip olmalarina kan, yuksek
morbidite ve ditk mortaliteye neden olmaktadirlar. Kategori C kanse, kolay elde
edilebildikleri ve potansiyel olarak yiksek morlélive mortalitesekillendirdikleri icin
tercih edilmektedirler. Kategori A ajanlar arasin@acillus anthracis, Francisella
tularensis, Yersinia pestibulunmaktadir. Kategori B ajanlar ige. burnetii Brucella
turleri, Burkholderia malleiolarak nitelendirilmgtir. Kategori C ajanlar ise c¢oklu ilag
direnci gosteremMycobacterium tuberculosi®Niphavirus Hantavirus Sari atg virusu ve
kene kaynakll hemorajik at@iruslari olarak bildirilmgtir. Q atei hastalgi, ideal biyolojik
sava ajanidir ve havada kolaylikla yayilabilmektedind®oni ile sekillenen infeksiyon
durumunda yuksek morbidite gorulebilmektedir. sDki mortalite ile seyreden

inkapasitasyon ile ¢cevreye herhangi bir zarar nethektedir (Thompson ve ark 1996).

Intraselluler bakteriler arasind2 burnetiinin 6zel bir durumu vardir. Hiicre igi
parazitizm acisinda@oxiella etkenleri Rickettsia genusu ile ayni sinif icirmgunmasina
ragmen farkli olarak sitoplazma icindeki parazitoforuakuolii (PV) icinde ygamini
surdurmektedir. C. burnetii ve filogenetik olarak ikkisi bulundgu Legionella
pneumophila etkenleri aerosol primer olarak aerosol yollgirtenaktadir, fakatL.

pneumophila fagolizozomik flzyonu engelleyerek alkali ortandlar ygamini
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surdurebilirken,C. burnetiiise az miktarda da olsa daha asidik fagolizozaooni@mlarda
etkinligini surdurebilmektedir. Bu 6zel biyolojik yuvalatkenleri hidrolitik enzimlerden,
bakterisidal faktorlerden, oksijen ve nitrojen kadierinden, ayrica asidik pH'dan (~ 4.8)
korudysundan dolay! birgcok bakteri icin iyi bir Greme ortan olwturur (Vogel ve ark
2004).

Standart tekniklerin yetersiz ve genetik manipydadarin olanaksiz olmasindan
dolayi C. burnetilye ait molekuler olaylarin anddmasi zaman alici olngtur. Obligat
hiicre ici ygam siklusu, selltler lokalizasyon, gik Greme dizeyi, lizis olayindan ¢ok
hiicre icinde persiste olarak getie eiliminden dolayl C. burnetii etkeni icin yeni
transformasyon teknikleri gstirilememistir. C. burnetilye ait genlerin fonksiyon ve
regulasyonlarinin belirlenmesi icin yapilan ilk w@mnalardakE. coli etkenine entegre
edilme gibi heterolog klonlama sistemleri kullangtir. Korunan genler, ylzey proteinleri
ve stres genleri karakterizasyonda belirlenmek w@igtirilan komponentler olmygtur.
Otonom replikasyon sekans (ars) geninin identifyjkas ile birlikte kromozomal orjin ve
E. colideki plazmid replikasyon mekanizmasi ortaya cikagtir, boylece yeni genetik
manipulasyonlarin gsalirilmesinin 6nd acilmgtir. C. burnetii Nine Mile syguna ait
korunan genlerin sekanslanmasindan sonra ise fitge siniflandirma acisindan daha

kapsamli uygulamalarin yapilabilmesi hedeflenmeki@&uhan ve ark 1996).

1.3. Taksonomi

Obligat intraselltiler ygam siklusu ve artropodlarla olan skisi nedeniyle C.
burnetii, ilk olarak Rickettsia ve Rochalimea (Bartonellg¢énusu ile Rickettsiaceae
familyasinin Rickettsiae takimi icinde bulunan Bottacteria’larinu-1 subdivizyonunda
siniflandinimgtir (Wyrzykowski ve ark 2003). Genom kdastirmalari ve 16S rRNA
sekans analizi ¢gimalari sonucundaC. burnetiinin Rickettsia genusu ile akrabalik
derecesinin uzak olgu ve Legionella, Francisella ve Rickettsiella ogmsile daha yakin
akraba oldgu ortaya konulmgtur. Ayrica bu bilgiler, yiksek homojenite dizeywe

Coxiella genusunun tek turlerden glsunu desteklemektedir (Atzpodien ve ark 1994).

Koken olarakC. burnetii swlari, izolasyon kaynaklarina, g@fik orjinlerine ve
gosterdgi Kklinik belirtilerin ¢esidine gore tanimlanmaktadir. Lipopolisakkarit baiiisi
kargilastirilmasi ve plazmid belirlenmesi gibi fenotipik \genomik uygulamalarla bu
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organizmalar arasindaki ayirimin ortaya konulmamaganmgtir (Stein ve ark 2000).
Coxiella etkenlerine ait QpH1, QpRS, QpDG, QpDV @& kokenli belirlenemeyen
plazmid olmak Uzergu anda 5 farkli plazmid tipi tanimlangtir (Minnick ve ark 1990).
Ik tanimlanan plazmid, 36kb buiykiinde olan QpH21'dir veC. burnetii Nine Mile
RSA493 sgundan izole edilmstir. Bu plazmidin sekanslanmasi sonucu qsopAB, 03a3
cbhE lokuslari identifiye edilmgiir (Lautenschlager ve ark 2000). 39 kb buyigitdeki
QpRS plazmidi ise kdken olarak keciden alinan bik anateryalinden izole edilef.
burnetii Priscilla Q177 sgundan identifiye edilnstir ve QpH1 plazmidine gére daha fazla
korunan ve nadir gorulen sekanslari icermektedirk#obaz buyuklgtiinde olan QpDG
plazmidi ise rodentlerden izole edil€h burnetiiDugway 5J108-111 sundan identifiye
edilmistir. Ayrica bu sgun da Gine domuzlarinda avirulant ofduortaya konulmgtur.
33.5 kb buytiklginde olan QpDV plazmidi Rusya kdkenli ve insan padierinden izole
edilen Q321 ve inek sutiinden izole edilen Ql114fasuolmak uzere iki farkli kaynaktan
identifiye edilmitir. QpDV plazmidinde hem 6zgiin olan hem de QpHlhibmolog olan
sekans bolgeleri belirlengtir. Kros hibridizasyon deneylerinde ise bu dorazwhidin,
plazmid icermeyer€. burnetiiScurry Q217 sgunda oldgu gibi ayni 16-kilobaz fragmenti
icerdigi ve bu fragmentin ¢ekirdek fragment ofgubildirilmistir (Valkova ve ark 1995).

C. burnetii etkenlerinden izole edilen genomik DNA’larin RFL{Pestriction
fragment lenght polymorphism) ile analiz edilmesngcu, gruplandirma agisindan yuksek
derecede heterojenik bantlarin elde edildibildiriimistir. GuUnumuzde yapilan
calismalarda, dgisik kaynaklardan izole edilen 36 adet burnetiietkeni BamHI, EcoRl,
Hindlll enzimleriyle birlikte RFLP tekrgi ile analiz edilmgtir. Bu analiz sonucunda da 6
farkl genomik grup belirlendi bildirilmi stir (Baere ve ark 2006)lk (i¢c grupta bulunan
izolatlarin balica akut infeksiyonlarla ikili bulundugu ve QpH1 plazmidi barindirgh
tespit edilmgtir. QpRS plazmidinin ise grup IV'deki skarda bulundgu ve bu grupta
incelenen serotiplerin kronik Q atehastalgina yol actg tespit edilmgtir. Diger
calismalarda deC. burnetiietkeni RFLP analizi ile birlikte tek lokus sekaarsla yontemi

ile de saptanmtir (Nyugen ve ark 1999).

Yakin zamanda yapilan bir ¢gghada Avrupa, Kanada, Bigé Devletler ve
Japonya’dan toplanan 113 burnetiiizolati Multispace sekans tiplendirmesi yonterai il
incelendgi ve bu yeni metodun farkli genlerin internal ba&gein nikleotid sekanslama

yontemi ile kagilastirildiginda benzer genleri yiksek oranda tespit edegdibdidirilmi stir
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(Glazunova ve ark 2005). Bu yeni metotta her boige belirlenen sekanslardaki
farkhliklar, allellik derecesine gore saptagnwe organizmanin allelik profilinin ortaya
ctkarilmasi acisindan 6nemli bulungtur. Sekans tiplendirilmesinin ve 10 kromozomal
bdlgenin d&ihimi temel alindiinda 3 adet farkli monofilogenetik grup ile birkkbirkac
adet altgrup da tanimlangtir. Casrafik 6zelliklerin ve sekans tipi gdiminin korelasyonu
olarak dunyada bulunan garin filogenetik ilgkileri de ortaya konulmgiur. QpRS
plazmidi iceren sglar akut, QpDV plazmidi iceren glar ise hem akut, hem de kronik
infeksiyonlar ile ilgkili olarak bulunmugtur. Genetik dailimin patojenik faktorler,
filogenetik durum ve bakteriyel virulans Ozelliklate birlikte korelasyonunun ortaya
konulmasi icin umut t&il eden bir dger teknik ise komparatif genom hibridizasyon
teknigidir. Tek yada birden ¢ok acik okunan bantlarin atéghibridizasyonu olarak
tanimlanan genetik polimorfizm, mikroarray cipléea belirlenerekC. burnetiiNine Mile
swu acisindan batin genetik fragmentler ortaya drkayidurumdadir (Brennan ve ark
2004). Tiplendirilen 20 ad&t. burnetiiizolatinin RFLP ile gruplandirilmasi ve komparatif
genom hibridizasyonu ile goulanmasi sonucu grup VII ve grup VIII olmak Gzergeni
genomik grup siniflandiriingir. Glazunova ve arkagarinin (2005) yap@ calsmadaki
sonuglara uyumlu olarak grup izolatlarinin dinyagayilimindaki dgik genetik
polimorfizm 6zellgi ile izole edilen sglarin antik 6zellgi oldugu ortaya konmsgtur. ilk
izolasyonundan itibaren darin genetik Ozelliklerinde kisith @esiklik olmasi da bu
durumu desteklemektedir. Elde edilen verilerde giujzolatlarin, dger filogenetik

gruplarin atasi oldtu da bildirilmistir (Grieshaber ve ark 2006).

1.4.Epidemiyoloji

Coxiella burnetiisigir, koyun, keci gibi ciftlik hayvanlari, yabani hagnlar, keneler
ve insanlar iceren genibir konakgl spektrumuna sahiptir. Dogal siklusukene ve
kemiricilerde gecirdikten sonra koyun, kecigisl kopek, kedi gibi evcil hayvanlari infekte
ederler (Echaniz ve ark 1992). Zoonotik bir infglsi olan Q atgnin epidemiyolojisinde,
etkenin kurumaya ve ger fiziksel faktorlere yiuksek diren¢c nedeniyle, &kai hicresi
disinda uzun sire canli kalmasinin énemli @lduelirtilmistir. Etkeni iceren aeresol
yuksek derecede infekte olglu icin kuru hava, kuvvetli rizgar ve infekte aeddso
yayllmasi arasinda yakin birski olduqu ve bu nedenle etkenin infekte hayvanldrtakt

ili skisi olmayan duyarl konakcilara da bgtigi bildirilmistir (Ripoll ve ark 1997).
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Infekte gebe hayvanlarin plasenta ve fetal sivilgok miktarda (109/gr) etken
icerdigi, dogumu izleyen haftalarda canli mikroorganizmalarir® IJtine kadar toprakta
bulund@gu ve ineklerin dgum sonrasinda etkeni 32 aya kadar stitleri ile dik&ar
belirtilrnistir. Seropozitif ineklerin potansiyel buylarici olarak dguntlmesi gerekgi ve
infekte sgirlarin Q atginin epidemiyolojisinde blytk 6nerne sahip gidwurgulanmgtir.
Dogum oncesi infeksiyona yakalanan kadinlarin sutlasgntalarinda da ¢cok miktar@a

burnetii saptanmtir (Diaz Morant ve ark 1995).

Pastorize edilmergisitten hazirlanan peynir gibi st Grlnlerinin B siureyle
canli mikroorganizmalari barindirabil@te63°C'de 30 dakika ya da 85-90°C'de birkag
saniye sureyle isitma isleminin etkeni 6ldurmeyastsli, ancak 74°C'de 15 saniye slreyle
uygulanan pastorizasyoglemi sonucu etkenin kia sirede inaktive galildirilmistir
(Sixl ve ark 1987).

Infekte sgir, koyun, kegci gibi ¢iftlik hayvanlariyla temasimfeksiyonun insanlara
bulasmasinda en 6nernli risk faktori olglu bildirilmistir. Hayvanlarda saptanan bazi Q
atesi olgularinda, ozellikle infekte gebe kedilerin belasmada rol oynagn gosterilmitir.
Infekte partikillerin solunmasi, infeksiyonun insamal bulasrnasmda en 6nernli yoldur
(Von ve ark 1993).Coxiella burnetiinin insan plasentasindan izole edilmesine ve
laboratuvar farelerinde veneral yolla bgigi saptanmasina kan dazal kosullarda insan
ve hayvan turlerinde Q afain veneral yolla bulgp bulgmadgi tartsmalidir. Deri ve
mukozalardaki siyriklardan ve konjunktiva yoluyla étkenin bulgtigi bildirilmistir. Bazi
argtirmalarda kenelerin de bylmada 6nernli rol oynag saptanmtir. Insandan insana

bulasma son derece seyrektir (Sanzo ve ark 1993).

Q atai infeksiyonunun buyuk kismi, dzellikle hayvanlaaty stit ve sit trtnleriyle
yakin temasta olan veteriner hekimler, mezbalgderi, laboratuar ve ciftlik caganlar
olusturmaktadir. Ayrica infekte ruminantlarla temasimd olan kgilerin bulundigu

yerlesim yerlerinde Q atg salgini riskinin bulunabileg@e belirtilmistir (Marrie 1990).

Sigir, koyun ve keciler, Q agehastalginin primer rezervuarlaridirla€. burnetii
etkenleri, infekte hayvanlarin uterus ve meme berle lokalize olmaktadir. Fakaz.

burnetii ise memeliler dahil kgiari ve artropodlari da infekte edebilmektedir.siCie
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hayvan rezervuarlarinin olmasinin 6nemi, daha Gekdlenen salginlarin niteliklerine
bakilarak anlglabilmektedir. 1999'dan 2004’e kadar 12gdgk tlkede toplam 18 adet
salgin bildirilmistir. Altl adet salgin koyunlardan, l¢ adet salgegilerden, bir adet salgin
keci gubresine maruz kalinmaktan, bir adet salgyuk glibresine maruz kalinmaktan, bir
adet salgin ise vahhayvanlara maruz kalinmaktan, bir adet salgin kedkdpek kaynakli
olarak ortaya cikngtir. ki adet salginin ise kaypabilinmemektedir (Punda-Polic ve ark
2005).

Hayvanlarda Q ateinfeksiyonu genel olarak asemptomatik olarak sayektedir,
fakat abort, oOli dgum ve dguk canh @rlikli hayvan vakalar da siklikla
gorulebilmektedir. Aborte fetuslar, genel olarakrmal gorinumlidir. Abort yizde
oranlari % 3'ten % 80’e kadar gigmektedir. En yiksek oranlar ise keci surulerinde
gorilmektedirinfekte plasentalarda intrakotiledonar fibroz kania ve eksudat birikimi
belirlenmitir. Koyun surilerine nazarangsi ve keci surilerinde sit ile yayllma daha uzun
suren ve siklikla gorialen bir durumdur. Koyunlae igjinal akintilarinda etkeni daha fazla
miktarda ve daha uzun slre yayarlar. Kecilerdedg@im 6ncesi ve sonrasindakliile
etkenin atilmasi siklikla gortlmektedir. Bu sireigte etkenin atilma dénemi ortalama 20
glin olmaktadirinfekte inekler ise etkeni sitle 32 aya kadar atadditedirler (Literak ve
ark 1994).C. burnetiinin yiksek konsantrasyonlari, infekte plasentatt@&um sirasinda
meydana getirilen aerosollerde bulunabilmektedigridga bu kontamine aerosollerin

inhalasyonu da insanlarda infeksiyona neden olatedir. (Tselentis ve ark 1995).

Sanford ve arkadghri (1994), be adet keci surisinde meydana gelen atik
olaylarinin sadece yeni gom yapms ¢ adet keciden kaynaklagchi bildirmislerdir.
Butuin kegciler ayni yerde barindirlgtardir. infeksiyona maruz kalindiktan 21 giin sonra,
her suride abort vakalari, gebe hayvanlarda % B0%e 46’'ya kadar artmi ve
immunohistokimyasal analizler sonucu organizmamm lylizeyde, hem de koryoallantoik
membranda mevcut kafgdi gozlenmitir. infekte koyunlarin plasentasinda her dokuda
ortalama 18bakteriyel etken tespit edilgtir. Olii dosum orani ise infekte kedilerde % 70
oraninda gorulmgiir. infekte olmayan kedilerde ise o6lu gon orani % 10 olarak
belirlenmitir. Sttcu inekler de Q agehastalgini yayma agisindan dnemli rezervuarlardir.
Vahsi ortam ise giirlarin infekte olmasinda 6nemli bir etken olabiktesdir, fakat gersi

caplh sgir surdulerinde infeksiyonun kaygebilinmemektedir (Stoker ve ark 1995).
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Yaban taganlari ve normal taanlar vaki hayvanlar arasinda bir¢ok infeksiyon
turind  yapilarinda  barindirabilmektedirler.  Webstere arkadglarinin  (1995)
Oxfordshire’da yaptiklari ¢caimada, % 7-53 oraninda kahverengi yaban ratlarRatts
norvegicus) C. burnetii acisindan seropozitif olgu belirlenmgtir. Bu calsmanin
sonucunda da ratlarin kediler agisindan potanbiyelv olmasi sonucu kedilerin de infekte

oldugu kanisina varilngtir.

