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Vil

Onsoz

Q hummasi, tim diinyada yaygin olarak bulunan Coxiella burnetii tarafindan
olusturulan zoonotik karakterde bir enfeksiyondur. C. burnetii, vahsi ve evcil
memeliler, kuslar ve kene gibi artropodlar olmak {izere genis bir konakg1
spektrumuna sahiptir. Q hummasindan evcil hayvanlar arasinda en fazla etkilenen
tirler sigir, koyun ve kegilerdir. Hasta hayvanlarda 6n plana ¢ikan klinik belirtiler
abort ve infertilite ile birlikte seyreden reprodiiktif bozukluklardir. Enfekte hayvanlar
dogum sivilari, plasenta, idrar, disk1 ve siitleriyle ¢evreyi kontamine eder ve insanlar

icin enfeksiyon kaynagi olustururlar.

Q hummasi’nin spesifik semptomu olmadigi icin teshisi laboratuvar testleriyle
miimkiindiir. Teshis i¢in en 1iyi yontem izolasyon olmasina ragmen zorunlu
intraseliiler bir bakteri olan C. burnetii suni ortamlarda iiretilemez. izolasyonu uzun,
zor ve kiiltirii tehlikeli oldugu icin biyogiivenlik diizey 3 kosullarina ihtiyag
duyulmaktadir. Mevcut PZR Kkitleri ile gelistirilen PZR yontemleri, klinik
orneklerden C. burnetii’nin teshisinde 6nemli yer tutmaktadir. Transpozon benzeri
elementi baz alan primerlerle yapilan PZR (Trans-PCR), C. burnetii’nin laboratuvar

teshisi i¢in son derece spesifik ve duyarlidir.

Bu arastirmada, yoremizin en 6nemli ge¢im kaynaklarindan hayvancilikta ekonomik
kayiplara neden olabilen ve ayn1 zamanda zoonotik karakteri ile ciddi bir halk saglig
problemi olusturan Q hummasinin seroepidemiyolojik ve molekiiler yontemlerle

arastirilmasi amaclanmustir.

Calismam siiresince ilgi ve yardimlarini esirgemeyen danisman hocam Prof. Dr.
Mitat SAHINe, arastirmamin her asamasinda desteklerini esirgemeyen hocalarim
Prof. Dr. Salih OTLU, Dog. Dr. Barts SAREYYUPOGLU, Yrd. Dog. Dr. Atila Taner
KALAYCIOGLU, Yrd. Dog. Dr. Ozgiir CELEBI, Yrd. Dog. Dr. Fatih BUYUK ’e,
orneklerin alinmas1 ve degerlendirilmesinde yaptiklar1 katkilar1 i¢in Ars. Gor. Elif
TAZEGUL’e, Vet. Hek. Sezgin SAGLAM’a, Vet. Hek. Safak Caglar GULYIYENe,
maddi desteginden dolayr KAU Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Fonu Yoénetim
Kurulu’na ve her zaman yanimda olan maddi ve manevi desteklerini higbir zaman

esirgemeyen anneme, babama ve kardeslerime ¢ok tesekkiir ederim.



1. GENEL BIiLGILER

1.1. Tarihce

Ilk olarak 1935 yilinda Avustralya’nin Queensland Bolgesindeki mezbaha
calisanlarinda yiiksek ates ve grip benzeri semptomlar ile kendini gosteren Q
hummasi, Queesland Saglik Teskilati mikrobiyoloji ve patoloji laboratuvar miidiirii
Edward Holbrook Derrick tarafindan tanimlanmistir (59, 142). Hastalik “siipheli”
anlaminda kullanilan “query” kelimesinin bas harfi ve ates anlamina gelen “fever”
kelimesi alinarak “Q fever” (Q hummasi) seklinde isimlendirilmistir (112, 210).
Derrick, Q hummasi hastalarindan aldig1 kan ve idrar1 deneysel olarak kobaylara
aktarmig ve kobaylarda ates meydana geldigini gormistiir. Rickettsia benzeri
mikroorganizma olmasina ragmen baslangicta viriis gibi diisiiniilen etken enfekte

laboratuvar hayvanlarinin dalaklarindan identifiye edilmistir (188).