Infekte keneler, muhtemeldd. burnetiinin yasam siklusunu devam ettirebilmesi
icin en 6nemli rezervuar olmaktadirlénfekte keneler, tayan, kegci, gtir, koyun vce dier
bircok hayvanda kan emici olarak bulunabilmektedirlKenelerin bir yerden bir yere
tasinmasinda da klarin rolintin 6nemli oldgu bildirilmistir. Q atei hastalginin
insanlarda direkt olarak yayllmasinda dasl&un roli oldgu Gilney Fransa'da
aerosollerden kaynaklanan bir salginda bildighmi Etkenin guvercin gkisindan izole
edildigi ve busekilde insanlara aerosol yolla yaygdbildirilmistir. Bazi tlkelerde, vag
yada evcil hayvanlar ile temas eden insanlardaahgist daha fazla goruldiil, temas riski
olmayan boélgelerde ise daha az Qsiatefeksiyonu gorildgu bildirilmistir (Webster ve
ark 1995).

1.5. Bakteriyolojik Ozellikler

C. burnetii etkeni obligat intraselliler, hareketsiz, dkarlgokionak¢i hicrelerde
yuksek sayida replike olma 06zglhe sahip pleomorfik kokobasiller halinde
gorulmektedir. Bolinebilme zamani 20 saatten 4%eskadar dgismektedir. (Baca ve ark
1983). Dper gram negatif etkenler ile dimembran proteinleri, lipopolisakkarit ve
peptidoglikan varfii acisindan benzer hicre membrani yapisina sampsaha rgmen
Gram boyamada guvenilir bir boyanma karakteri goséenektedirC. burnetii etkenleri,
Gimenez boyama metodu ile iyi boyanmaktadirlar saida bu ydntemden siklikla

yararlaniimaktadir (Gimenez ve ark 1964).

C. burnetiietkenleri dgal olarak aerosol yolla yayilir ve primer durumdagzitik
olarak alveoler makrofajlar ve monositlerce hicgine alinmaktadir. Bu endositik
vezikuller, normal siklus c¢ercevesinde bakteriyelkealerin elimine edildii
fagolizozomlara donginektedir. Bircok invaziv bakteriyel etken, lizis da fagositik

vezikiller yoluyla endositik eliminasyon mekaniznmaian kacabilmektedir. Fagozom
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kontrolinuin bakterinin eline gegmesi yada fagolaroal fizyon olayinin inhibisyonu da
bakterilerin hiicre i¢i yamlarini surdurebilmelerini gmmaktadir (Meresse ve ark 1999).
Coxiella spp. etkenlerinin hicre ici gmm siklusunun bgamasindan sonra vakuoller,
hacim olarak artar ve fagozomal vakuollersolu Bu vakuoller, konak hiicrenin neredeyse
tum sitoplazmik alanini kaplayabilmekte olup aymamanda konak hicrenin ggamini
devam ettirebilmesine de olanakgkanaktadir. Bu fagozomal vakuoller, asit fosfataz,
katepsin D ve lizozomal proteinler gibi sekondegdiizozom karakterini tadiklari icin,
immun sistem hucreleri tarafindan antijen olarakinma 6zelliklerini buyidk oranda
kaybedebilmektedir. Fagozomlarin olgwmeasi, invaziv bakterinin hicre i¢i ortamda
ureyebilme yetengne balhdir. Ornesin, Coxiella burnetii ile filogenetik akrabai
bulunan L. pneumophilaetkeni, fagositik mekanizmayi bloke edebilir vedesitik
aktivitede digise yol acabilmektedir. Legionella etkenlerinin vakeae ygamini
surdurebilmeleri de imc/dot genleri tarafindan leodin efektér molekillerin sentezlgdi
Tip IV sekresyon sistemi sayesinde duzenlenmekt@dngel ve ark 1999)C. burnetii
etkeni de hemen hemen butin imc/dot genlerini yagas bulundurmaktadir ve
fagolizozomal flizyonu etkisiz hale getirebilmektedMetabolik olarak aktif olan
fagozomal vakuollerin de 0lu bakterilerden farkiarak fagolizozomal fiizyon etkirgini
diUsUrdigu bildirilmistir (Sexton ve ark 1995).

1.5.1. Asidofilik Yasam Sekli

Fagozomal vakuollerd€. burnetii etkeni dgik pH ortaminda yuksek derecede
aktive olmaktadir, ayrica besinstamasi ve substrat metabolizmasi da indiklenmektedi
Membranin icinden aktif tanmanin sglanmasi icin noétral bir sitoplazmik pH
gerekmektedir ve bu ortam,ggir aktif yada pasif mekanizmalarlagimabilmektedir. Bazi
sodyum/proton d&siminde gorevli olan ve temel pl proteinini icererolektllerin hiicre
ici homeostazisi sgadigi bildirilmistir. Bakteriyel sitoplazma ve fagolizozom ortamikda
pH dezisikligi genel olarak besin gammasini arttirmaktadir. Bu olayda da proton
stimulatorleri rol oynamaktadir (Ho ve ark 1995)ikéek derecede adaptifsgam seklinin
adenozin trifosfat (ATP) tarafindan eturuldusu disinulmektedir. Asidik ortam altinda
ATP etkinliginin hicresel bgamda artmasiC. burnetiiicin esansiyel bir substrat olan
glutamatla birlikte oksidatif fosforilasyon sayeden olmaktadir. Bu sebepten dolayi
burnetii etkeninin, oksijen transportunun gon oldigu dokulara affinite gostergii

disinulmektedir. ATP acisindan §on olan ortamlarda pH derecesi 7.0 seviyesinde
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sabitlenir, yeni bir ATP molekilt hticre icine tekigarinceye kadar metabolik aktiviteler
hicre dginda dengeli olarak devam eder. Bu durumun sonwcuda C. burnetii
etkenlerinin Gremeleri kolayenaktadir. Peptidoprolil izomeraz (CbMip) ve disdlfi
oksidoreduktaz gibi molekullerinskeginde C. burnetii etkeninin tremesi icin elvati bir
ortam sglanmg olmaktadir. Bazi ¢almalardaC. burnetii replikasyonu ve fagozomal
vakuol maturasyonu acisindan interferonlarin vetitimekrozan faktorlerin (TNF) inhibe
edici 6zellikleri bildirilmistir. Oksijen radikallerinin varfii ile birlikte nitrojen
radikallerinin  Uretiminin dizenlenmesinin artmasiniC. burnetiinin vakuollerdeki
replikasyonunu kontrol eden bir dzellik ofglubildiriimistir (Howe ve ark 2002). Yiksek
oksidatif aktiviteden korunmak iginC. burnetii etkenlerinin enzim sistemleri
bulunmaktadir. Stperoksit anyonlarinin detoksifjkemsi, SodA ve Sod C olmak (lizere
sitoplazmada bulunan ki adet sUperoksit dismutamzine aracilgiyla
gerceklatiriimektedir. Daha sonraki samada ise katalaz enzimi tarafindan ortamdaki
hidrojen peroksit, oksijen ve suya indirgenmektedBenomik analizler sonucu
alkilhidroksiperoksidaz genlerinin katalaz aktiitei balattigi belirlenmitir. Bu bulgular
sonucuC. burnetiiile infekte makrofaj ve notrofillerin oksidatif aikiteyi baslatamadiklari
bildirilmi stir (Miller ve ark 2002).

1.5.2. Metabolik Mekanizma

C. burnetii etkeninin biyosentetik kapasitesi oldukca genie trikarboksilik asit
siklusu, ayrica pentoz-fosfat yolu i$ekeri kullanabilmektedir. Bu mekanizmada ise bazi
tam aminoasitlerin, lizin ve triptofan gibi anahtzimlerin rol oynamamasi da ilging bir
Ozelliktir. Arastirmalarda sonraki basamaklarin konak hicrenin bodita faaliyetleri ile
yuratuldigiint gosterngitir. ATP’den sglanan enerji, oksidatif fosforilasyon ve elektron
tasima sistemi ile olgturulmaktadir. Purin ve pirimidin ntkleotid metalzohasi sentez
asamalari, yg asidi, fosfolipid, kofaktor sentezi de sekanslamalarina dayanmaktadir.
Izoprenoid, izopentil difosfat, hiicre duvari biyasamde gorev almaktadir (Seshadri ve
ark 2003).

1.5.3. Tainma

Genom reduksiyonu, metabolik kapasiteyi de icetmekirlikte intrasellller

bakteriler arasinda yaygin goérilen bir olaydir \amakci faktorleri ile birlikte dgsim

18



gosterir. Taima mekanizmalarinin geimi, besin maddelerinin ve prekirsorlerin ortamda
bulunup bulunmamasina goregdgnektedir.C. burnetii etkeni, glikoz ve ksiloz igin iki
adet proton bamli tasima sistemine, onkeadet aminoasit §ama sistemine ve 3 adet
peptid talyicisina sahiptir. Purin ve pirimidinlerdeki bomdmg sentez mekanizmalarina
ragmen, purin nukleozidleri aktif ¢ama ile pirimidin nukleozidleri ise diflizyon olaye
sentezlenebilmektedi€. burnetiietkeni, dger asidofilik bakterilerde oldiu gibi hticre ici
pH homeostazisini noétral dengede tutmaya sgaktadir. Hicresel gama sistemini
olusturan genlerin bulyik @unlugunu, konak defensinlerine ve antibiyotiklere gkar
direnci meydana getiren genler glurmaktadir. C. burnetii diger tipik intraselltler
bakterilerde oldgu gibi ATP’yi konakc¢idan karlayacak olan enzimlere sahip gldir.
ATP maddesi fagolizozomlarda nadiren bulunmakteellATP/ADP dgisim mekanizmasi

spesifik ortamlard&. burnetiiicin uygun olamayabilmektedir (Veras ve ark 1995).

1.5.4. Gelsimsel Yasam Siklusu

C. burnetii etkeni icin en dnemli 6zellikler, fiziksel ve kiragal faktorlere kar
oldukca direncli olmasidir. Bu 6zellik, etkeningdola strekli canl ve infeksiy6z halde
kalmasini sglamaktadir. Bu stabil 6zeflin temelinde ise bifazik yam siklusu igerisinde
bakterinin dgisik hicre tipleri ile persistens olarak meydana gelimbulunmaktadirC.
burnetii etkeni, 6karyotik hicrelerin fagolizozomal boltnmele iki farkh hicre tipinde
gorulebilmektedir ve bu 6zellik ilk kez Davis ve Xtarafindan 1938’de bildirilngtir.
McCaul ve Williams da (1981) vejetatif formasyon sgorogeneziseklindeki gelgsimsel
yasam siklusunu ortaya koynglardir. Bu aratirmacilar, kicik hicre varyanti (SCV), ve
gens hicre varyanti (LCV) olmak Uzere iki farkli htictigi belirlemislerdir. Bu hiicre
tipleri dansitedeki dg&sim ve morfolojik karetleyiciler sayesinde belirlenebilmektedir
SCV'ler tipik olarak 0.2-0.5 pm capinda ve comakklinde ve ygun kromatin
iplikcikleriyle birbirine bali intrasitoplazmik membrandan ghaustur. Bu hicre formu,
ISl sokuna, basinca, ultrasonik vibrasyonlara, ozmstika ve oksidatif strese dayanikl
olmaktadir. LCV’ler ise daha buyuktir, buydklikldripm’yi gecer ve daha pleomorfik
yapida gorulmektedirler, ayrica kromatinlerigdak ve filament6z halde bulunmaktadir.
Tipik gram negatif bakterilerde olan eksponansifei iceren sitoplamik membran,
periplazmik beluk ve ds membran komponentlerini yapilarinda barindirmaktad
(McCaul ve ark 1991).
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C. burnetiinin yasam suklusunu anlayabilmek icin, fagozomal vakudikéa
morfolojik hiicre diferansiyasyonunu diizenleyen gerdentifiye edilmgtir. SCV ve LCV
hiicre trleri arasindaki farkhliklar immunobloginyiizey iyonizasyonu ve iki boyutlu
poliakrilamid jel elektroforezi yontemleri ile ogta konmytur. Bu metodlarla 29 kDa
porin olarak gorev yapmaktadir. Porin komponeiit4 pH derecesinde acik olarak
bulunur ve ekstraselliler ortama gére pH'nin no@lmasini sglar. Disik pH
derecelerinde ise fagolizozomlarda gidwibi porin aktivitesi d@sir ve porinler genelde
kapali olarak kalmaktadir. Porinlerin agik kgldiUsik pH derecesinde ise kompanzasyon,
C. burnetiiicin yararh bir karbon kayr@ olan glutamat ile gganir (Varghees ve ark
2002).

Gen ekspresyonu profili analizleri sonucu LCV vE&\Sspesifik genlerin, P1’in,
alternatif sigma faktorti rpoS’in ve hcbA’nin infeksndan sonra erken donemde meydana
getirildigi belirlenmitir. Daha 6nceki ¢cajmalara gore P1 geninin besin alimindaki rold,
asidik fagolizozomlarda belirlengtir. Escherichia colibakterisinde, latent dénemden
ureme donemine geteki gen regulasyonu Rpo geni tarafindan dizenl&tede. LCV
hicre tipindeki Rpo’lar ise Ureme regulasyonundsmade intraselliler ve ekstraselliler
ortama uyum s#ganmasl acgisindag. burnetii etkeninde gérev almaktadir. Diferansiye
gen ekspresyonuna verilebilecek bir 6rnek ise uztaki@ri genleridir. EF-Ts (tsf) ve Ef-
Tu (tufB) genleri LCV hcre tipleri igcin translasyel element olarak belirlengtir. Bu
genler, aminoacil tRNA ribozom Bnmasini, transkripsiyonu, v@. burnetiiigin stres
cevabi olaylarini aktive edebilmektedir (Abdelramma ark 2005).

SCV spesifik bir gen olan hcbA ise Hql tarafindeodlanmaktadir ve bu
komponent, Chlamydia turlerinde bulunan histon leenprotein ile y& bakimindan
korelasyon gostermektedir. Hql, daha cok LCV ve SdiMransiyasyonu sirasindaki
yogun nikleoid formasyonundan sorumludur. SCV protelan scvA’nin fonksiyonu ise
tam olarak ankalamamstir. Cnkt bu genin in vitro ortamdaki DNA glanma aktivitesi,
kromozom stabilizasyonu ve topolojik DNA’nin indijsnu, dolayisiyla LCV
hicrelerinin - SCV  hicrelerine  diferansiyasyonunda rklfisklar  gdzlenmektedir
(Abdelrahman ve ark 2005).

C. burnetii etkeninin morfolojik diferansiyasyonGhlamydia sppve Legionella

spp. turleri ile benzerlik gostermektedir. Hem SCV’ldiem de Klamidyal elementer
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komponentler (EB) ygun kromatin ipliklerini icermektedir. Bu yapilar,atabolik olarak
daha az aktiftirler ve ekstrasellilersgma gore adaptasyongtamislardir. C. burnetiiile
karsilastirildiginda, L. pneumophilaetkeni amipsi formlarda diferansiyasyona gitmekted
Kist benzeri yada olgun intraselltler form (MIF) 8de karsilastirilabilir durumdadir ki
her iki hicre varyant! intraselliler bluyime boyurtig ortam kgullarina goére stabil
kalmaktadir.C. burnetiiigin ifade edilen bifazik y@am tarzi 2 farkl fazi igermektedir.
Birinci faz olan replikatif fazda metabolik olaraktif durumdaki LCV hicreleri ve ger
fazda ise infeksiyon siklusunda sg@ adaptasyonlarin goérildi SCV hucreleri
olmaktadir (Garduno ve ark 2002).

1.5.5. Faz Varyasyonu

1.5.5.1. Faz | ve Faz Il Lipopolisakkaritlerin Yapsi

C. burnetii etkeninde antijenik varyasyonlar konak hlcreyesiia olarak
gerceklemektedir. Embriyolu tavuk yumurtasi veya hicre dddrindeki pasajlar
sonucunda bakteriyel populasyonlarin Enterobacesi@ familyasindaki etkenlerde
oldugu gibi virulant fazdan (Faz I) avirulant faza (FH} gectikleri gortlmigtar. C.
burnetii Faz | etkeninde lipopolisakkaritler tam olarak sphaktadir ve bakteriye yiksek
derecede infektivite kazandirmaktadir. Bu etkemisanlar, hayvanlar ve artropodlarda da
gorulmektedir. Faz varyasyonu, tejamada gercek$en bir olay olmayip, avirulant faza
geck sirasinda bir ara faz da bulunmaktadir. Faz leémtede sadece govdeden ibaret ve
yapisi bozulmgi lipopolisakkarit formu belirlenngtir. Bu formda ayrica yuzey proteinleri

ve hicre dansitesi de yapisal olarak farklilik giisektedir (Toman ve ark 1998).

O antijenik polisakkaritleri galaktozaminuromr#{1,6)-glukozamin disakkarit
[GalU-0-(1,6)-GIcN] ve L-dihidroksistreptoz [3-C-(hidroksetil)-liksoz] molekullerinden
olusmustur. O antijeninin kesin Gnit membrani tam olaradiflenememytir, fakat g-D-
virenoz ve L-dihidroksistreptoz komponentleriningigi tahmin edilmektedir (Toman ve
ark 1998). Lipopolisakkarit yapisindakistar arasi antijenik varyasyonlar bant ciftlerinin
dizilimine gore Faz | bakterilerde ortaya korgtur. Ayrica dizilimlerin dgihmlarinin Q
atesi hastalginin akut ve kronik formlarindan izole edilenslsula korelasyon gosterglide
saptanmgtir.  C. burnetii Nine Mile ve Priscilla sglart kimyasal olarak
karsilastirildiklarinda akut ve kronik hastaliklara eadolan etkenlerde yan zingieker

21



kompozisyonunda belirgin farklihklarin oldunu ve C. burnetii O serotiplerinde
varyasyonlar meydana gelebidi bildirilmigstir. Ara faz etkenlerde bulunan
lipopolisakkaritler ise Faz | etkenlerin yapisindian lipopolisakkaritler ile benzerlik
gostermektedirfakat bu fazdf-D-virenoz bulunmamaktadir. Faz Il etkenlerde O-
polisakkarit yan zincigekeri ise tamamiyla bulunmamaktadir. Faz Il lipogaKkaritleri
ise enterobakteriyel i¢ cekirdek bdlgesi ile sastirildiginda D-mannoz (D-man), D-
glisero-D-mannoheptoz (D,D-Hep) ve 3 deokdd>-manno-oct-2-ulopiranozid (Kdo)
komponentlerinden olmaktadir. Genellikle dicekirdek, yaygin piranozidik heksozlarin
dalli oligosakkaritlerinden meydana gegtir. C. burnetiiFaz Il etkeninde terminal D-Man
molekult bulunmaktadir ve bu molekulsdiekirdek bolgesinin sentezlenmesi sirasinda
mutasyonel olaylarda rol oynamaktadir. burnetiilipid A molekul ise tipikB-(1,6)-bali
D-glukozamin (GIcN) disakkarit catisindan gheaktadir. Hekzaacil enterobakteriyel lipid
A molekulinden farkli olarakC. burnetiinin icerdigi Lipid A molekllu tetraagil
yapisindandir (Honstettre ve ark 2004).