Derrick, bir virolog olan Dr. Francis Macfarlane Burnet’e kobay ve farelerde
enfeksiyon olusturmak icin enfekte kobay karacigeri yollamistir. Dr. Burnet ve Dr.
Mavis Freeman, Derrick’in hastalarindan aldiklar1 kan, idrar ve enfekte kobay
orneklerini enjekte ettikleri deney hayvanlarinda atesli hastalik olusturmay:
basarmiglardir. Insanlarda oldugu gibi kobaylarda da enfeksiyona kars1 uzun siiren
bir immiinite gelismistir. Dr. Burnet, enfekte dalak preparatlarinda tipik Rickettsiae
belirlemistir.  Arastiricilar, mikroorganizmanin hiicre i¢i lokalizasyonu ve
mikroskobik gériiniimii nedeniyle etkene Rickettsia burnetii ismini vermislerdir (154,
186, 211). Queesland Bolgesinde 5 yil icinde 112’si mezbaha ve 26’s1 siithane

calisani olmak iizere toplam 156 Q hummasi olgusu tanimlanmstir (142).

Gordon Davis ve Dr. Herald Rea Cox, 1935 yilinda ABD’de Montana Eyaletindeki
Nine-Mile bolgesinden toplanan Dermacentor andersoni tiirii kenelerin kobaylarda
patojen oldugunu gozlemlemis ve etkeni filtreden gecebilen bir enfeksiyon ajani
olarak belirlemislerdir. Bu ajan ile enfekte kobayda yiiksek ates ve dalakta biliylime
meydana gelmistir. Cox, Rickettsiae’lar ile viruslarin benzer 6zelliklerinin olmasi

nedeniyle bu etkene Ricketsia diasporica adini vermistir. Cox, etkeni embriyolu



tavuk yumurtasinda iretmeyi basarmistir. Bu sirada Rocky Mountain
Laboratuvarinda (RML) yiiriitilen caligmalar esnasinda hastalanan laboratuvar
calisanlarindan birinin kanmi kobaylara verilerek enfeksiyon olusturulmus ve
enfeksiyon etkeninin insanlar i¢in patojen oldugu kanitlanmistir. Ulusal Saglik
Enstitiisii miidiirii Dr. Rolla Dyer, 1938 yilinin Mayis ayinda raporlarinda embriyolu
tavuk yumurtalarinda ¢ok sayida Rickettsiae iirettigini bildiren Cox’u ziyaret ettikten
10 giin sonra, retro-orbital agri, ates, titreme gibi hastalik belirtileri gostermistir.
Hastaligin 6. giinlinde aliman 5 mililitre kan kobaylara verildigi zaman ates
olusturmus ve bir sonraki ¢alismada bu ajanin kenelerden izole edilen Nine-Mile

ajani ile ayn1 oldugu goriilmistiir (58, 112, 154, 177).

Burnet, 1938 Nisan ayinda Dyer’e Q hummasi etkeni ile enfekte olan fareden dalak
Oornegi gondermis ve arastirict etkenin Nine-Mile etkeniyle ayni oldugunu
saptamistir. Ayni1 donemlerde Avusturalya ve ABD’de bakteriyi izole eden Cox ve
Burnet’in isimlerine atfen etken son olarak Coxiella burnetii olarak adlandirilmis ve

bu isim genel kabul gérmistiir (12, 70, 210).

Akdeniz bolgesindeki Alman askeri birliklerinde II. Diinya savasi sirasinda
bronkopnomoni ile karakterize ilk olgular belirlenmis ve 1000’in {izerinde olgu
tanimlanmustir. Italya, Korsika, Ukrayna, Kirim, Bulgaristan ve Yunanistan’da 1943-
1944 wyillarinda askeri birliklerde goriilen atipik pndmoni tablosu ile seyreden
salginlar “Balkan Gribi” olarak isimlendirilmistir. Caminepetros, hastalarin kan ve
balgam orneklerindeki Balkan Gribi etkenini deney hayvanlarindan izole etmistir.
ABD’de yapilan inceleme sonucu Balkan Gribinden sorumlu etkenin Q hummasi

ajani ile ayni1 oldugu kanitlanmistir (130, 154, 186).

Hastaligin ilk goriildiigii bolgeler ve en sik tanimlandigi meslek grubu nedeniyle
Avustralya Q hummasi, mezbaha atesi, Nine Mile atesi ve Balkan Gribi gibi
isimlerle de anilmaktadir. Etkenin biyoterdrizim ajani olarak kullanilabilecek
potansiyele sahip olmast nedeniyle daha fazla arastirllmasi gerektigi

diistiniilmektedir (24, 70, 112, 130, 154, 210).