Immun hcrelerin lipopolisakkaritler ile aktivasyonolayr primer Lipid A
molekill ile gerceklgiriimektedir ve bu olaydaki varyasyonlar biyoloji&ktivitenin
dramatik bir halde dimesine yol acmaktadir. Tipik enterobakteriyel lipbgakkaritlere
karsi monositlerden salinan sitokin miktari i€2 burnetii etkeni icin salinan sitokin
miktarindan daha yuksek olarak saptastimi In vivo ortamda Toll-like-reseptoérlerin
(TLR) bakteriyel fagositozda énemli rol oyngdbilinmektedir, fakat bu reseptorleri@.
burnetii infeksiyonunun organizma iginde kontrol altinanalasinda etkisiz kalgh
bildirilmistir. TLR2 reseptérlerinden yoksun makrofajlari€. burnetii Faz |l
infeksiyonuna kaw oldukca duyarh oldgu ve yangisal sitokinlerin bu infektif donemde
salgilanmadii belirlenmitir. Ayrica C. burnetiilipid A molekiliniin antagonistik etkisi
ve enterobakteriyel lipopolisakkaritlerin TLR4 akdsyonunun biyosentetik prekirsér olan
Lipid 1V molekilt ile sg&landgl da saptanmgtir. Dendritik htcrelerin aktivasyonu ve
maturasyonunun sadece Faz | etkenlerinde goguldiildiriimistir. Faz | etkenlerdeki
lipopolisakkaritlerin yapisinin komple olgu ve bu yapisal 6zeflin bakteriyi TLR2
reseptorlerinden korugu saptannstir. Patojenlerle ikkili ¢esitli kalip molekullerin dgal
bagisiklik sistemi tarafindan taningh bilindigine goére bakteriyel etkenin fagositozdan
kurtulmasinin, TLR interaksiyonlarindaki varyasyamal dayandg sonucuna ukalmistir
(Golenbock ve ark 1991).
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1.5.6. Genetik Organizasyon ve Lipopolisakkarit Bipsentezi

LPS yapisinda bulunan O polisakkaritlerin ve ddkkaritlerin biyosentezi icin
meydana getirilen genetik kod, sliregelen genleftimddenmesi ile olkmaktadir. Bu
genler farkll bolgelerde bulunmalarina gar bakteriyel kromozomlara yakin olarak
yerlesmektedir. Lipid A biyosentezini yonlendiren genigiksek derecede korunmaktadir
ve genom etrafinda lokalize olgwgekildedir. C. burnetii etkeninde O antijen geni ve
cekirdek oligosakkarit gen kimeleri icin iki farkdholge bulunmaktadir. O polissakkarit
gen kameleri, 30 kilobazlik bir alanda yergektedir ve nikleotid difosfat (NDP) —aktive
seker prekursorleri glikozil transferaz enzimleribigigenlerin sentezinden sorumiu
olmaktadir. Genlerin kiimelenme organizasyonu kisitive muhtemel transkripsiyonel
Uniteler o-polisakkarit genleri ile ilgili olmayagenler tarafindan durdurulmaktadir. O
polisakkarit gen kumelerinin  kromozomal Ilokalizasyo da yuksek derecede
korunmaktadir ve enterobakterilerde ise his gemudonu icermektedirC. burnetii
etkeninde his lokusu vagh belirlenememitir, fakat hisB benzeri bir genin vatly gen
kimesinin 5' ucunda belirlenghir. Bu nadir organizasyon, gen kazanimi ya da gen
dizenlenmesi olaylar belirtmektedir ve potansiglarak gen kiimesi boyunca siralagmi
olan iki adet transpozaz enzimi ilesKilidir (Shannon ve ark 2005).

O antijeni dnit yapisiyla ilgili olarak Gald-(1,6)-GIcN disakkaritinin
formasyonuicin aktive edileseker prekirsort metabolit havuzundanskanmaktadirC.
burnetii spesifik B-D-virenoz sekeri ve L- dihidroksistreptoz molekdllerinin serienme
yollari henliz aciklanamasgtir, ancak d@ada benzereker rezidileri bulunmaktadir.
Yersinia enterocoliticaO:8 serotipinin O antijeni 6-deoksi-guloz reziddsusahiptir.
Yersinia icin tasarlanan biyosentezsamalarinda 6-deoksi-guloz molekidli, bazi
bolumlerde NDP-heksoz prekursorleri tarafindanesdahebilmektedir. L-hidroksistreptoz
ise streptomisinirgeker parcasi olarak bilinmektedir @reptomyces griseusakterisinin
sekonder metabolizma Uriint olarak sentezlenmekitBgiosentez gamalari iyi derecede
karakterize edilmtir analog fonksiyona sahip enzimle€. burnetii etkeninde de

bulunabilmektedir (Pissowotzki ve ark 1991).

C. burnetii etkeninde O polisakkariti sentezlenmesi, ATRiyi@i molekiller
sayesinde olmaktadir. O polisakkarit zinciri, tammgen sitoplazmik membranin i¢

tarafindan sentezlenmektedir. Sentezlenen bolurnikeek derecede spesifik ve aktif olan
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glikoziltransferaz enzimleri lokalize olmaktadir. golisakkarit gen kimeleri igin iki adet
glikoziltransferaz enzimi gorevlidir ve ilave trdesaz enzimleri de gerekebilmektedir. O
polisakkarit zincirlerinin terminal modifikasyonuATP taslyici molekdllerin  zincir
terminasyonu olayi ile gkilendirilmistir. B-D-virenoz ve L-dihidroksistreptoz molekdlleri
C. burnetiiicin bildirilmistir ve seker rezidulerinin transferi de zincir terminasyorai O

polisakkaritlerinin ihraci ile bgamaktadir (Raetz ve ark 2002).

Cekirdek oligosakkarit gen kumeleri icin belirlendolgeler ise yakkak 27
kilobazlik bir alanda mevcut bulunmaktadir weker prekirsor sentezi ve heksoz
reziddlerinin transferinden sorumlu genler, bu ktdgde bulunmaktadir (Zhang ve ark
1997).

C. burnetiiNine Mile syunun faz dgisim asamasinda O antijenlerinden sorumlu
polisakkaritleri olgturan genlerin sekansiyel kayiplari gorilmektediaz | ve Faz i
izolatlarinda RFLP (restriction fragment lenght ypobrphism) kalip kamlastirmasi
sonucu O antijeni genlerinin kaybi ve kromozomdkesgon olaylarinin iki faz arasinda
benzerlik gostergh ortaya konulmstur. Fakat bazi izolatlarin sekans analizleri sonuc
kromozomal delesyon ve lipopolisakkarit kemotipiasinda herhangi bir korelasyon
saptanmamgtir. C. burnetiiRSA514 ve Avustralya’da izole edilen birssplarak AUST I
etkenlerinde ara fazda O-spesifik zincir@eD-virenoz bulunmamaktadir. AUST I
swunda ayrica O antijen kimelerinde 32 kilobazlik dan kaybolmg vaziyettedir.C.
burnetii RSA514 ve ve Avrupasa swsu M44 serotiplerinde tam LPS bulunmaktadir.
RSA34 syunda ise 26 kilobazlik bir alan silingnblarak bulunmaktadir. Gram negatif
etkenlerdeki faz varyasyonlari, replikasyon hatalarken terminasyon sonucu geh
kalip mutasyonlari sebebiyle genellikle spontandiire¢ izlemektedir. Alternatif olarak
PmrA/PmrB ve PhoP/PhoQ gibi bakteriyel duyu siseemicevre keullarina tepki ve
konak hiicrede wama adaptasyon gibi durumlarlashili olarak LPS molekullerinin
indirgenmesine yol acmaktadiC. burnetii etkenindeki kromozomal delesyonlar, faz
degisimi icin olan tek mekanizma dédir. LPS biyosentez samalarinin daha detayl
analiz edilmesiyle birlikte gier mekanizmalarin saptanabilgcelUsintlmektedir (Gunn
ve ark 1998).

1.6. Genomik Ozellikler
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C. burnetii etkeni, 2 Mbp’lik kiicik sirkuler bir kromozom yuggiaigermektedir.
Cogu izolat, 32 kilobaz ile 51 kilobazlik plazmidlegermektedir ve bu plazmidler, toplam
genom formasyonunun % 2’lik bir kismini glurmaktadir. Kalici plazmid gamayan
swlarda 16 kilobazlik plazmid benzeri sekanslar kraomlara entegre halde
bulunmaktadir. Genomda G+C konsantrasyonu toplanekuler airligin % 43'Gni
olusturmaktadir. intraselliler bakterilerde genom rediiksiyonu olagmesifik konak
hiicrelerinde ygama adaptasyon @amak acisindan énemli bir olaydir. Bu sire¢ sn@e|
ilgisiz genler elimine edilmektediC. burnetiiicin 83 psédogen identifiye edilgtir. Bu
genlerin ¢gu tek kalip halindedir ve nokta mutasyonlarini mektedir. Pstédogenle€.
burnetii genomunda gen reduksiyonununsglamasinin erken oldwnu goésterir ve bir
onceki orjin sgun konak hiicreye adaptasyorglsaiginin belirleyici faktoradar. Cder
intraselliler bakterilere nazaran, mobil genetilengéntlerin cgtlili gi, C. burnetii
genomunda sabit olarak bulunmaktadir. 3 adet degetn@nspozon ve 29 adet IS element
belirlenmgtir. 1S111 elementi yakkk 1400 bp’lik inzersiyon sekansi icerir ve bu
sekanslar 7 bp’lik kaliplar halinde kendini tekeamektedir (Guo ve ark 1997).

Kromozomal bir kdken saptanmasi i¢in kullanilaazphid kurtarma tekgi sonucu
5.8 kilobazlik EcoRI kalibi Gzerinde bulunan otoneeplikasyon sekansi saptamtmt
Plazmid replikasyonu icin gereken minimum alan #&3 bp kalp arafina kadar
indirilebilmistir. Bu minimum otonom replikasyon sekansi, Oneinli homolog yapi
gostermemektedir, fakat kromozom benzeri bir orflagandiriimaktadir. Bu yapiya denk
gelen kaliplardan 60 kDa buyuRlinde ic membran proteini rnpA ve rpmH genleri
tarafindan kodlanmaktadir. Normal olarak bu gerdéfer bakterilerde oriC geninin
yakinlarinda bulunmaktadir. Bu yapisal benzerlklge E. coli etkeninde olan plazmid
replikasyonu desteklenmesi durumunannan ars geninin kromozomal replikasyonu
baslatici 6zellgi icin herhangi bir deneysel ¢gina yapiimanstir. Ayrica oriC geninirC.
burnetii etkenindeki fonksiyonu belirsigiini korumaktadir. Ars geninin izolasyonu ve
identifikasyonu ile birlikteC. burnetiietkeninin manipilasyonu igin gereken stabil géneti
sistemlerin gefitirimesi de mumkun olabilecektiilk yapilan cagmalarda ColE1 tipi
vektor geni olgturulmasi icin gereken ars ger. burnetiispesifik replikon olarak
kullaniimistir.  Transformant genomlarin geneteik analizlernigmu vektoriin  otonom
replike sistemleri aga cikariimstir. ARS gen yumaklarinin transformant genomlarda
duplikasyonu ve entegre vektor ile képri kurmaseplikasyon olayinin devamigh ve

dayaniklilg acisindanC. burnetii icin potansiyel bir genetik manipilasyon oidau
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ortaya koymstur. Seleksiyon olayl ise spontan direncli bakésde engellenngi bir
surectir ve uzun sireli ampisilin tedavisinde plakidNA’sI ortadan kaybolmaktadir. Bu
zorluklara kagihik replikon olarak ygil floresan proteini kodlayan 5,8 kilobazlik ardika
meydana getirilngtir. Bu yeni metotla hicre kiltirinde elde edileransformant
genomlarin saptanabilir hale gelmesi ve patojerakgn arasindaki interaksiyonlarin
belirlenebili olmasi sdanmstir (Lukacova ve ark 1999).

1.7. DNA Tamir Mekanizmalari

C. burnetii etkeni, fagolizozomlardaki asidik ortagarti sonucu DNA’ya hasar
veren etkenlere maruz kalmaktadir ve genomik stabile entegre olabilme yetenge
genetik dgilm acisindan ortamartlarina gore kritik bir faktor haline gelgiir. DNA
tamir mekanizmalari, direkt tamir, eksizyon tanviei rekombinasyonel tamir olmak tGzere
uc 6nemli kategori altinda incelenmektedir. Direnir en basit formdur ve normal DNA
yapisi gen catisi bozulmadan enzimatik olarak ésine getirilir. Bu mekanizmada
fotoreaktivasyon sistemi (phrAB) ve metiltransferbez metil gruplarinin uzakkiriimasi
bulunmaktadirC. burnetiiise fotoliaz sistemine ait phrB genini icermektgdiiorimatsu
ve ark 2003).

Eksizyon tamiri ise aktif yer gistirmeyi icerir ve hasarli baz yada kem
nikleotidlerin zararagratilmasi esasina dayanir. Eksizyon tamirinde rtkleeksizyonu,
baz eksizyonu ve uyumsuz tamir olaylari meydanar.gllikleotid eksizyon olayC.
burnetii icin ortaya konmgtur. DNA glikozilaz ve endontklez enzimleri de balsizyon
olayi ile iligkili olmaktadir. Uyumsuz tamir sistem ise DNA régagsyonu sonrasi uygunsuz
olarak dizilen baz ciftlerini tanimaktadir. Uyumdamir sistemiC. burnetiietkeninde tam
olarak bulunmamaktadir. Sadece mutL ve mutS genardir ve dger bakterilerde
saptandi gibi mutH geninin yoldu, uyumsuz gen tamiri olayi icin yetersizlik meydan
getirmektedir. Konak hicrenin énemli bir savunmakamézmasi olan oksidatif DNA
hasari, mutasyonel uyumsugluin giderilmesini de bulyik 0&lciide engellemektedir.
Rekombinasyonel DNA tamir sistemi i¢in iki ana meizana bilinmektedir. RecA geni, bu
mekanizma iginde major regulatér gen pozisyonundeei DNA hasari sonucu hemen

devreye girmektedir (Morimatsu ve ark 2003).
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Derrick tarafindan Q Fever hasgahin 1937 yilinda tanimlanmasindan bu y&na
burnetii etkeninin dgal yapisinin anklmasi icin 6nemli c¢agmalar yapilmgtir.
Legionellales takiminin yeniden siniflandiriimasi, Proteobacteria familyasi icinde
fenotipik ve genotipik benzerliklerirC. burnetii ve Legionella pneumophilaarasinda
ortaya konmasi bu camalara drnek olarak gosterilebilir. Her iki patojda membrana
bagli vakuol iginde bulunmaktadir ve yiksek derecedeengli ekstraselliler hicre
formasyonuna doén@bilmektedir. C@u intraselliler bakterinin kendi hicre ici
homeostazisi ggayabilmektedir. Buna kanit olarak.egionella pneumophilatkeninde
bulunan tip IV sekresyon sisteminde efektor molekibnemli rol oynamaktadirC.
burnetii etkeninde de fagozom maturasyonunun engellenmgsing vakuollerin
formasyonu ve oksidatif aktivitenin 6nlenmesi iciafektor molekuller devreye
girebilmektedir (Vogel ve ark 2004).

Fagozomal vakuoller, sekonder fagolizozomlara barektedir. Dgal basisiklik
sisteminin komponenti olan fagositik hicrelerin 0@l olarak bazi enzimleri, defensin,
oksijen ve nitrojen radikallerini icermektedir. Bapilar invaziv bakterilerin inaktivasyonu
ve degradasyonuna yol acgcmaktadir. Bu yikici ortgartlarinda C. burnetii etkenini
uremesi igin yiksek adaptif fizyolojik hicre yapise koruyucu mekanizmalar
gerekmektedir. Genom sekanslanmasi ve biyokimyégalliklerin karakterizasyonu
sonucuC. burnetii etkeninde geni spektrumlu metabolik kapasite vesitaa sistemleri
saptanmgtir. Konak hicre ginda minimal aktivitenin devam ettirilebilmesi iciATP
havuzunun yaratiimasi hile€t, burnetiietkeninin konak hicreye ve infeksiyon siklusuna
yuksek derecede adaptasyorglamasina yaramaktadir. Buna ek olarak bazi enzimler
ekspresyonu, alkilhidroksiperoksidazlar ve DNA tasistemindeki ¢gtlilikler de konakgl
kaynakli oksijenin ve nitrojenin aktive olmagmifagositik hicrelerde miktarinin

disurdlmesini sglamaktadir (Clifton ve ark 1998).

C. burnetii etkeninde faz varyasyonu lipopolisakkaritlerin keipi ve virulans
kaybi ile sekillenmektedir. Faz dgsiminin molekiler mekanizmasi tam olarak
anlgilmamstir ve kromozomal delesyon olayi ile korelasyontgtimektedir. Tam LPS’ler
Faz | bakterileri TLR bamli taninma mekanizmasina kakoruyabilmektedir (Weinberg
ve ark 2000).

1.8. Patogenezis

27



Coxiella burnetiisiklikla kontamine toz ve damlaciklarin solununiylas daha az
oranda infekte sit ve sut drtnlerinin alinmasi eedgki siyriklardan iceriye girmesi ile
insana bulgir. Etken dnce akgerlere yerlgrnekte oradan hematojen yollgér organlara
yaylimaktadir. inkubasyon periyodu alinan inokulum dozunaslbalarak 14-39 gin
arasinda degmektedir. Q hurnmasi infeksiyonu asemptomatik, akeitkronik olmak
uzere g farkli klinik seyir gostermektedinfeksiyonun, olgularin gunda hafif hatta
belirtisiz seyretgi bildirilmi stir (Mandell ve ark 2000).

Coxiella burnetii infeksiyonlari genellikle sivisal ve hiicresel immyanit ile
kontrol edilmektedir. Akut infeksiyondan hemen sofaz I1I'ye karsi IgM antikorlari daha
sonra da IgA ve IgG tipi antikorlar alinaktadir.C. burnetiiinfeksiyonu T hiicre cevabi
ile kontrol edilmektedir. Ancak hicresel immunitafekte konaktanC. burnetilnin
eradikasyonunu giyamadgl icin kazanilmg immunsupresyonu olan hastalarda

tekrarlayan infeksiyonlara yol acabilir.

Q atsinde esas belirti akgerlerdedir. Tipik histopatolojik lezyon konsolidasy
interstisyel infiltrasyon ve alveoler eksudasyondiiveoler eksudat icinde rnonontkleer
hiicreler, fibrin ve eritrositler bulunur. Ak@rde damar tutulumuna #aolarak kanama
ve nekroz alanlan saptanir, Agerdeki patolojik bulgular Q ageicin spesifik dgildir,
atipik pnémoni yapan der etiyolojik ajanlarin bulgulan ileLégionella pneumophila,

Chlamydia pneumoniae, C. psittakarisabilir (Westlake ve ark 1987).

Karacger dokusunun histopatolojik incelemesinde fokal dtegelller nekroz,
makrofaj, lenfosit ve polimorf I6kositlerden olusariiltratif hicreler, ayrica tipik "halka
seklinde" grantlomlar (Doughnut grantlomu) gorullBu granulomlarin rnerkezinde
yogun bir fibrin halkasi, multinikleer dev hicreler gevresini saran bir gavakuoli
vardir. Bu grantlomlar Q ageicin oldukca tipik olmakla birlikte Hodgkin hadtginda,
tifoda ve enfeksiyoz mononiukleozda da gorulebiKemik iligi lezyonlari genellikle
karacgerde bulunan lezyonlara benzemektedir. Burada dagBaut grandlomlari ile
birlikte makrofaj, lenfosit, polimorf I6kositler vemultinikleer dev hicreler bulunur.
Infekte kalp kapaklarindaki tipik vejetasyonlar ddda kiicuktir ve ekokardiyografi ile
saptanmasi zordur. Histolojik bulgular nonspedifiktibrin, trombus, nekroz, nekrotik
hicre yikimlari, kalsifikasyon ve fibroblastlar gée bulunmaktadir.C. burnetii
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immunohistokimyasal yontemlerle infekte kapak Otaskden siklikla izole
edilebilmektedir. Vejetasyonlardan kaynaklananrgm emboliler balica dalak, bébrek
ve beyin olmak (zere bir ¢cok organda infarktiise enedlabilirler. Aynca Q ate
endokarditi esnasinda fia glomerulonefrit olmak Gzere immun kompleksleraglb

komplikasyonlar ortaya ¢ikabilmektedir (Silver ué& 4984).

1.9. Q Atei Hastaliginda Immun Yanit

Q Fever hastall, C. burnetii tarafindan meydana getirilmektedir. Bu obligat
intraselluler bakteri Legionella tirleri vBrancisella tularensisile filogenetik olarak
benzerlik gostermektediinfekte bireyler genellikle etkeni aerosol yolla aktadirlar.
Bunun sonucunda primer infeksiyon gtuaktadir. Primer infeksiyonlarin ¢ok azi kesin
teshisle sonugclandiriingtir. Cunkt klinik olarak hasta bireylerin yarisimd&zlasinda
semptomlar belirgin d#gldir ve elde edilen serokonversiyon ile sheés
desteklenememektedir. @o zaman akut Q afe hastalgi kendiliginden
sonlanabilmektedir. Fakat bazi durumlarda hasfarsiste edebilir ve antibiyotik tedavisi
goren bireylerde tekrar ortaya cikabilmektetfifekte bireylerde hastalik, aylar hatta yillar
sonra kronik formda ortaya cikabilmektedir. Q satdastalginin ana semptomu
endokarditis olarak saptangtir. Kan kultari negatif olan bireylerin % 48’inid. burnetii
ile infekte oldgu bildirilmistir. Q atei hastalgina b&ll endokarditis vakarlinda fibrozis
ve kalsifikasyon gorulmektedir. Doksisiklin ve kiduin kombinasyonlu terapilerde
hastalgin prognozu d@smektedir ve bu tedavinin uygulagdibireylerin sadece % 5’'inde
18 ay sonra tekrarlayan Q gitbastalg goralmistir. Doksisiklin kan konsantrasyonu ve
antikor seviyelerinin dimesinin de korelasyon gostetdbildirilmi stir. Ayrica C. burnetii

icin iki yeni evrimsel form bildirilmgtir (Izzo ve ark 1988).

1.9.1. Primer Q Atai Hastaliginda Protektif immun Yanit

Primer hastalikta infeksiyonun kontrolU sirasinddesnatik hicre kaynakli immun
yanit ve granulom formasyonu goérulmektedir. Gramdthz lezyonlarda makrofajlar ve
epitelyal hucreler, ayrica multintkleer dev hiuaretee bulunmaktadir. Akut hastalikta
hepatitis gorulen bireylerde proliferatif yanitigdozlenmgtir. Formalin ile inaktive edilen
etken ile allanmg hastalarda spesifik lenfoproliferasyon ve intesfemiktarlarinda ari

gozlenmgtir. Granulom formasyonu ve interferon dretimi, imam yanitin Thl tip
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polarizasyon gstergini ortaya koymugtur. Q atgi hatalginin immun kontroli ise etkenin
eradikasyonunu geamamaktadir ve hayvanlarda burnetii yayilimi devam etmektedir.
Akut infeksiyondan yillar sonra bile kan dgiainda ve kemik igiinde etken DNA’sI
bulunabilmektedir (1zzo ve ark 1988).

Infeksiyonun yayilma yolu, organizmaya ginniktari gibi etkenler, hastan
seyrini etkilemektedir. Ayrica hastgin meydana gelmesinde solunum yolu ile pnémoni,
hepatitis ile intraperitoneal yol birbiriyle gkili olmaktadir. Hastalik erkek bireylerde sdi
bireylere nazaran daha fazla gorilmektedir. Osttativf8'nin etkisi, cinsiyet farkliig
acisindan 6nemli olarak saptagtm CB6BL/6 farelerde, erkek bireylerde granulomia
daha fazla gorulditi bildirilmistir. Ayrica farelerde ya faktori de hastalik ofumu
acisindan agariimistir. Bakteriyel doku hasari ve granulom sayisiiraglik farelerde, 1

aylik farelere nazaran daha fazla @dworilmigtir (Leone ve ark 2004).

1.9.2. Kronik Q Atesi Hastaliginda Defektif immun Yanit

C. burnetiiinfeksiyonu, immunkompromize hastalarda kronikehgdlebilmektedir.
Hucresel immunite bozuk#u olan farelerde hastgin kronik hale geldii bildirilmi stir.
Kortikosteroid tedavisi ve bitin vicudun irradyasyadilmesi, deneysel infeksiyonlarda
hastalgin kronik hale gelmesine yol acmaktadir. Farel&togbsfamid aldiklari zaman

infeksiyonun tekrar ortaya ciigtigozlemlenmgtir (Sabatier ve ark 1997).

Kronik Q atei hastalginin defektif hiicresel immunite ile karakterize lewdisi ile
hiicresel immunitenin korunmada 6nemli rol oy@adrtaya cikmaktadir. Gginemsg
hiicresel immunite, karggrde granulomlar yerine lenfosit infiltrasyonu vekrozis ile
Olculebilmektedir. Q at@ endokarditis hastalarinda lenfosit proliferasyonu
gorulmemektedir. Bunun nedeninin olgwmems T hicrelerinin alterasyonu oldu,
fakat CD4 lenfopenisi saptanan tedavi edifnbireylerde immun yanitin normal seviyelere
ciktigl belirlenmitir. Spesifik supresyon olayi ise prostaglandin y&2la sitokinler gibi
immunregilatér mediyatérler tarafindan glsmmaktadir. interlokin 10 (IL-10)'un,
Ozellikle kronik Q atg hastalginda air1  derecede uretimesinden dolayi
immunsupresyona ve regulator T hicrelerinin indgsiuna yol acmaktadir. Sitokin ve
kemokinlerin defektif olarak etkilemesinin immunaoRkpetent hicrelerin hedefe yonelik

yetersiz migrasyonuna neden olmaktadir. Aycdurnetiiile infekte monositlerin timor
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nekrozis faktori (TNF) ile birlikte endotelyumlard&fektif transmigrasyonagradigl da
bildirilmi stir (Dellacasagrande ve ark 2000).

Kronik Q atgi hastalginda immunsupresyon olayl ekzakarbasyorigmams
yangisal yanit ile ifkilidir. Endokarditis ile seyreden vakalargaldetli yangi olgumu
belirlenmitir (Sabatier ve ark 1997). TNF ve IL-6 seviyelée dolgimda yukselmektedir.
Lokosit aktivasyon molekili olan CD23'ler, IgE’ledésik affinite gostermelerine kan
hastalgin kronik doneminde hizla artmaktadir. Buna ek akaifNF ve IL-1 duzeyleri,
endokarditis semptomu gosteren hastalarda akutnddeebelirgin diizeyde artmaktadir.
TNF Uretimi, hastagin aktivitesi ile dgru orantili olmaktadirilk zamanlarda, hastgin
teshisinin yeni konuldgu bireylerde TNF Uretimi yiksektir. Tedavi streaihiglamasi ile
birlikte diizey digmektedir. Daha sonra, TNF uretimindeki en yukseis,dgG seviyesinin
yukseldgi zamanda gorulmektedir. Kemokinlerin ve monosiimkatraktant proteinlerin
(MCP-1) uretimi de akut endokarditis ile seyredenat@i hastalginda monositlerden
yuksek oranda elde edilmektedir. IL-6 Uretimi isermrh akut, hem de kronik Q ate
hastalginda yuksek seviyede gorulmektedir. Sonucta immpresyon ve ekzakarbe

inflamasyon olaylari kronik Q agiehastalgi ile iligkilidir (Capo ve ark 1999).

1.9.3. Q Atai Hastaliginda Dogal Bagisiklik

C. burnetiietkeni, miyeloid kdkenli hiicrelerde obligat intedl&ler olarak ygamini
surdirmek zorunda olan bir etkendir. Bu nedenddaydomakrofajlarin mikrobisidal ve
fagositik aktivitesinin bozulmasi, etkenin rahdtiKireyebilmesi icin gerekli olan deca
faktorlerdendir (Pentilla ve ark 1998).

1.9.4.C. burnetii Fagositozu

C. burnetii etkeni, fagositozdan kurtulmak igin daha oOncgediintraselltler
bakterilerde bildiriimemy bir strateji geltirmistir. Monositlerde,C. burnetii etkeni zayif
olarak internal bélgede bulunmaktadir, bungman baarili bir sekilde ygamini
surdurebilmektedir. Fakat avirulant tip etkenleteyk derecede ve hizli bgekilde elimine

edilmektedir. VirulantC. burnetii etkenlerinin fagositozwvp3 integrinlerin vasitasiyla
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gerceklgmektedir. Virulant etkenlerin @ik derecede olan fagositoz olayl is&
burnetiinin integrinler ile kros reaksiyona girmesindenlado sekillenmektedir. Ayrica
monositlerin daha 6nceden virulant etkenlerleskamasi sonucu integrin kaynakl
aktivasyonu onlemektediravp3’in diger integrinlerden ayrilmasi sonucu macrofajlar
uygunsuz bi¢cimde aktive olur, protein tirozin kiné2TK) sentez mekanizmas! devreye
girmektedir. VirulantC. burnetii etkenleri filamentdz aktinlerin (F-aktin) psédojdd
ekstensiyonunu uyarmaktadir, ancak avirulant etk@nlbu konuda herhangi bir etkisi
bulunmamaktadir (Meconi ve ark 1998). F-aktin oigasyonu da PTK aktivasyonuna
baglidir. C. burnetiietkeni erken PTK aktivitesini indukler, bdylecedejen substratlarda
tirozin fosforilasyonu olayr gamis olmaktadir. Tirozin kinaz aktivitesi stimile hicre
fraksiyonlarinda gozlenmektedir ve tirozin fosfoialeri protruzyonlar icinde F-aktin
molekdlleri ile birlikte lokalize halde bulunmaktaiér. Daha sonra psddopodal
ekstensiyon iseC. burnetii intenaslizasyonunda daha kompleks bir role sahiptger
yandan bu olay, enteropatojeriik coli tarafindan stimule edilen makrofajlarda belirtilen
pedestal formasyondaki fagositoz bozgkiule de ilskilidir. Fakat bu makrofajlar, F-aktin
protruzyonlari ile beraber lokalize olduklari icirgirulant C. burnetii etkeninin
internalizasyonu icin gerekli komponentlerdintegrin molekiilleri de monositlerde.
burnetii tarafindan indiklenen psodopodal ekstensiyonldigmda kalmaktadir. Monosit
stimilasyonundan sonra psodopodal ekstensiyonlatagrinlerin girgi sekillendigi
takdirde C. burnetii fagositozu olayl da asgtigostermketedir. Bundan dolay1 fagositoz
reseptdrlerinin lokalizsyonuC. burnetii etkeninin hicre igcine alinma olayini ve etkenin

yasamini kontrol eden bir durum olmaktadir (Goosneare2000).

1.9.5.C. burnetii’nin Intraselliler Dolasimi

InternalizeC. burnetii etkeninin asidik ortama karadaptasyonu, ger bakterilere
nazaran ygamini etkileyen ©6nemli faktdrlerdendir. Bu olay @@ fagozom
maturasyonunu da bozmaktadimtraselliler ygama C. burnetiinin adaptasyonu
fagozomlarda bulunan asidik pH ileskilidir. Asidik pH, C. burnetiiicin gerekli olan
besin maddelerinin hicre icine alinmasirglaaaktadir, ayrica bakteriyi antibiyotiklerden
korur. Bundan dolayr fagozomal kompartmani alkaftama ceviren klorokuin gibi
lizozomotropik ajanlar, makrofajlarin mikrobisidaktivitesini artirmak icin doksisiklin

gibi ilaglarla kombine edilmektedirC. burnetii etkenleri asidik ortamda yamlarini
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surdurdrken, bu kompartmanin fagolizozom @laddistintlmektedir. Farelerdeki makrofaj
hiicrelerinde ve nonfagositik hiicreler@eburnetiietkenleri lizozomlarla fizyonaguayan
genk vakuollerde Uremektedir. Bu vakuoller de maya gitbienleri ya daMycobacterium
etkenlerini iceren gier vakuoller ile birlgebilmektedir. Verohucreleri gibi nonfagositik
hiicrelerdeC. burnetilyi iceren vakuoller de proton ATPaz, lizozomskili membran
proteinleri, katepsin D ve asit fosfataz gibi olguagolizozomlar gibi hareket
edebilmektedir. Bu molekillerin bakteriyel vakuolée olan interaksiyonlari, peptid
yuklenmesinin azaltiimasi ile antijenik peptid f@asyonunun geciktiriimesi olayina
dayanmaktadir (Lem ve ark 1999). Yapilan gahlarda avirulant star kullanildgi igin
virulant C. burnetii etkenlerinin  makrofajlardaki yam siklusu yeterince
aydinlatilamangtir.  Ornesin  virulant C. burnetilnin replikasyonu makrofajlarda
sinirhyken, avirulant sgarda yiksek sayida bakteriyel hicre proliferasyonu
gorulmektedir. Ayrica virulant star memeli makrofajlarinda yamlarini sirdurebilirken,
avirulant sglar ise elimine edilmektedir. Hem virulant, hemalgrulant olan organizmalar
asidik fagozomlarda hayatlarini strdirebilmektedirBundan dolayr makrofajlard@.
burnetiinin yasamina devam etmesi vakuoler pHyaghabir durum olmamaktadir.
Virulant C. burnetii etkenini iceren fagozomlarda olgugi@a tam olarak
gerceklsmemektedir. Elimine edilen avirulant varyantlaguh fagozomlarda bulunmakta
ve katepsin D ile birlikte nonfagositik hicrelerdeldugu gibi lokalize sekilde
seyretmektedirler. Bu bulgulagiginda C. burnetii etkeninin makrofajlarda fagositoz ile
kontrolii sglanmaktadir ve fagolizozomal fiizyon elimu engellenmektedirinfekte
bireylerden elde edilen monositlerde yetersiz olggma ve mikrobisidal aktivitede diis
tespit edilmgtir. Defektif fagozom maturasyonu, ekzojen IL-1@ ibirlikte monositlerde
gerceklemektedir. Bundan dolayi etken eliminasyonu ve fagozanaturasyonu, Q aie
hastalgiyla iliskili olmaktadi ve sitokinler tarafindan kontrol edektedir (Feldmann ve
ark 2005).

C. burnetii genom analizleri sonucu, fagozom maturasyonunu rofiglkarda
kontrol edebilecek bazi komponentler ortaya cgtmiAyrica ayni genetik formasyona
sahip olanL. pneumophilave C. burnetii etkenlerinde tip IV sekresyon sistemi identifiye
edilmistir. L. pneumophilaF. tularensisve C. burnetii etkenlerinde fagozomal gigici
sistemler de ortaya konmtur. Bu tgiyicilar, fagozomal besin maddesi depolama

isleminde rol almaktadir (Sauer ve ark 2005).
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1.9.6. Toll-like Reseptorler veC. burnetii Sensorleri

Toll-like reseptorler (TLR), infeksiy6z patojendekagl hem d@al direncte, hem
de kazanilmy bazisiklikta kritik bir dneme sahiptir. TLR’ler, mikrokel etkenlerde
korunan molekuler yapilari taniyip patojen kontmilis&lamakla gorevlidirlerC. burnetii
ise TLR2 ve TLR4 ile taninabilmektedi€. burnetii etkeninde LPS olmasi, sensorler ile
birlikte bakteriyel taninmayi kolayarmaktadir.C. burnetilnin fagositozu da TLR4 ve
LPS’ler ile iligkilidir. TLR4’lerin LPS’ler ile olan b&lanmasi sonucwvp3 integrinler
induklenmektedir. C. burnetiinin  makrofajlarla olan interaksiyonu sonucu aktin
hiicrelerinin yeniden organizasyonu da TLR4 hiucreé¢etbahdir. Ayrica, filopodlarin
formasyonu ve siktiriimasi TLR4 yoklgunda mimkin olmamaktad(. burnetiibir kez
hiicre icine alingnnda, ortamdaki TLR4 vaglina b&li olarak fagozom maturasyonu ve

mikrobisidal aktivitede argig6zlenebilmektedir (Takeda ve ark 2003).