1.2. Etiyoloji

1.2.1. Smiflandirma ve Diger Tiirler ile ligkisi

Q hummasinin etkeni Coxiella burnetii’dir. Rickettsia benzeri bir mikroorganizma
olarak bilinmesine ragmen, etken Gammaproteobacteria sinifi, Legionallales takimi
ve Coxiellaceae ailesinde yer almaktadir (13, 23, 112, 124, 167, 186). Coxiellaceae
ailesinde tek tiir olan C. burnetii’nin Francisella spp., Legionelle spp. ve
Rickettsiella grylli ile yakin iligkili oldugu gosterilmistir (12, 13, 112, 121, 186).
Coxiella min yagsam siklusu ve parazitik stratejleri Rickettsiae ve Chlamydiae‘nin
diger tiyeleriyle benzer olmasina ragmen genom analizleri, metabolik 6zellikleri ve
genetik elementlerin varlig1 agisindan tiirler arasinda 6nemli farkliliklar saptanmistir
(202). C. burnetii’nin filogenetik analizleri sonucu patojen Rickettsiae ve Legionella
ile yakin iligkili oldugu saptanmistir. L. pneumophila ve C. burnetii’'nin alveolar
makrofajlarin fagozomlarinda ¢ogaldiklart ve hiicre i¢i ¢ogalmalarina yardim eden

benzer bir patogenez mekanizmasina sahip olduklari belirlenmistir (240).

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda heniiz kiiltiire edilmemis ve adlandirilmamaig
cok sayida Coxiella tiriiniin oldugu vurgulanmigtir. Coxiella  benzeri
mikroorganizmalar ¢esitli cografik bolgelerde birkag kene tiirlinde belirlenmis ve
genetik metotlarla karakterize edilerek etkenin C. burnetii’ye ¢ok benzedigi
bildirilmistir. Bakteri genlerini belirlemek igin yapilan PZR sonuglari negatif
cikarken, belirlenen bu genlerinin sekizinin eksik oldugu ve sekans farkliliklarinin
bulundugu goriilmiistiir (187). Bernasconi ve ark. (32) Isvigre’de yaptiklari
calismada 8 kenede Coxiella tiirii bulmuslardir. Izolatlardan biri hari¢ digerlerinin
1997°de Noda ve ark. (157) tarafindan identifiye edilen endosimbiyont ile ayni
oldugunu belirlemislerdir. Bu endosimbiyont, 16S rDNA sekansmin filogenetik

analizleri kullanilarak C. burnetii’den ayirt edilmistir.



1.2.2. Morfoloji

Coxiella burnetii, 0,2-0,4x0,4-1,0 um boyutlarinda, pleomorfik, flagellasiz,
hareketsiz, kapsiilsiiz ve zorunlu hiicre i¢i iireme 6zelligine sahip Gram negatif bir
bakteridir (12, 63, 112). Hiicre duvar yapist Gram negatif bakterilerde oldugu gibi
peptidoglikan, protein ve lipopolisakkarit (LPS) yoniinden zengindir. Gram negatif
bakterilere benzer dis yapiya sahip olmasina ragmen Gram boyama yontemi ile iyi
boyanmayip Castaneda ve Gimenez boyalar1 ile boyanir. Hiicre duvart 6,5 nm
kalinliginda iki membran ve bu iki membran arasini dolduran elektrondan yogun
tabakadan meydana gelmistir. C. burnetii’nin LPS yapisi, hidrofilik ve hidrofobik
bolgeler ve lipid A’dan olusmustur. C. burnetii Nine-Mile susunun LPS tabakasinin
embriyolu yumurta ve deney hayvanlar tizerindeki toksik etkisi Escherichia coli ve
Salmonella typhimurium’un etkisine gore c¢ok daha azdir. LPS tabakasinin ig
katmanlar1 ise Gram negatif bakterilerin LPS yapisina benzerlik gosterir (9, 112, 142,
146).