TLR4 bulunmayan farelerde yapilan bir galada, granulom formasyonu
arastinimistir. DeneyselC. burnetiiinfeksiyonu sonucu, doku infeksiyonu @ burnetii
klirensinin normal farelerde ve TLR4 yetersiz farele ayni diizeyde oldu saptanngtir.
Fakat granulom formasyonunun ve sitokin UretimifiibR4 yetersiz farelerde bozuk
oldugu goérulmigtir. Bundan dolayl, TLR4’Un yangisal cevabi kontetdtigi, fakat
mikrobisidal kompetens acisindan herhangi bir etkisolmadgl sonucuna varilngtir
(Takeda ve ark 2003).

Pepetidoglikan ve lipopeptidler tanilyan TLR2'leeiC. burnetii infeksiyonu ile
yakindan ilgkilidir. Zamboni ve arkadgarinin (2003) TLR2'den yoksun farelerde
yaptiklari bir cagmada TLR2'nin TNF ve interferon Uretimiyle gkili oldugu ortaya
konmuwtur. TLR2 yetersiz farelerde avirula@. burnetii etkenlerinin ¢@almasinin son
derece yuksek oldw belirlenmgtir (Boehm ve ark 1997).

1.9.7. Dendritik Hicreler

Dendritik htcreler, hem antimikrobiyel immuniteybaslatma, hem de self
toleransin devam edebilmesi icin dnemli hicrelenaitadir. Olgunlgmams dendritik
hiicreler, periferal dokularda bulunmaktadir ve ykk&apasitede bakteriyel ylkstaa
oranina sahiptirler. Bir kez aktive olduklarinddgunlasmak icin lenf nodullerine gog¢
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ederler ve adaptif immuniteyi desteklerler. Mondsgikenli dendritik hiicreler, intraselltler
bakterilere kan olusan antimikrobiyel immuniteyi indiklemektedirler. Yiloid dendritik
hicrelerin deC. burnetii ile infekte olabilecgi belirtiimistir. Ayrica bu hicreler,C.
burnetiinin replikasyonu icin protektif bir gi olusturmaktadir.C. burnetij dendritik
hicrelerin  olgunlgmasini stimile edememektedir. Aslinda konakgl immyamiti
tarafindan elimine edilenC. burnetii avirulant varyantlari ise dendritik hulcre

olgunlgmasini ve IL-12 Uretimini stimtle etmektedir (Cabanve ark 2006).

1.9.8. Sitokin A1 ve C. burnetii Olimi ya da Replikasyonu

Infeksiyoz hastaliklarin rezolusyonu icin Thi gikikrobiyel sitokinlerin tiretimine
dayall olan immun yanitin stimile edilmesi gerektadk. infeksiyoz hastaliklarin kronik
evolusyonu, IL-10 gibi immunregulator sitokinlemtkinligi ile sekillenmektedir. Spontan
olarak ortadan kalkabilen akut Q gtéaslgl ise Thl immun yaniti tarafindan kontrol
edilmektedir (Yoshiie ve ark 1999).

1.9.9.interferon Gamma

IFN-y akut Q atel hastalginda Uretilmektedir. Kronik donemde ise interferonu
uretimi defektif olarak ortaya cikmaktadir. IENmakrofajlarda oksijen [gamli ve oksijen
bagimsiz mekanizmalarda kompetensi indikleyen gugl&ibokindir (Dellacasagrande ve
ark 1999).

C. burnetii icin olusturulan IFN+’nin mikrobisidal mekanizmasi reaktif oksijen
komponentlerine kg olarak gerceklgnez.C. burnetii reaktif oksijen komponentlerinden
kacmak icin stratejiler gelirmesine rgmen, bu komponentler, etken icin protektif bir rol
oynamamaktadirilk basta C. burnetii monositlerden stiperoksit anyonlari ve hidrojen
peroksit salimini uyarmaz, daha sonra etken alvenkrofajlarda nitrik oksit Gretimini
indukler, fakat nitrik oksit inhibitorleri, makroflardaki infeksiyon dlzeyini

belirleyemezler (Zamboni ve ark 2003).

IFN-y C. burnetilye kari olusacak olan mikrobisidal programi oksijengoali
mekanizma ile stimile etmektedir. IRNnfekte monositlere alinginda fagozomal pH’'da
bir dezisiklik olmaz. Ancak monositler infekte olmadan hidggne interferon aling

zaman fagozomlar alkali olarakekillenir. Bundan dolayr uzun stre kullanilan
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antibiyotiklerin etken Uzerinde herhangi bir baldgelal aktivitesi kalmamaktadir.
Vakuoler alkalinizasyonu uyaran doksisiklin ve klkuin C. burnetiiye karsi olusan in

vitro bakterisidal aktiviteyi indiklemektedir. IFfain C. burnetilyi ortadan kaldirma
yetengi, demir metabolizmasinin regilasyonu ve polimodkdsitlerin flzyonu,

doksisiklin ve klorokuin aktivitesini tamamlamakta{/Wahl ve ark 2001).

Obligat intraselliler bakterilerin yamlarini devam ettirebilmesi icin konak
hicrelerin de 6lmemesi gerekmektedir. Bundan dolajecre apoptozisi ve bakteriyel
eliminasyonursekillenmesi igin ek uyaricilara ihtiya¢ olmaktadfN-y ise C. burnetiiile
infekte makrofajlarin apoptozisini uyaran bir etden IFN-y'nin bu apoptotik etkisi,
TNF’lerden dolayisekillenir. Ayrica IFNy, TNF Uretimini regule etmektedir. Apoptozisi
uyarmasi ile birlikte, TNFler, makrofajlarin mikosidal aktivitesini de
desteklemektedirler. Bu etki, fagositozamasini etkiler, fakat mikrobisidal sureci
geciktirmez. Ayrica anti-TNF antikorlarin notralieeilmesi, monositler tarafindan etkenin
alinmasini onler, fakat uzun dénemde bakterinigaya siklusuna herhangi bir etkide
bulunmaz. Dier intraselliler organizmalar icin belirtifgi gibi inflamatuar sitokinlerin
aktivitesinin 6nlenmesi, yikici etki stratejisi cdit ele alinabilir. VirulantC. burnetii
etkenleri, monositlerden TNF salinimini avirulanglara gére daha az miktarda uyarirlar.
Bu sinirli etki, LPS’lerin zayif aktivitesinin bisonucu dgildir. Normal olarak virulant
swlarin LPS’leri, avirulant sglarin LPS’lerinden daha fazla miktarda immun sistem
uyarir. Fakat virulant slarin monositlere Bdanma aktivitesi daha zayif olgundan
dolayi, hedef hiicrelere yeterli miktarda LPS molék&unulamamaktadirC. burnetii
makrofajlarda transferin reseptor ekspresyonunbureun sonucunda da hiicrelerde demir
birikimini saglamaktadir.intraselliler demiselatorleri ve desferoksamin gibi maddeler de

C. burnetiireplikasyonunu suprese etmektedir (Moore ve atkl20

1.9.10. Makrofaj Deaktivator Sitokinler

IL-10, IL-4 ve IL-13 ile birlikte makrofajlarin ntkrobisidal aktivitesini
dizenlemektedir ve bu olay intraselltler organiarekas! olan artmg duyarlilik ile ilgili
olmaktadir. ilk olarak IL-10, Q atgi hastalgina yakalannyi bireylerde mononiikleer
hicrelerden sentezlenmektedir. Akut hastaliklaragikiIL-10 seviyesi ile birlikte etkenler
hiicre icinde elimine edilirken, kronik hastalik li@dunda ise yuksek IL-10 seviyeleri ile

birlikte hicre ici etkenler ggalabilmektedir. IL-10 no6tralizasyonu ile birliktelifkik
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hastalik belirtileri godsteren bireylerde monositiemikrobisidal aktivitesinin art
bildirilmistir. IL-10 sitokini, immun hicrelerin periferal doka go¢ etmesine vyol
acmaktadir. Mononukleer hucrelerin transendotelgagrasyonu, IL-10'un notralize

edilmesi ile ortadan kalkmaktadir (Ghigo ve ark 200

Q atai hastalginin patofizyolojisi, etkenin makrofajlarda Ureyifrememesine
baglidir. Etkenin makrofajlarda gamasi ise IL-10 gibi deaktivator sitokinlerin Cligti
uretiimemesi ile ikkilidir. Gebelik gibi stres faktorleri de fétal afyraftlarda I1L-10
sitokinlerinin Uretilmesini indukler ve bdylece kn& hastalik evresine gecilgmiolur.
Aslinda dinlenme fazindaki monositle€. burnetii etkeninin replike olmadan hayatini
devam ettirebilmesini g#ar. Bakteriyel fagositoz, polimorf I6kosit fliizyonte yangisal
sitokinlerin modulasyonu gibi durumlarda etken immsistem hicrelerine yakalanmadan
rahathkla yaamini sdrdurebilmektedir. Bu durum, etkenin peesist Ozelkini
aciklamaktadir, fakat hticresel immun yanitgeli ile yakindan ilgkili bulunmamaktadir.
Spesifik hiicresel yanitin aktivasyonu sonucunda-fFNetiimektedir. Boylece polimorf
|6kosit fuzyonu gercekiirken C. burnetii etkenleri de elimine edilmektedir. TNF
molekdlleri de boéylece ortamda birikmekte ve in&ekthlcreleri apoptozise
goturebilmektedir. Eer IFN<y Uretimi bozulursa, bakteriyel eliminasyonsamasi
gerceklgemez. Bunun sonucunda da bakteriyel persistensepbkaisyonlar meydana
gelebilmektedir (Ghigo ve ark 2001).

1.10. Klinik Bulgular

Q atei hastalgl dinya capinda gorulebilen zoonotik bir infeksigan Etiyolojik
ajani olanC. burnetiiise obligat intraselltler bir organizmad@. burnetii etkenini genel
rezervuarlari olan &ir, koyun ve Kkeciler bakteriyi idrar, gk, sit ve postpartum
materyaller ile yaymaktadirlar. Kedi, kopek, ¢am gibi infekte pet hayvanlari da
hastalgin insanlara bukmasina ve salginlarigekillenmesine neden olabilmektedirler.
Insanlarda infeksiyon genellikle kontamine aerosmilénhalasyonu ilesekillenmektedir.
Organizma yuksek derecede infeksiyozdur ve potehshiyoterdrizm ajani olarak
distuniulmektedir, ayrica Hastalik Kontrol ve Onleme ki (OIE) tarafinda Kategori B
biyolojik ajan olarak siniflandiriimaktadir (Madagia ve ark 2003).
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Cssitli klinik belirtilere yol agmasindan dolayC. burnetii infeksiyonlarinin
prevalansi kesin olarak saptanamamaktadir ve lab@macalsmalarina girlik veriimesi
gerekmektedirC. burnetilye karl immunize olmayan bir birey, etkenle kontakt halin
geldikten ve yaklgk 3 haftalik inkubasyon periyodu gectikten sonrampr infeksiyon
semptomatik ya da asemptomatik olarggkillenebilmektedir, boylece akut Q gate
hastalgl ortaya ¢cikmaktadir (Bellamy ve ark 2001).

Kendini tekrarlayan atii hastalilk, Q atgnin en sik gorulen Klinik seklidir,
semptomatik hastalarda, baslangi¢ anidir. Yorgunlyltksek atg miyalji, Oksurik
gorulebilir. Q atginin en sik gorulen klinik belirtisi yiksek ate. Q atgi olan hastalarda,
ates 2-4 gun icinde 42°C’ye ulasir. Plato yaptiktan s06-14 gin icinde normale doner.
Tedavi edilmeyen hastalarda @t€/ gine kadar uzayabilir. Bu sebepten akut Q hasnm
sebebi bilinmeyen agan bir nedenidir. Egkin hastalarda ageuzayabilmesine gamen iki
hafta icerisinde kademeli olarakgii (Levy ve ark 1999).

Atesli bir hastada ortaya ¢ikan pnémoni, Qsafomonilerinin en yaygin gorilen
seklidir. Atipik pnémoni, daha cok genclerde goryldauru Oksurikle karakterize ve
balgam kulturleri negatif olan klinikekildir. Hastalik bazen sinsi, bazen de anidenabasl|
Ates her hastada vardir. Oksirik farkiekillerde infekte hastalann % 24 ile
%90'inda bildirilmgtir. En sik goérilen fiziksel bulgu krepitan rallexdHastalarin % 5'inde
splenomegali bulunur. Q gtepndmonisinin radyolojik bulgular gesiktir, yuvarlak, tek
ya da multipl opasiteler, atelektazi ve plevralieffon seklinde olabilir (Lovey ve ark
1999). Lokosit sayisi genellikle normal olmakladissr hastalarin tgcte birinde ytksektir.
Hastalarin hemen hepsinde serum transaminaz sewiy2i3 kat artnytir, ikterus

gorulebilir, ancak serum bilirubini genellikle noaldir (Fenollar ve ark 2001).

Fransa gibi bazi ulkelerde hepatit, Qsatm en sik gorulen Klinilgeklidir. Hepatit
genellikle serum transaminaz seviyelerinde 2-3okaartis ile ortaya cikar ve siklikla buna
ates, istahsizlik, depresyon, kusma ve ishal eslik etmékteilerleyici ikterus ve
hepatomegali genelde mevcuttur. Kagacidokusunungri yikimina bagh hepatik koma
ve Olumle sonuclanan olgular bildirilgtir (Ayres ve ark 1998).

Karacger biyopsisinde tipik "halka seklinde" granulomlgoraltr. Hepatitli

hastalarda siklikla diiz kas antikorlan, anti-kdrgio antikorlar, anti-fosfolipit antikorlar,
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sirkuler antikoagulan antikorlar ve antinukleerikmtiar pozitif bulunabilir (Ayres ve ark
1998).

Miyokardit, Q atginde nadir gorulen ancak gami tehdit edici bir klinik belirtidir.
Hastalarin % 5-11'inde gorulmektedir. Hasta hayaanl cogunda elektrokardiyografi ile
tani konulrnaktadir. En sik gorulen elektrokardiradgbulgusu T- dalgasi d@esikli gidir.
Hastalarda siklikla t&ardi, daha az olarak ventilator destgerektiren hipoksi ve kalp

yetrnezlgi gelisir (Boyle ve ark 1999).

Perikarditis, akut Q agde nadir gorilur. Olgularin  ga Ispanya'dan
bildirilmi stir. Perikarditis akut Q agende miyokarditis ya da plevritis ve kronik Q gitele
cogu kez endokarditis ile beraberdir. Klinik belirtilespesifik dgildir, ates siklikla
mevcuttur. En sik gorulen elektrokardiyografi budgu T-dalgasi degkligidir.
Ekokardiyografi ile plevral effiizyon saptanabilizenellikle spontan diizelmekle beraber,

tekrarlama gilimindedir (Boyle ve ark 1999).

Coxiella burnetiiilk tanimlandgl zaman deri dokuntulerinin olrnamasi yuzinden,
diger Riketsiyalardan farkli bir etken olarak tafammstir. Son klinik calsmalarda, Q
atesi olan olgularin % 5-21'inde makul, papul ve pugpweklinde deri dokintilerinin

ortaya ciktgl bildirilrnistir (Brouqui ve ark 1993).

Kronik Q ataginin en sik gorulen klinik tablosu endokardittirlgQlarin % 60 -
70'inde endokardit bulunuringiltere ve Galler'de 1975-1981 yillari arasindaiga
konulrnus tirn endokarditlerin % 3'U, Fransa'da ise % 5'ai@ine balidir. Endokardit
spontan olarak 6lime neden olabilirse de uygurbswtik tedavisi ile mortalite % 10'dan

daha az, tekrarlama orani ise yakt€o 50 civarindadir (Brouqui ve ark 1993).

Cok basit ve duyarlign yuksek bir test olan IFAT Q afiein tanisinda kullanilan
referans bir testtir. Onemli bir avantaji cok aktaida antijene gereksinim duyulmasi, Faz
| ve Faz II'ye kapn olusan IgG, IgM ve IgA antikorlarn saptayabilmesidirradtirmacilar
IFAT testinin birgok laboratuarda uygulanabilen ibdsr teknik oldysunu, ancak c¢ok
miktarda ornek icin uygulanmasinin kolay olnfadi, bu nedenle de epidemiyolojik
arggtirrnalar icin dgil, bireysel bazda tani icin standart bir test akardizinulmesi

gerektgini bildirmislerdir (Waag ve ark 1995).
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Son zamanlarda Coxiellozis tanisi igin molekulerntginler, biyogtvenlik
seviyesinin yuksek olmasi, tanida zaman kaybetmesisnuc vermesi ve antibiyotik
tedavisine hemen Blanabilmesi acisindan kullanimi yayggrtastir (Kirkan ve ark 2008).
izositrat dehidrogenaz genleri, siliperoksit dismutgenleri ve transpozon benzeri
tekrarlayan bolgelerin belirlengi PCR tabanh teknikler de kullaniimaktadir. PCR
yontemi, biyolojik érneklerderC. burnetiiidentifikasyonu agisindan kullghi bir metot
olmaktadir. Tekrarlayan transpozon benzeri elereesigh meydana gelen primerler ile
yapilan PCR uygulamalarind@. burnetii infeksiyonlarinin tanisinda yuksek derecede
spesifite ve sensitivite elde ediltir. Bu uygulamalarda ayrica ¢ok gik miktardaki
spesifik DNA sekanslarl da saptanabilmektedir (ke ark 2008).

1.11. Tedavi

Hafif veya subklinik olgular, antibakteriyel ilagka gerek olmadan kendilnden
iyilesirler. Klinik olarak tanisi konulan hastalarin hepedavi edilmelidir. Antibakteriyel
tedavi klinik tabloya gore degnektedir. Atipik pndmonide, tedavi hasgah ilk ¢
gininde bgadiginda etkili olmaktadir. Bu nedenle ciddi olgulardserolojik tani

beklenmemelidir (Mejia ve ark 2000).

Tedavide ilk secilecek antibiyotik tetrasiklin gudur. Tetrasiklin (4 x 500 mg
/gun), doksisiklin (2 x 100 mg/gun), aynca kloramk®l, kinolonlar, kotrirnaksazol,
rifampin ve eritromisin de klinik ve laboratuvarligmalarda etkili bulunmgiur. Tedavi
suresi 15-21 gundir (Jorm ve ark 1990). Endokaediavisinde hem uygun kombinasyon
hem de sire konusunda bir gohirligi yoktur. Kronik Q atginde tedavi icin kombine ilac
kullanilmasi gereklidir. Doksisiklin + kotrimoksdzodoksisiklin + rifampisin veya
doksisiklinin + kinolon kombinasyonlarindan en ar ¥l kullaniimasi 6nerilmektedir.
Hepatitiste iki haftalik antibiyotik tedavisinin tgli oldugu bildirilrnistir (Tissot-Dupont
ve ark 1992).

1.12. Korunma ve Kontrol

Ortaya cikan infeksiyonlarda ana kaynak ciftlik Ysaylandir. Dinyanin bazi

bblgelerinde hayvanlarin ga infekte olup sit, idrar, gki ve dg@um sivilari ile etkeni
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ortama yaymaktadirlar. Hastgd kagl korunma 6nlemleri, tip ve veteriner hekigntin
isbirligi ile yapilmalidir. Herhangi bir salgin ortay ¢iktginda hastalar, gam
hayvanlardan ayri olarak tedavi edilmelidiffekte hayvanlarla gkide olan personelin sik
sik infeksiyonu alip almadiklari da incelenmelifekte olanlar da tedavi edilmelidir.
Pastdrizasyon yiiksek 1si yonteminde (70 °C / 18ysaryapiimalidir. Ozellikle dgum
aninda plasenta ¢ok infekte offundan hemen imha edilmeli, ortamdan uzgtkidmali,
ortam surekli olarak dezenfektanlar ile dezenfadgmeli ve hayvanlarin yadg yerler

infeksiyon od@l olarak dgerlendirilmelidir (Tissot-Dupont ve ark 1992).
Tez calgmamizda, Q ate hastalgl etkeni Coxiella burnetiinin sigir, koyun ve

kecilerde varginin serolojik, immunohistokimyasal ve molekiler ny@mlerle

arastirllmasi hedeflenmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. GEREC

2. 1. 1. Kan Ornekleri

Yapilan bu tez ¢cajmasinda Aydin ili ve ¢evresinde bulunan doért adetl sgir,
koyun ve keci ciftlginden, her ciftlikten 5@er 6rnek olmak tzere 200 adetisl 200 adet
koyun ve 200 adet keciden kan d&¢nealinmak suretiyle Uzere toplamda 600 adet

ornekleme yapildi.

2. 1. 2. Solusyonlar
2. 1. 2. 1. TAE Elektroforez Buffer

50x konsantrasyonda stok solusygagadaki gibi hazirlandi:

TS BaS . et it e e e e e e 40 mM
ALK ASIE .ot e 20 mM
E D T A oo o s 1mM

Buffer solusyonu olarak stoktan 20 ml alinip destdu ile hacim 1000 ml'ye

tamamlanarak oda sicgkinda saklandi.

2. 1. 2. 2. Gel Loading Buffer (6 X)

Bromofenol MaviSi..........o.vvei i 25 mg

SUKIOZ e e 49

HoO o 10 mlye
tamamlandi.

2.1.2.3. Serum Diltent (Vircell®)
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Protein stabilizeri ve proklin iceren mavi renldisfat buffer iceren kullanima hazir
25 ml'lik solusyon serum diltienti olarak kullanidi

2.1.2.4. IgG Pozitif Kontrol (Vircell®)

ELISA testi icin proklin igeren 500 pl'lik tretidirma tarafindan hazirlanan reajan

pozitif kontrol olarak kullaniladi.

2.1.2.5. IgG Negatif Kontrol(Vircell®)

ELISA testi icin proklin iceren 500 pl'lik Gretidirma tarafindan hazirlanan reajan

negatif kontrol olarak kullanildi.

2.1.2.6. IgG Cut-Off Kontrol (Vircell®)

ELISA testi icin proklin iceren 500 pl'lik Gretidirma tarafindan hazirlanan reajan

cut off kontrol olarak kullanildr.
2.1.2.7. IgG Anti-Goat Konjugat (HRP) (Abcam®)

Proklin, % 0.2 bovin serum albumini ve % 0.2 foshatffer solusyonu iceren
peroksidaz garetli 1 mg/ml konsantrasyondaki Uretici firma fardan hazirlanan reajan,
ELISA testinde konjugat olarak kullanildi.

2.1.2.8. Substrat Solusyon(Vircell®)

ELISA testi icin tetrametilbenzidin iceren Uretfcma tarafindan hazirlanan 15

ml’lik reajan substrat solusyonu olarak kullanildi.

2.1.2.9. Stop Solusyon(Vircell®)
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ELISA testi icin 0.5 M sulfuirik asit iceren Uretifirma tarafindan hazirlanan 15

ml'lik reajan, stop solusyonu olarak kullanildi.

2.1.2.10. Wash Buffer(Vircell®)

ELISA testi icin Tween-20 ve Proklin iceren Uretictima tarafindan hazirlanan 50

ml'lik 20X konsantrasyondaki reajan, wash buffearak kullanildi.

2.1.2.11. Fosfat Buffer Solusyon(Vircell®)

IFA testi icintoz halindeki pH 7.2'ye ayarlangplan fosfat buffer solusyonu, 1

litre steril distile suda ¢6zdurilerek hazirlandi.

2.1.2.12. IgG Pozitif Kontrol (Vircell®)

IFA testi icin sodyum azid iceren 200 ul'lik Gm@tifirma tarafindan hazirlanan

reajan pozitif kontrol olarak kullaniladi.

2.1.2.13. IgG Negatif Kontrol(Vircell®)

IFA testi icin sodyum azid iceren 200 pllik Gmatifirma tarafindan hazirlanan

reajan pozitif kontrol olarak kullaniladi.
2.1.2.14. IgG Anti-Goat Konjugat (FITC) (Abcam®)
%0.09 sodyum azid, % 0.2 bovin serum albumini v8.2fosfat buffer solusyonu

iceren floreseinsaretli Uretici firma tarafindan hazirlanan reaj#fA testinde konjugat

olarak kullanildi.

2.1.2.15. Mounting Medium(Vircell®)

44



Sodyum azid igeren Uretici firma tarafindan hanata buffer gliserol, IFA testinde

slaytlarin Gizerine lamel sabitlemek i¢in kullanildi

2. 1. 3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

2. 1. 3. 1. Kullanilan Cihazlar
PCR 25 ornek kapasiteli Eppendorf MasterCycler kagletermal donguileme
cihazinda gercekiérildi.

2. 1. 3. 2. MgC}, Hot Start Il Tag DNA Polymerase, 10X Taq Buffer,dNTP Set

25 mM MgCh, Hot Start Il Tag DNA polimeraz (5U) (Phire®), 10Kaq Buffer
(100 mM (Tris-HCI, pH 8,3500 mM KCI) 100mM deoksinukleotid trifosfat (ANTBgt
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Fermentas®) kullanildi.

2.1. 3. 3. Primerler

Coxiella burnetiigenlerinin tespiti icin akgirmamizda kullanilan primerler Cizelge
2. 1.’de gosterilngtir.

Cizelge 2. 1Coxiella burnetigenomunda transpozon benzeri tekrarlayan bolgede
bulunan primer ciftleri (Lorenz ve ark 1998)

Primer Sekans 5'-3' Bant gengli gi

Trans-l | TGG TAT TCT TGC CGATGAC

687 bp
Trans-Il | GAT CGT AAC TGC TTA ATA AAC CG

2. 1. 4. Elektroforez Cihazi

Elektroforez §lemi Biorad® marka, elektroforez tankinda, gorieiié glemi
Vilber Lourmat marka gortintileme cihazinda gercgiltli.
2. 1. 4. 1. Agarose Jel Hazirlasi

Agarose (Prona) .......coooooiiiiiii e 24
TAE (0,5X) conniniiii it e e e 100 mi
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Buffer, sise icerisindeki agarozun Uzerine ilave edilip, &anidi ve mikrodalga
firnda yaklgik 3-5 dk. kaynatilan kamm, 50°C’ye kadar sgutuldu. Etidyum bromar
ilave edildikten sonra, halen sivi halde olan «ar) jel kalibinin icerisine yayaa,
kabarcik birakmayacakekilde dokuldu ve igerisine yukleme kuyucuklarinusturacak
olan taraklar yerlgirilerek, 15-20 dakika oda isisindagamaya birakildi. Sgutulan jel,
kaliptan cikarilarak, elektroforez tankina dikkagliyerlgtirildi.

2. 1. 4. 2. Marker
Marker olarak 100 bp lik DNA ladder (Fermentas®)l&uuld1.
2. 1. 4. 3. Etidyum Bromdr

Elektroforez gleminden 6nce goruntileme icgin jelin boyanmasindaciBemica®
marka % 21’lik Ethidium Bromur 50°C’ye kadar @dulan agaroz jel icerisine 5 pl
miktarinda eklenerek kullanildi.

2. 1. 4. 4. Standart Sglar

Anabilim Dalimiz stoklarinda bulunan, fenol ile kti@e edilmi, purifiye ve

liyofilize C. burnetiiNine Mile Faz | sgu standart suolarak kullaniimgtir.

2. 2. YOntem

2. 2. 1. Orneklerin Alinmasi

2. 2. 1. 1. Kan:Her kan 6rngi alinirken, juguler ven bdlgesi su ve siinger yardie
temizlenip kurulandi ve % 70’lik alkol ile silindEller sabunla yikandiktan sonra eldiven
giyilip holder yardimi ile vena jugularis'ten stekan ve serum tapleri icine 10ar ml
miktarda alindi. Alinan érnekler, &k zincirde laboratuvara getirildikten sonra tanm ka
drnekleri -20 derin dondurucu igerisine kaldinérk serumlarin ayrilmasi igin 5.000 rpm

devirde dger kan 6rnekleri 10 dakika santrifij edildi.

2.2.2. ELISA Testi
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Elde edilen tum serum orneklerine ELISA testi uggdi. ELISA testi igin
Vircell® marka kiti kullanilarak test proseduru tice firmanin onerdii sekilde gagidaki
gibi gercekletirildi. Arastirmamizda testin konjugati modifiye edilerek pesidaz saretli
anti-goat IgG konjugati (Abcam®) kullanildi. ELISAstini prosedirgu sekildedir:

*Ben mari 37°C’ye ayarlandi.

*Butun reajanlarin oda sicaglna gelmesi beklendi.

*Bitdn reajanlar calkalandi.

*Pleytler paketten cikarildi, 2 kuyucuk cut offgmn icin, 1 kuyucuk pozitif kontrol
icin, 1 kuyucuk da negatif kontrol icin ayrild1.

*Butin kuyucuklara 100 pl serum diltenti eklenslipl her 6rnekten, 5 pl pozitif
kontrol, 5 pl negatif kontrol, 5 pl cut off kontr&lyucuklara eklendi ve pleyt 2 dakika
calkalandi.

*Pleytin Uzeri k&t ile kaplandi ve etivde 37°C’de 45 dakika inkymas
birakildi.

*Pleytteki sivilar aspire edildi ve 0.3 ml yikarsalusyonu ile 5 kere yikandi.

*Hic zaman kaybetmeden 100 ul peroksidgaretli 1/200 oraninda sulandirilgni
anti-goat IgG konjugati (Abcam®) kuyucuklara eklend

*Pleyt Uzeri kapl halde 37°C’de 30 dakika inkupasa birakildi.

*Pleyt Uerindeki kagit cikarildi, sivilar aspire edildi ve 0.3 ml yikarsolusyonu ile
5 kere yikandi.

*Hi¢ zaman kaybetmeden 100 pl substrat solusyaryusuklara eklendi.

*Oda sicaklginda karanlik bir ortamda 20 dakika inkubasyonakbidi.

*Pleyt kuyucuklarina 50 ul stop solusyonu ilavéaid

*Pleytler 450-620 nm dalga boyuna ayarlagpspektrofotometrede 1 saatlik stop
reaksiyonundan sonra okundu. ELISA testi sonugtaiCizelge 2.2’ belirtilen kriterlere

gore dgerlendirilmistir.

Cizelge 2.2 ELISA testi dgerlendirme tablosu

Indeks Dgerlendirme
<9 Negatif
9-11 Ekivokal
>11 Pozitif
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il

Resim 2.2 Calismada kullanilan ELISA pleyti
2.2.3. IFA Testi

IFA testi icin Vircell® marka kiti kullanilarak & proseduri Uretici firmanin

Onerdgi sekilde gagidaki gibi gergeklgtirildi:
*Bitln reajanlar oda sicaglna getirildi.
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*10 pul serum 6rng, 630 pl PBS ile sulandinldi ve 1/64°'luk seruniidiyonu elde
edildi.

*1/64’l0k serum diliisyonundan 20 ul slayt Gzerikideuyucuklara eklendi. Pozitif
ve negatif kontrol icin aynsiemler uygulandi.

*Slaytlar 37°C’de 30 dakika inkubasyona birakildi.

*Slaytlar PBS ile nazikge yikandiktan sonra 10ikkakPBS icerersale igerisinde
bekletildi. Daha sonra distile su ile yikandi.

*Slaytlar havada kurutuldu.

*Daha sonra 20 ul FITCsaretli 1/200 oraninda sulandirignanti-goat IgG
konjugati (Abcam®) kuyucuklara eklendi.

*Slaytlar 37°C’de 30 dakika inkubasyona birakildi.

*Slaytlar PBS ile nazikce yikandiktan sonra 10ikiakPBS icereryale icerisinde
bekletildi. Daha sonra distile su ile yikandi.

*Slaytlar havada kurutuldu.

*Az miktarda mounting medium kuyucuklara eklendiktsonra slaytlarin tsti slip
ile kapatildi, slaytlar Leica® R-101 immun floresamikroskobunda 400X buyitmede
incelendi, UVP® Bioimaging goruntileme programi wtaytlarin fot@raflar dijital
ortama aktarildi. Dgerlendirmede mikroskopta elmasyefloresans gésteren gram negatif
kokobasillerin varkg pozitif olarak kabul edildi, hi¢c floresans gostezyen ornekler

negatif olarak kabul edildi.
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Resim 2.4 Calismada kullanilan IFA slayti
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2. 2. 2. 2. Genotipikidentifikasyon

DNA Ekstraksiyonu
Tam kan orneklerinden total DNA ekstraksiyonu ticéir genomik DNA

ekstraksiyon kiti (Fermentas®) kullanilarak trefiomanin 6nerdii sekilde gagidaki gibi
gerceklatirildi:

*200 pl kan 6rngi 400 pl lizis solusyonu ile stispanse edildi. 6985 dk inkiibe
edildi.

*600 pl kloroform ilave edildikten sonra 10.000 rgla 2 dk santrifuj yapildi.
SlUpernatant atildi.

*800 pl presipitasyon solusyonu pelet tizerine ilasédikten sonra oda
sicaklginda 1-2 dakika kagtirildi.

*10.000 rpm’de 2 dakika santriftj edildikten somBA iceren pelet 1.2 M NaCl
solusyonunda ¢ozduruldi.

*300 pl etanol eklendikten sonra 10 dakika -20°(eé&letildi. 10.000 rpm’de 3
dakika santriftij edildikten sonra % 70’lik etankd yikandi. Daha sonra 100 pul steril

distile suda ¢6zuldd. Her bir PCR reaksiyonu icinl 3emplate DNA kullanildi.

Resim 2.5.Calsmada kullanilan DNA Ekstraksiyon Kkiti
2.2.2.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Tam kan orneklerind€. burnetiigeni varlgl incelendi. Tim PCR reaksiyonlarinda

bir 6érnek icin PCR amplifikasyonu 50 pl toplam hade, son konsantrasyon 10X Taq
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enzimi tampon ¢ozeltisi 1X, magnesium klorir (MgC mM, dNTP 0,2 mM, primer (her
biri icin) 0,4 pmol, Taq DNA polymerase 1,5 U, Teate DNA (her bir érnek icin) 300

nM olacaksekilde gerceklgirildi. Kullanilan malzemeler ve volumleri Cizelgg 3.'de

belirtilmistir.
Cizelge 2. 3Mastermiksin hazirlanma oranlari

Malzeme (Ticari) Istenen Son Konsantrasyon 1 6rnek (ul)
Tag Buffer (10X) 1X 5
MgCl, (25mM) 4mM 5
dNTP (10mM) 0.2 mM 1.25
Trans-1 (100 pmol) 10 pmol 5
Trans-11 (100 pmol) 10 pmol 5
Hot Start Il Taq 2U 0.4
Polimeraz (5U)
ddH,0 Son Voliime Tamamlanir 23.35
Template DNA 300 nM 5

TOPLAM 50

Mastermiks hazirlandiktan sonra 0,2 mL'lik taplegrnek adedi kadar
numaralandirilip, iclerine 45’er pl hazirlanilan steamiksden ilave edildi. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA'dan gg&r pl alinip, ilgili tiplerin iclerine eklenerek agizlari
sikica kapatildi. Hazirlanan tupler daha sonra derabnguleme cihazina yuklenip,
programlandiC. burnetiigen analizlerinde kullanilan PCReamine ait i1sil dongu ve stire

diyagrami sirasi ile Cizelge 2. 4.’de gosteriiiini

Cizelge 2. 4Touchdown PCRsiemine ait i1sil dongu ve sure diyagrami

Basamak Dongl Sayisi Sicaklhik Siresi

Denatirasyon 94°C 30 sn
66 £ 1 (birbirini

Baglanma > asamats ekl 1 dk
1°C disurald)

Uzama 72°C 1 dk

Denatirasyon 94°C 30 sn

Baglanma 40 61°C 30 sn

Uzama 72°C 1 dk

Bekletme 1 4°C oo dk
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2. 2. 2. 2. 2. Amplikonlarin Elektroforez Tankina Yiklenmesi

6x loading dye boyasindan pipetin ucuna 3 ul kadiamp, daha sonra elde edilen
10 pl PCR dranleriyle kagtirildi. Olusturulan kargimdan 10 pl alinarak, jeldeki uygun
pozisyondaki kuyucga yiklendi.