Coxiella cinsi zorunlu hiicre i¢i olmasi, boyanma ozelligi ve kiigiik genom
icermesiyle Rickettsiae cinsindeki bakteriler ile benzerlik gosterirler (10, 17, 154,
185, 211). C. burnetii’nin Rickettsiae’lardan ayr1 cins olarak siniflandirilmasindaki
temel Ozellikleri arasinda; sahip olduklar1 endosporlar ile fiziksel ve kimyasal
etkenlere dayanikli olmalari, Rickettsiae’larin gecemedigi filtrelerden gegebilmeleri,
Weil-Felix reaksiyonunun negatif olmasi, enfeksiyonun genellikle dokiintiisiiz ve
pnomoni ile seyretmesi, deney hayvanlarinda toksik etki yapmamasi, yasamini
devam ettirebilmesi i¢in bir artropod vektore ihtiya¢c duymamasi ve faz degisikligine

bagli olarak viriilensinin degismesi yer almaktadir (121, 210).



1.2.3. Molekiiler Yapi

Seshadri ve ark. (202) tarafindan 2003 yilinda C. burnetii Nine Mile susunun genom
analizi yapilmis olup, C. burnetii Nine Mile Faz I RSA493 susunun genom dizilimi
¢ozilmistir. C. burnetii'nin genomu tek bir kromozom ile heniiz islevi
aciklanamayan 36-42 kilobaz (kb) biiyiikliigiinde bir plazmidden (QpH1) meydana
gelmektedir. C. burnetii’nin genom biiyiikliigii Pulsed Field Gel Electrophoresis
(PFGE) ile 1,5-2,4 milyon baz gifti (Mbg) olarak belirlenmistir (10, 63, 112, 154,
202, 230). C. burnetii kromozomu, %99’un tizerinde DNA homolojisi gosteren 83
pseudogen, 29 insersiyon elementi (IS) ve 21 tane tek tip 1S1111 transpozonu
icermektedir. Nine Mile Faz I RSA493 susunun uzunlugu 1.995.257 bg¢ ve
genomunda G+C oranm1 %42,6 iken, QpHI1 plazmidinde %39,3’diir (154, 164, 202).
Sekans analizi sonras1 adezyon, invazyon, intraseliiler lokalizasyon, detoksifikasyon
mekanizmalar1 ve konak hiicre modiilasyon mekanizmalari ile iliskili C. burnetii
genleri ortaya ¢ikarilmistir (202). C. burnetii’nin yasam siklusu Riketsia ve Klamidya
bakterileriyle yiiksek oranda benzerlik gostermesine ragmen genom sekansi diger
intraseliiler bakteri tiirlerinden oldukga farklidir (202). DNA-DNA hibridizasyon
calismalarinda C. burnetii suslar1 arasinda disiik diizeyde genetik heterojenite
saptanmigtir (121, 182). Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP),
spesifik plazmid analizi ve LPS degiskenlerine yonelik yapilan caligmalar ile akut
veya kronik Q hummasi ile iligkili C. burnetii izolatlarinda 6 genomik grubun varligi
ortaya konulmustur (154, 209).

Nine Mile susunun genomunda en yaygin olarak IS elementi goriilmektedir. Fakat
IS, QpH1 plazmidinde bulunmamaktadir. Buna ilaveten C. burnetii genomu Tip |, |1
ve IV sekresyon sistemleri igin genler icermektedir. Ozellikle Tip IV sekresyon
sistemi Legionella genomunda gozlenen sistem ile benzerdir (53, 131, 200). Hayvan,
kene (Nine Mile izolat1) ve akut Q hummali insan izolatlar1 genomik grup 1, II ve III
(Hamilton, Vacca, Rasche suslar1) akut suslar olarak tanimlanirken, endokardit
iliskili genomik grup IV ve V izolatlan (Biorzere, Corazon suslari) ise kronik suslar
olarak  tanimlanmaktadir. ABD’nin Utah Dugway Bdlgesi’'nde yabani
kemirgenlerden izole edilen genomik grup VI'min ise patojenitesi bilinmemektedir

(142, 233). C. burnetii’deki sus farkliliklarinin viriilens ve hastalik gelisimi ile ilgili



oldugu one sitirilmiistiir. Son yillarda ¢ok sayida izolat tizerinde plazmid tiplendirme,
LPS’nin immiinblotlama yontemiyle incelenmesi ve gen dizilim analizi gibi
caligmalar sonucu suslarda viriilens farkliliklarinin olmadig1 ve izolatlarin cografik
bolgelere dayanan kiimelenme egiliminde oldugu gosterilmistir (112, 142, 154, 185,
209, 210).