2. 2. 2. 2. 3. Amplikonlarin Elektroforez TankindaY tratilmesi

Hazirlanmg olan jele, istenilen drnekler ve markerlarin yikési yapildiktan
sonra, elektroforez tankinin kapakapatilip, elektrotlar uygun pozisyonlaraglamarak,
100 voltluk akimda 40 dk yaratulda.

2.2.2. 2. 4. Goruntuleme ve Ferlendirme

Sure sonunda vyuriutulen jel, bilgisayara glbadurumdaki transilluminator
cihazindaki (UVP® Bioimaging System, EC3 Chemi HBA4lAlmanya) odaga
yerlestirilerek, UV 15181 altinda fot@raflanip, dgerlendirildi.

Degerlendirmede Trans-l1 ve Trans-1l primerleri icin 6®p uzunlgunda bant
arandi (Lorenz ve ark 1998).
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3. BULGULAR

Bu calgsmada Aydin ili ve ¢evresinde bulunan dort adetlfasigir, koyun ve keci
ciftli ginden, her ciftlikten 5@er 6rnek olmak tzere 200 adetisi 200 adet koyun ve 200
adet kecinin kan orneklerinden toplam 600 adet ldemee yapilarak Adnan Menderes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Andin Dal’da C. burnetii varlig
yoninden ELISA, IFA ve PCR yontemleri ile serolgjikmmunohistokimyasal ve

molekduler olarak incelendi.

3.1. ELISA Bulgulari

Incelenen 600 oOrgén toplam 140'inda (% 23.33)C. burnetii antikorlari
saptanmytir. Toplam 460 ornekte (% 76.77) i€ burnetiiantikorlarina rastlanmastir.
Sigirlardan elde edilen serum orneklerinde pozitifeksayisi 1. ciftlikten 10, 2. ciftlikten
12, 3. ciftlikten 12, 4. ciftlikten 6 adet olmakeire toplam 40 adet (% 20.0), koyunlardan
elde edilen serum drneklerinde pozitif ornek sagusgiftlikten 14, 2. ciftlikten 17, 3.
ciftlikten 11, 4. ciftlikten 16 adet olmak Uzereptam 58 adet (% 29.0), kecilerden elde
edilen serum 6rneklerinde pozitif 6rnek sayisiittlikten 10, 2. ciftlikten 11, 3. ciftlikten
7, 4. ciftlikten 14 adet olmak Uzere toplam 42 g8€t21.0) olarak belirlenrgiir. (Cizelge
3.1).

3.2. IFA Bulgulan
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Incelenen 600 orgn toplam 148inde (% 26.66)C. burnetii antikorlar
saptanmytir. Toplam 452 drnekte (% 75.34) i€e burnetiiantikorlarina rastlanmastir.
Sigirlardan elde edilen serum Orneklerinde pozitifeksayisi 1. giftlikten 10, 2. ciftlikten
12, 3. ciftlikten 12, 4. ciftlikten 10 adet olmakere toplam 44 adet (% 22.0), koyunlardan
elde edilen serum o6rneklerinde pozitif 6rnek saysciftlikten 14, 2. ciftlikten 17, 3.
ciftlikten 11, 4. ciftlikten 16 adet olmak Uzereptam 58 adet (% 29.0), kecilerden elde
edilen serum Orneklerinde pozitif 6rnek sayisiittlikten 10, 2. giftlikten 12, 3. ciftlikten
9, 4. ciftlikten 15 adet olmak Uzere toplam 46 g86t23.0) olarak belirlenrgiir (Cizelge
3.1).

IFA testinin dgerlendirmesinde ise floresansin yoguynioa gore +1, +2, +3, ve +4
olarak belirlenen Ornekler, test kitinde belirtddigibi 1/64 titre ve Uzeri olarak
deserlendirilmistir. IFA testi ile ilgili kullanilan kitin negatifve pozitif kontrolleri ile IFA
pozitif sigir 6rnesi ile ilgili sekiller sirasiyla Resim 3.1., 3.2., 3.3.te gosteektedir.

Resim 3.1.IFA negatif kontrol
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Resim 3.2.IFA pozitif kontrol (1/64 titre)

Resim 3.3.IFA pozitif sigir kan orngi (1/64 titre)

3.3. PCR Bulgulari

Polimeraz zincir reaksiyonu ile ayni 6rnekler irceliginde toplam 600 adet
ornezin 214’ande (% 35.66) yalkdek 687 bp fragment argindaC. burnetiivarligl tespit
edilmistir (Resim 3.1). Sirlardan elde edilen kan 6rneklerinde PCR pozitifek sayisi 1.
ciftlikten 22, 2. ciftlikten 26, 3. ciftlikten 284. ciftlikten 20 adet olmak tzere toplam 96
adet (% 48.0), koyunlardan elde edilen kan ornetder pozitif ornek sayisi 1. ciftlikten
17, 2. ciftlikten 20, 3. ciftlikten 15, 4. ciftlilkn 20 adet olmak lzere toplam 72 adet (%
36.0), kecilerden elde edilen kan orneklerinde fodirnek sayisi 1. ciftlikten 10, 2.
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ciftlikten 12, 3. ciftlikten 9, 4. ciftlikten 15 ad olmak Uzere toplam 46 adet (% 23.0)
olarak belirlenmitir (Cizelge 3.1).

C. burnetii varligina yonelik elde edilen PCR goruntileri Resim $4.

gosterilmektedir.

Resim 3.4.Sgir, koyun ve keci kan ¢rneklerinde Trans-PCR Qe burnetii varliginin
tespiti - M: 100 bpgaretleyici; N: Negatif kontrol; PC. burnetiiNine Mile pozitif kontrol;
1-2: Sgir kokenli C. burnetiipozitif 6rnekler; 3: Koyun kdkenlC. burnetiipozitif 6rnek;
4: Kegi kokenliC. burnetiipozitif ornek.
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Cizelge 3.1Coxiella burnetiivarliginin argtiriimasinda kullanilaELISA, IFA ve PCR testlerinin sonuglari

Ornekleme yapilan

ELISA testi sonuglari

IFA testi sonuglari

PCR testisonuclari

hayvan tira ve ciftlik Orsrgllfllgrrln © Pozitif Ornek | Yuzde Orani g?rzlgg Yizde g?rzlgg Yiizde Orani

numarasi Sayisl (%) Orani (%) (%)
Sayisi Sayisi

SC1 50 10 20 10 20 22 44
SC2 50 12 24 12 24 26 52
SC3 50 12 24 12 24 28 56
SC4 50 6 12 10 20 20 40
KoC1l 50 14 28 14 28 17 34
KoC2 50 17 34 17 34 20 40
KoC3 50 11 22 11 22 15 30
KoC4 50 16 32 16 32 20 40
KeCl 50 10 20 10 20 10 20
KeC2 50 11 22 12 24 12 24
KeC3 50 7 14 9 18 9 18
KeC4 50 14 28 15 30 15 30

Toplam 600 140 23.33 148 24.66 214 34.66

SC1: Sgir ciftligi 1, SC2: Sgir ciftli gi 2, SC3: Sgir ¢iftligi 3, SC4: Sgir ciftli gi 4
KoC1: Koyun ciftligi 1, KoC2: Koyun ciftlgi 2, KoC3: Koyun ¢iftlgi 3, KoC4: Koyun ciftlgi 4
KeC1: Kegi ciftligi 1, KeC2: Kegi ¢iftlgi 2, KeC3: Kegi ¢iftlgi 3, KeC4: Kegi ¢iftlsi 4

59




4. TARTISMA

Q atei dunyanin pek cok yoéresinde endemik olarak goéribenhastaliktir. Bu
hastalik hayvanlarda gérulen giehastaliklarin 6énernli bir nedeni olarak tanimiastir.

Etkenin alinmasi genellikle inhalasyon yoluyla oktaalir (Domingo ve ark 1999).

Hastalik etkeni olanCoxiella bumetinin patoenitesi ¢ok fazla olup tek bir
bakterinin solunum yolu ile alinmasi bile infeksiyo bglatmak icin yeterlidir. Aynca
fiziksel ve kimyasal ajanlara oldukca direncli gluve dger riketsiyalardan farkli olarak
cansiz cevrede uzun sire sggabilrnesi, hastalin kontrolinde oOnernli bir engel
olusturrnaktadir.Coxiella burnetiinin primer rezervuari &ir, keci, koyun, koépek, at ve
kenelerdir. Hastallk hayvanlarda genellikle subklinseyretmekte, buna kan
mikroorganizma st, idrar vegt ile gok miktarda c¢ikariimakta, ayrica amniyosikida,
plasenta ve fetal membranlarda yiksek oranda hugitedir.C. burnetilnin infekte sgir,
koyun ve kecilerden gdan sutlerden ve teregadan izole edildiine dair pek cok yayin
bulunmaktadir. Epidemiyolojik camalar gostermsiir ki pastérize edilmengi stler

insanlar icin Coxiella infeksiyonu kaygeolabilmektedir (Andrews ve ark 1959).

Degsik Klinik tablolar ile kagimiza ¢ikarak tani guggiine neden olan Q atein
spesifik laboratuvar tanisinda kolay uygulanabgirve laboratuvar cajanlarina bulgma
riskinin olmamasi nedeni ile serolojik tani yontemldaha ¢ok 6nerilmektediCoxiella
burnetii antijenik Faz varyasyonu gostermektedir. Faz | oiyaalari infekte insan ve
hayvanlardan izole edilirken, Faz Il organizmakmbriyolu yumurta sari kesesinde veya
in vitro hidcre kuoltir sistemlerindeC. burnetiinin  seri  pasajlarindan sonra elde
edilmektedir. Faz Il antijenleri, infeksiyoz gilelir, ancak gerek erken ve gerekse gec
donemde hasta serumlarn ile pozitif sonu¢ vereldtedir. Coxiella burnetilye kagl
gelisen antikorlar 6zguldur ve gier bakteriler ile ¢capraz reaksiyonlar bilinmemekte@
atesi infeksiyonunda, spesifik IgM tipi antikorlann po#ti gi akut veya yeni gecirilngibir
infeksiyonu gosterir. 1gG tipi antikorlar infeksigan erken donerninde ytikselir ve yillarca
serumda saptanabilir kalmaktadir. Faz Il antijenta® atginde ilk olarak ortaya ¢ikan
antijen olup buna kar olusan antikorlar IgM turindedir. Kronik Q gitede ise yuksek

dizeyde Faz I'e kar antikorlar olymaktadir. Coxiella burnetiiye kagi olusan 6zgul



antikorlann argtirllmasinda siklikla ELISA ve IFAT kullaniimaktadiVarga ve ark 1997).
Komplement fikzasyon testi gecgte Q atgi tanisinda cok kullaniimasinagraen, ELISA
ve IFAT'a gore duyarliginin daha dgiik olmasi, kronik infekte hastalarda yantegatif,
tavuk yumurtasindan hazirlanan antijenlerle capeaksiyona girip yandi pozitif sonu¢
vermesi ve daha uzun zaman almasi nedeniyle stardalpek kullaniimamaktadir. Bu
testin duyarliliklarini saptamak amaci ile yapitahsmalarda Peter ve arkagiar (1985),
ELISA icin % 94, IFAT icin % 91 ve KF testleri icif% 78 oranlarinda duyarlilik
saptadiklarini bildirrglerdir. Cruchaga D'Harcourt ve arkatiau (1996), C. burnetii
infeksiyonu siiphesi olan hastalardan topladiklari 158 serum ghntee ELISA ve IFAT
testlerinin kagilastirmali ¢alsmasinda >1/160 titrede ELISA icin % 96.8 ve IFATNi&o
98.4 oraninda duyarhlik saptagiardir.

ELISA ve IFA testlerinin duyarliliklari olduk¢a yg&kktir. Yine ELISA ve IFA
testlerinin hemolitik ve anti-komplementer serurdiaruygulanabilmeleri bu testlere
ustunlik kazandirmaktadir. Yapilan seroepidemiylologlismalarda IFAT ve ELISA'nin
cok sayida seruma uygulanabilmesimbla birbirlerine Gstunlikleri olmagh bildirilmi stir
(Domingo ve ark 1999). Asirmamizda toplam 600 kan ogfiein 140'inda (% 23.33)
ELISA pozitif, 148’'inde (% 26.66) ise IFA testi ptk sonuclar elde edilmgtir. Elde
edilen pozitif sonuclar acisindan ELISA ve IFA legiiz arasinda yiksek oranda
farkhlik saptanmamntir. Farkl ciftliklerden alinan drneklerin gduminda ise gir, koyun
ve keci populasyonlarinda dnemli derecede farklgizlenmemitir. Sigir 6rnekleri
acisindan 4. ciftlikte IFA testinde 4 adet fazlaifibornek, keci drnekleri acisindan 2. ve
4. ciftlikten 1'er adet fazla pozitif 6rnek tespadilmistir. Koyun ornekleri acisindan

ELISA ve IFA testleri arasinda herhangi bir fankliyozlenmemtir.

Q atai seroprevalansinin, atarllan hayvan tirtine gore gigmek tzere % 9 ile %
21 arasinda oldiu ve bolgesel olarak hayvan turleri arasindaki ksifgonun paralel
seyrettgi bildirilmi stir (Uhaa ve ark 1994). Turkiye'de hayvanlarda &iatarligi ilk defa
1946-1947 yillarinda sutlerded. burnetiiizole edilmesiyle ortaya konngtur (Cetinkaya
ve ark 2000). Son yillarda tlkemiz hayvanlarindat®ine yonelik yapilan seroprevalans
calismalarinda, dgisik yorelerdeki hayvanlardaC. burnetii seropozitiflsi konusunda
degsik sonuclar bildirilmitir. Elazig’da yapilan bir camada Cetinkaya ve arkagdiar
(2000), C. burnetii IgG pozitifligini koyunlarda % 10.5, grlarda da % 5.8 olarak
bulmulardir. Kilic ve arkadgari, 2005 yillinda Aydin’da koyunlard€. burnetii IgG



seroprevalansinin % 3.0, Seylio ve arkadglar (2006) da yine 2005'te Erzurum'da
prevalansinin % 6.0 oldgunu belirtmglerdir. Bu c¢alsma sonuglari tlkemizin g#li
yorelerindeki hayvanlard&. burnetiiinfeksiyonunun varfiini géstermektedir. Ozgir ve
arkadalari (1997), istanbul ve Trakya yoresinde ELISA ile incelediklesigir
serumlarindan infertilite sorunu olan 92isn 35 (%35.5)'inde, saikli 52 st sgirinin 4
(%7.6)'Unde ve risk grubunu afiwran 50 insan serumunun ise 23 (%46)'Unde antikor
saptadiklarini bildirngierdir. Calsmamizda ise Aydin ili ve ¢evresindekgs) koyun ve
keci populasyonlarindan ELISA testi sonuCu burnetiilgG antikorlari da saptangtir.

ELISA testi sonucunda % 23.33 oranindaki seropessatlikkati cekmektedir.

Onceki calgmalar (Lang ve ark 1990, Ho ve ark 1995, Maurinavke 1999) Q
atesinin ciftlik hayvanlarinda yaygin olgunu gosternstir. Bununla birlikte, ciftlik
hayvanlarindaki seroepidemiyolojik gahalarin ¢gu 1960’larda yapilmtir ve ¢@u
yerlerde bu hayvanlardaC. burnetii infeksiyonunun gercek prevalansi hala
bilinmemektedir (Maurin ve ark 1999).gwlarda yapilan seroepidemiyolojik gahalarC.
burnetii antikor seroprevalansinin 20-30 yil 6ncesinderadatksek oldgunu gosternstir
(Lang ve ark 1990). &, koyun ve keciler etkenin insanlara bwtesinda primer
rezervuarlardir (Maurin ve ark 1999nfekte hayvanlarin idrar, gk, sut ve dgum
artiklariyla mikroorganizma etrafa sacilir ve insaa bulgabilir. Koyun ve kecilerde
yavru atma ve girlarda diguk dggum girhi g1 ve infertilite kronikC. burnetiiinfeksiyonu
ile iliskilidir (Ho ve ark 1995). Epidemiyolojik veriler siveren ineklerin kronik olarak
koyunlardan daha siklikla infekte olglinu ve insan infeksiyonunun en 6nemli kagina
olusturdusunu gosternstir (Maurin ve ark 1999). Koyunlarla kalastirildiginda infekte
sut veren ineklerin serumundaki spesifik antikolauzun stre saptanabigdive C.
burnetiinin sttle atilmasinin uzun surgiii bildirilmistir (Ho ve ark 1995). Calmamizda
da Polimeraz Zincir Reaksiyonu metoduyla elde edilerilere gore en fazla pozitif 6rnek
sigirlardan elde edilmgtir. Bu durum da boélgemizd€. burnetiiinfeksiyonu tehlikesinin
oldugunu ve infekte olan ve ghis edilmeyen hayvanlardan alinan sutlerin tikesornucu

insanlarin da hast@ha yakalanmaya acik oldunu desteklemektedir.

Amerika’da sgirlarda Q atg@nin seroprevalansi eyaletten eyaletegigiklik
gostermekle birlikte, seroepidemiyolojik gahalar son on yilda C. burnetii
infeksiyonunun Amerika’daki girlar arasinda arggini gostermitir (Kim ve ark 2005).

Ayrica, hastalik Amerika’da 1999'da rapor ediididen beri, insanlarda vakalarin sayisi



belirgin bir sekilde artmgtir. Yeni bir calsmaya gore, Q a$e1978-1999 yillari arasinda
21 vakadan 2000-2004 yillar1 arasinda 51 vakayarkadmstir ve vakalarin sayisinin
Kaliforniya’da en yuksek oldgu bildirilmistir (McQuiston ve ark 2006). Bu veri Q
atesinin artik Amerika’da bir meslek hastali(ciftciler, mezbaha calanlari veya veteriner

hekimler) oldgunun d@gundlmesi gerekgini gostermektedir. Son vyillarda, Irak ve
Afganistan’a yerlgen Amerikan askerleri arasinda Q saten 30'dan fazla vakasi

bildirilmi stir (Leung-Shea ve ark 2006).