Coxiella burnetii suslar1 arasindaki farkli varyasyonlar ve bunlarin boyutlari PFGE
ile belirlenmistir. C. burnetii Nine Mile susu disindaki diger C. burnetii izolatlarinin
QpH (36 kb), QpRS (39 kb), QpDG (42 kb), QpDV ( 32 kb) 4 degisik tipte plazmid
icerdigi bildirilmistir (29, 112, 121, 154, 185, 210). Plazmidlerdeki ortak dizilerin
tim Coxiella izolatlarinda korunmus olmasi nedeniyle plazmidlerin insanlarda
Oonemli bir viriilens faktorii ve hastalik siddetiyle iliskili oldugu 6ne siiriilmiistiir.
Baslangigta plazmid profilleri akut ve kronik hastalardan elde edilen C. burnetii
izolatlaryla iligkili olarak bulunmus, fakat kronik Q hummali suslarin molekiiler
analizi sonrast plazmid tipi ile enfeksiyonlar1 arasinda bir iliski olmadigi
gosterilmistir (194). Gliniimiizde enfeksiyonun gelisiminde konaga ait faktorlerin
etkenin genetik farkliliklarindan daha onemli oldugu kabul edilmektedir (17, 142,
154, 185).

1.2.4. Faz Varyasyonu

Dogadan ve laboratuvar hayvanlarindan izole edilen C. burnetii virulent olup insan
ve hayvanlarda hastalik meydana getirebilmektedir. Virulent C. burnetii Faz | olarak
tanimlanmaktadir. Faz I’in hiicre kiiltiirlerinde ve embriyolu yumurtadaki tekrarlayan
seri pasajlarinin ardindan diisilk enfeksiyozite gosteren Faz 11 gelismektedir.
Bakterinin faz degisimi dikkat ¢ekici bir olgu olarak goriilmektedir (25, 131, 221).
Bir¢ok Gram negatif bakteride goriilen rough/smooth fenomenlerine benzer antijenik
varyasyonlar, C. burnetii’nin ¢esitli suslarinda da gozlemlenmistir. C. burnetii Faz |
smooth form ile esdeger bulunurken Faz II varyasyonu ise rough form ile esdegerdir.
En ¢ok incelenen 6rnek Montana’da nehir kenarindaki kenelerden izole edilen Nine
Mile susudur. Embriyolu yumurtalarda bu susun seri pasajlarinin ardindan elde

edilen sus, orijinal izolattan antijenik olarak farklilik gostermektedir (86).



Her iki faz arasinda morfolojik olarak fark olmamasina ragmen, antijenik bilesenleri,
LPS yapisindaki karbonhidrat bilesimleri, agliitine olma 6zellikleri, boyalara karsi
affiniteleri, fagositoza direnglilikleri agisindan farklar s6z konusudur (210, 227).
Nine Mile susunda Faz I’den (dogal tip) Faz II’ye (non-patojenik) gecis “O” antijen
yan zincirlerindeki B-D-virendz, galaktozamin iironil-a-(1,6)-glukozamin ve
dihidroksistreptoz gibi karbonhidratlarin kademeli kaybi1 sonucunda meydana
gelmektedir (198). Fazlar arasindaki ge¢is muhtemelen immun yanitindan kagis
stratejisi olarak kullanilmaktadir (95, 146, 227). Lipopolisakkaritin (LPS) g¢esitli
antijenik yapilarindaki kayip, doku kiltiiriinde pasajlar sonucunda meydana
gelmektedir (232). Yapilan denemeler sonucunda Faz II LPS’in konak immun sistem
yapilarima Faz DI’den daha fazla maruz kaldigi goriilmiistiir. Bu durum Faz II
Coxiella’nin  konak immun sistemi tarafindan daha kolay uzaklastirildigini
aciklamaktadir. Faz II formu, Faz I ile karsilastirildiginda daha az virulense sahip
oldugu goriilmektedir (155). Ormsbee ve ark. (162) yaptiklar1 ¢alismada Faz I’in
kobaylarda Faz 1II’den ¢ok daha enfektif oldugunu saptamiglardir. Hiicre
kiiltiirlerinde Faz II hiicreleri Faz I hiicrelerinden daha enfektifdir (26).

Nine Mile suslarinda Faz I’in Faz II’ye doniisiimiinii saglayan kromozomal bir kayip
s6z konusudur. Bu kayip, LPS, lipopoligosakkarit (LOS) sentezi ve genel
karbonhidrat metabolizmasiyla iliskili olan c¢ok sayida genin bulundugu bolgede
goriilmistiir. Ancak faz varyasyonu, kromozomal delesyonun konum ve boyutuyla
ilgili olarak izolatlar arasinda ayni degildir ve LPS sentezleyen genleri her zaman

icermeyebilir (222).