Turkiye’de hayvanlarda Q afein yayginlgl yapilan argtirmalarla ortaya
cikariimaya caklmistir. Bu calgmalar hastafin hayvanlar ve insanlar igin ghurdusu
riski ortaya koymstur. Sgirlarda yapilan ¢camalarda seroprevalans oraninin % 5.8- 21.7
arasinda d#stigi rapor edilmgtir (Gokcen 1989). Cetinkaya ve ark. (2000) Elaitil ve
ilcelerinden giir, koyun ve insanlardan toplanan serum OrneklemndQ atei
seroprevalans ¢camasinda, sirasiyla % 5.8 % 10.5 ve % 8 oranindapeeitiflik tespit
etmilerdir. Kalender (2001), Elagi ve komgu illerdeki koyunlarda C. burnetii
infeksiyonunun yaygingini ortaya koymak amaciyla ya@ti calsmada, yavru atrgi
koyunlarda % 38.6 ve yavru atmamkoyunlarda ise % 11 oraninda seropozitiflik
bulmustur. Ayni aratirici Elazg'da % 20.0, Malatya’da % 20.0, Bing6l'de % 28 ve
Mus'ta % 27 oranlarinda pozitifik saptaghr (Kalender 2001). Yine, Ela¥daki
koyunlardan alinan sitlerde immunomagnetik separa®CR yontemi ileC. burnetii
yoniinden % 3.5 oraninda bir pozitiflik bulungtwr (Ongér ve ark 2004). Antalya,
Diyarbakir ve Samsun il merkezlerinde toplanan merd@rneklerinden Q age
seroprevalans camasinda, sirasiyla % 13.2, % 6.0 ve % 1,8 oramsedapozitiflik tespit
edilmistir (Berberglu ve ark 2004). Aydin ve ark. (2006l Anadolu bolgesi sokak
kedilerindeC. burnetilnin seroprevalansini saptamak amaciyla yaptildaricalsmada,
Ankara'da % 1.4, Kayseride % 8.3 ve @de’de % 7.4 oraninda seropozitiflik
saptamglardir. Calgmamizda elde edilen verilere gbre de Q siatbastalginin

bdlgemizdeki giir, koyun ve keci populasyonlarinda varlortaya konmaktadir.

Eyigor ve arkadgdari (2006), cakma grubunu veteriner hekimler, celepler ve
kasaplarin olgturdusu argtirmalarinda serum oOrneklerinden ELISA yontemiylaz Al
IgG ve IgM aratirmislardir. ELISA testinde kgkulu saptanan ve pozitif olan érneklerde
de Faz | veFaz Il IgM ve IgG antikorlarini gimamiglardir. Toplam 20 kide yapilan IFA
Faz Il IgM testi yedi (% 7.6) olguda pozitif saphastir. C. burnetiilgG antikorlari ELISA



ile olgularin 32’sinde (% 34.8) pozitif, dokuzun@a 9.7)supheli bulunmgtur. Toplam 41
kiside uygulanan IFA testiyleC. burnetiiFaz 1l IgG antikorlari 39 (% 42.3) side pozitif
bulunmutur. Bir kiside (% 2.4) IFA ileC. burnetiiFaz | ve Faz Il IgG birlikte pozitif
saptanmytir. Ceitli ciftliklerden alinan kan drneklerinden eldetigimiz ELISA, IFA ve
PCR bulgularina gére hastah zoonotik karakteri goz oOnine aligdizaman, bu
ciftliklerde calsan personel ve veteriner hekimlerin de Qsiaktastalgl ile kagi karsiya

kaldigl sbylenebilmektedir.

Son yillarda, Polimeraz Zincir Reaksiyonu insarveeeriner hekimlikte Q agein
teshisini 6nemli 6lgtide d@stirmistir. PCR kitleri mevcuttur ve farkli klinik drnekide C.
burnetilyi saptamak icin PCR testleri spesifik, duyarlgpyimasi kolay ve cabuk bir
yontemdir (Arricau-Bouvery ve ark 2005). Cok sayhdgyvan ve sirileri test etmek icin
ELISA avantajli bir testtir, fakat serolojik testleliski ve sit ileC. burnetilyi sacan
hayvanlari tespit etmede bazi dezavantajlara sahifatricau-Bouvery ve ark 2005).
Cunku vajinal mukus, ki veya sitleC. burnetilyi disarl cikaran ¢gu hayvanlar
seropozitif olmasina gmen, bir kismi etkeni sagmadan seropozitif olabig diger
taraftan seronegatif olanlarin bir kismi da etlsagabilirler. PCR portorleri saptamak igin
en duyarli ve ¢abuk yontemlerden birisidir (Fournie ark 2003). Son yillarda, htcre
kultarlerinde ve klinik drneklerdeC. burnetii DNA’sini saptamak icin PCR’I baz alan
birkac¢ tehis testi gektirilmistir. Bu testler konvansiyonel PCR (Edingloh ve 4899),
nested PCR veya LightCycler, SYBR Green veya Tagbtemistry ile yapilan real-time
PCR’dir (Fenollar ve ark 2004). Tekrarli ve transmo benzeri elementi (Trans PCR) baz
alan primerlerle yapilan bir PCR teddl, burnetiiinfeksiyonlarinin laboratuar gieisi icin
yuksek derecede spesifik ve duyarlidir. Cunkl $igeBINA sekansinin ¢ok az kopyasini
bile saptamaktadir (Willems ve ark 1994). Trans R€&inin hayvanlarin sit, gk ve
dokularindaC. burnetiiDNA’sinI saptamak icin yuksek derecede duyarlinbatot oldgu
ispatlanmgtir (Willems ve ark 1994). Testlerin hedef sekansteam1 veya htpB gibi tek
kromozomal genler, plazmidler (QpHI, QpRS) ve§a burnetii Nine Mile RSA 493
swunun genomunda 20 kopyada mevcut olan IS1111 igsar®lementin transposase
geninden orijin alnglardir. 1S1111 elementin multikopya sayisindan woldununla
yapilan PCR testi ¢ok duyarhdir. Bununla birlikfeykh Coxiella izolatlarinda mevcut
olan IS1111 elementlerinin sayilari bilinmgidicin, hicrelerin miktari IS elementini baz

alan PCR ile belirlenememektedir (Hoover ve ark2)99



Son yillarda PCR metod@,. burnetiietkenlerinin belirlenmesinde kullanilan hizli
ve duyarli metotlardan birisi olmaktadir. Konvamsigl PCR yonteminde etkenin
saptanma oranlari serumda 1-500 bakteri/ml wiidl ise 1 bakteriimg seviyelerinde
bulunmaktadir (Nicollet ve ark 2007). Kim ve arkgldanin (2005) vyaptiklar
calismalarda ise 27kDa buyukiiinde dg¢ membran proteini olan htpA ve htpB proteinleri
tespit edilmgtir. Jager ve arkaghkar ise (1998) restriksiyon fragment polimorfizamaliz
calismalari sonucu 8ir, koyun ve keci sitlerinde mucZ genlerini tesptmislerdir.
Svaraka ve arkagdiari (2006) tarafindan ortaya konulan multilokusgidkeen tandem
tekrarlayan analiz yontemiyle birlikte sekans tigemesi agisindan daha etkili sonuclar
elde edilebilmgtir. Glanuzova ve arkadir (2005) ise multispacer sekans tiplendirmesi
ile birlikte C. burnetiiizolasyonuna gerek kalmadan klinik érneklerdereeitk varlginin
ortaya konulabileggni saptamglardir. Calgmamizda kullanggamiz Trans-PCR metodu
sonucunda ise &@r ve koyunlarda, ELISA ve IFA metoduna gore PCRodanun daha
spesifik sonuglar verdi ortaya konmstur. Bu durumda da PCR metodunun guvengirli

desteklenmektedir.

Schneeberger ve arkatlinin (2009) yaptiklari ¢aimada ise 500 adetgsidan
elde edilen sit orgenin 146 adedind€. burnetilye ait 1sisok protein geni tespit edilmi
ve bu identifikasyonun klinik belirtilerin gortlmieslen sadece 10 gin sonra ortaya gikti
bildirilmi stir. Hastalik genellikle subklinik infeksiyonlareolyactgi icin duyarh ve hizh
teshis icin PCR metodunun 6nemi bir kez daha g6z omg@tmektedir.

Kirkan ve arkadgdari (2008)'da giirlarda C. burnetilnin varligini molekuler
olarak aratirdiklari calsmalarindaC. burnetilye ait transpozon benzeri tekrarlayan bolge
genlerini saptamayi hedeflegtardir. DNA Ekstraksiyon kiti kullanilan agarma sonucu
toplam 138 6rnekte 6 (% 4.3) adet 6rnek PCR podiitifak saptanmgtir. Calsmamizda da
600 adet hayvandan alinan kan oOrneklerinde % 3dr&@6indaC. burnetii geni tespit
edilmistir.

Calismamizda ise ELISA testi acisindagidardan elde edilen serum drneklerinde
pozitif 6rnek sayisi 1. ciftlikten 10, 2. ciftlikiel2, 3. ciftlikten 12, 4. ciftlikten 6 adet
olmak Uzere toplam 40 adet (% 20.0), koyunlardae eldilen serum orneklerinde pozitif
ornek sayisi 1. ciftlikten 14, 2. ciftlikten 17, §iftlikten 11, 4. ciftlikten 16 adet olmak
Uzere toplam 58 adet (% 29.0), kecilerden eldeerddlerum orneklerinde pozitif drnek
sayisi 1. giftlikten 10, 2. giftlikten 11, 3. gikten 7, 4. ciftlikten 14 adet olmak Uzere



toplam 42 adet (% 21.0) olarak belirlegtmi IFA testi acisindan ise @rlardan elde
edilen serum Orneklerinde pozitif 6rnek sayisiittlikten 10, 2. giftlikten 12, 3. ciftlikten
12, 4. ciftlikten 10 adet olmak Uzere toplam 44ta@é 22.0), koyunlardan elde edilen
serum Orneklerinde pozitif 6rnek sayisi 1. ciféiktl4, 2. ciftlikten 17, 3. ciftlikten 11, 4.
ciftikten 16 adet olmak Uzere toplam 58 adet (%029kecilerden elde edilen serum
orneklerinde pozitif 6rnek sayisi 46 adet (% 2@rak belirlenmitir. Sigirlardan elde
edilen kan o6rneklerinde PCR pozitif 6rnek sayisiciftlikten 22, 2. ciftlikten 26, 3.
ciftlikten 28, 4. ciftlikten 20 adet olmak lzereptam 96 adet (% 48.0), koyunlardan elde
edilen kan drneklerinde pozitif 6rnek sayisi 1tligien 17, 2. ciftlikten 20, 3. ¢iftlikten 15,
4. ciftlikten 20 adet olmak Uzere toplam 72 adet 380), kecilerden elde edilen kan
orneklerinde pozitif drnek sayisi 1. ¢iftlikten I0,ciftlikten 12, 3. ciftlikten 9, 4. ciftlikten
15 adet olmak Uzere toplam 46 adet (% 23.0) olaedklenmitir Cizelge . Goruldgu
Uzere elde edilen pozitif sonuglar agisindan ELMRAIFA testlerimiz arasinda yuksek
oranda farklilik saptanmagtir. Ancak her iki test ile PCR sonugclarini §éastirdigimizda
Ozellikle sgir ve koyunlar acgisindan elde edilen sonuclardaifeklar oldugu ve PCR ile
daha fazla pozitifik elde edildi gortlmektedir. Coxiella burnetii tanisinda PCR
yonteminin spesifite ve sensitivitesinin ELISA €Al testlerine gore daha yiksek ofdu
gorulmektedir.Ayrica her ciftlikten alinan drneklerin hayvan &ithe gore dalimi goz
onune alindiinda Aydin yoresi ve cevresindgoxiella burnetii etkeninin var oldgu

ortaya konmaktadir.

5. SONUC

Aydin ili ve cevresinde bulunan dort farldigir, koyun ve keci surulerinden elde
edilen kan materyallerind€. burnetiinin serolojik, immunohistokimyasal ve molekiler
identifikasyonu amaciyla yapilan bu tez galasinda, ELISA metoduyla incelenen 600
ornesin 140'inda (% 23.33)C. burnetii antikorlari saptanmgtir. Ayni 6rnekler IFA
metoduyla incelengdinde 600 Orngin 148’inde (% 24.66)C. burnetii antikorlari
saptanmytir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile o6rnekler irmetliginde 600 6rngin
214’lUnde (% 35.66F. burnetiivarhgi tespit edilmgtir.



Elde edilen sonuclara gore gh&li goriinen hayvanlardan alinan kanlard@n
burnetii varhiginin tespitine yonelik en iyi identifikasyon metadun Polimeraz Zincir

Reaksiyonu oldgu ortaya konulmgtur.

Batin ciftliklerden alinan 6rneklerdegst, koyun ve keci populasyonlarinda
burnetii etkeninin varlgl ortaya konmsgtur. Bu durumda Aydin ili ve cevresindeki
ruminant yestiricili gi yapilan bdlgelerdeC. burnetilye yodnelik aratirma sayisinin
arttirlmasi gerekligi ortaya cikmgtir. Q atgi hastalginin zoonotik karakteri de g6z
onune alindii zaman, sz konusu bakteriyel etken ile mucadelémesinin 6nemi

gundeme gelmektedir.

C. burnetiietkeni, genellikle subklinik olarak seyretmektedé pnémoni gibi hafif
olgularla sonuglansa da abortlara da yol acgcmakta veem kayiplarina neden
olabilmektedir. Zoonotik 6zellinden dolayl da insanlarda da infeksiyonlara yahag
tehlikesi de bulunmaktadir. Tez gahamizda elde edilen verilerigiginda, ruminant
yetistiricili ginin yaygin oldgu Aydin ili ve ¢cevresinde Q agehastalgl stiphesi gosteren
hayvanlarin serolojik siurii taramalarinin ELISA JeAl testleri ile yapilmasi, pozitif
sonuclar elde edilen ciftliklerde ise PCR metodu@laburnetii varliginin aratirilmasi
sonucuna varilmaktadir. Bu ciftliklerdeki hasta Yeylarin sdtlerinin  tiketime
sunulmamasi, portdér hayvanlarin infeksiyonu yaymasinlemek amaciyla sdriden
ayrilmasi, cevreye kontamineskll ve altlik materyallerinin yayilmasinin engellegsn
gerekmektedir.

Ulkemiz genelinde oldgu gibi Aydin bolgesinin de Q agie hastalgl salgini
acisindan riskli bir durumda olgu ve 0zellikle Veteriner sahadssist ve toksoidi
bulunmayan C. burnetii etkeni icin immunizasyon camalarinin hizlandiriimasi ve

koruma-kontrol dnlemlerinin alinmasinin gerekiilortaya ¢cikmaktadir.



OZET

Sigir, Koyun ve Kegci Sdrilerinde Coxiella burnetii Yayiliminin Saptanmasi

Bu calsmada Aydin ili ve ¢cevresinde bulunan 4’er farkftligite bulunan 200 adet
sigir, 200 adet koyun ve 200 adet kecinin her birind@m alinmak Uzere 600 adet
ornekleme yapilarak Adnan Menderes UniversitesieNieer Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dal’'ndaC. burnetii etkeninin varlgr yoninden serolojik ve molekdler olarak

incelenmitir.

ELISA yontemine goére §irlardan elde edilen serum o6rneklerinde pozitifekn
sayisi 40 adet (% 20.0), koyunlardan elde edilemnsérneklerinde pozitif 6rnek sayisi 58
adet (% 29.0), kecilerden elde edilen serum ormelkde pozitif 6rnek sayisi 42 adet (%

21.0) olarak belirlenngtir.

IFA yontemine gore girlardan elde edilen serum 6rneklerinde pozitifekisayisi
44 adet (% 22.0), koyunlardan elde edilen serureldeninde pozitif 6rnek sayisi 58 adet
(% 29.0), kecilerden elde edilen serum ornekleripdeitif drnek sayisi 46 adet (% 23.0)
olarak belirlenmytir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemine goéregidardan elde edilen kan
orneklerinde PCR pozitif 6rnek sayisi 96 adet (%0%8koyunlardan elde edilen kan
orneklerinde pozitif 6rnek sayisi 72 adet (% 36k@)ilerden elde edilen kan drneklerinde
pozitif 6rnek sayisi 46 adet (% 23.0) olarak betirhitir.

Elde edilen sonuclara gore gh&li goriinen hayvanlardan alinan kanlard@n

burnetii varliginin aratiriimasi icin en duyarli metodun Polimeraz Zin&eaksiyonu

oldugu ortaya konulmgtur.

Anahtar Kelimeler: C. burnetii, sgir, koyun, keci, kan, ELISA, IFA, PCR



SUMMARY

Detection of Coxiella burnetii shedding in Bovine, Ovine and Caprine Herds

In this study, a total of 600 sampling was madenf@D0 cattle, 200 sheeps and 200
goats from 4 different ranch in Aydin Province mgithen blood samples were brought to
Adnan Menderes University Faculty of Veterinary Nbgae Department of Microbiology
and investigated serologically and molecularly feetpresence &. burnetii

According to ELISA method, the number of positiamples gathered from sera
samples of cattle were 40 (20%), the number oftpesisamples gathered from sera
samples of sheeps were 58 (29%) the number ofiyp®ssamples gathered from sera

samples of goats were detected as 42 (21%).

According to IFA method, the number of positive pées gathered from sera
samples of cattle were 44 (22%), the number oftpesisamples gathered from sera
samples of sheeps were 58 (29%) the number ofiyp@samples gathered from sera

samples of goats were detected as 46 (23%).

According to Polymerase Chain Reaction method, mhmber of PCR positive
samples gathered from blood samples of cattle 9éré48%), the number of positive
samples gathered from blood samples of sheeps "W&1@6%) the number of positive

samples gathered from blood samples of goats weteetdd as 46 (23%).
According to the results obtained, Polymerase CRaiaction is the most sensitive

method for detectin@. burnetii from blood samples taken from animals which seems

healthy.

Keywords: C. burnetii, cattle, sheep, goat, blood, ELISAAJIPCR
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