Coxiella LPS’si konak immun sistemine karsi organizmanin savunmasinda ¢ok
onemli bir molekiil olup hastaligin siddetiyle dogrudan iliskilidir. C. burnetii faz
varyantlarinda farkli LPS yapilar1 belirlenmistir. Faz I tam LPS yapisimi igerirken,
Faz II lipid A ve bazi temel sekerlerden olusan fakat O-antijeni icermeyen bir LPS
yapisina sahiptir (84, 86).



1.2.5. Yasam Dongiisii

Coxiella burnetii spor benzeri formlar olusturan kompleks bir yasam dongiisiine
sahiptir. Elektron mikroskobik incelemeler sonucunda bakterinin aktif biiyiik hiicre
formu (large cell variants-LCV), kiigiik hiicre formu (small cell variants-SCV) ve
kiicik yogun hiicre formu (small dence cell-SDC) olmak iizere i¢ formu
tamimlanmistir.  Bu formlar morfolojik, antijenik ve metabolik farkliliklar
gostermekte, fiziksel ve kimyasal direngleri ile birbirinden ayirt edilebilmektedir
(112, 141).

Gram negatif bakteriler ile ortak 6zelliklere sahip LCV formu, yaygin kromatin, dis
membran ve stoplazmik membrandan olusmaktadir. Bunlar, yogunlasmis kromatine
sahip olan SCV ve SDC’den daha biiyiik, daha pleomorfik ve metabolik olarak daha
aktif, daha az elektron yogunlugu ile dikkat ¢ekerler. Hem LCV hem de SCV,
periplazmik boslukla ayrilmis iki farkli tabaka iceren Gram negatif hiicre duvar
yapisina sahiptir (17, 91, 146). Yapilan son g¢alismalarda, C. burnetii’nin LCV
agirhginin - %2’si, SCV agirhigmmin ise %32°si kadar peptidoglikan igerdigi
goriilmiistiir. Peptidoglikan capraz baglarimin yetersizligi nedeniyle LCV lizis,
ozmotik sok ve diger cevresel faktdrlere oldukc¢a duyarlidir. SCV’nin kalin hiicre
duvarina sahip olmasi bu hiicreyi fiziksel ve kimyasal faktorlere karsi daha direngli
kilar (9, 146). Ayrica LCV, genel olarak 2um uzunlugunda, dagmik kromatin ve
daha yuvarlak bir yapi gosterirken, SCV yaklasik 0,45um uzunlugunda ve ¢ubuk
seklinde bir morfolojiye sahiptir. Bu iki varyant metabolik olarak aktiftir. Fakat
glukoz ve glutamat metabolizmasi yoniinden SCV, LCV’den daha diisiik aktiviteye
sahiptir (9, 146, 224).

Hem LCV hem de SCV C. burnetii’nin intraseliiler ve ekstraseliiler yasam
siklusunda 6nemli rol oynamaktadir. C. burnetii’nin bu iki formu da enfeksiydzdiir.
Ektraseliiler yasamda LCV’nin SCV’ye doniisiimii C. burnetii’nin stabil yagamasina
imkan saglarken, SCV’nin LCV’ye intraseliiler doniistimii organizmanin gelisimi ve
¢ogalmasina olanak saglar (91, 131, 224). Konak hiicreye baglanan SCV, hiicre i¢ine

almarak LCV formuna doniisiir. Diisiik fagolizozomal pH ve enzim sistemlerinin



SCV’den LCV’ye doniisiimil tetikledigi diistiniilmektedir (112, 130, 147, 154, 185,
227).

Morfolojik olarak SDC, SCV’ye benzer fakat daha yiliksek bir fiziksel dayaniklilik
ile bu formdan ayrilir. SDC, endospor olarak LCV’de de goriilebilir. LCV’nin lize
olmas1 sonucu serbest kalabilir ya da esit olmayan hiicre bdliinmesi ile ikili enine
boliinmeye ugrayabilir. SDC yalniz basina izole ve purifiye edilmemis olmasina
ragmen, serbest yasayan amipler SDC formasyonu ve C. burnetii’nin yasami igin
intraseliiler bir ortam saglayabilirler. Bifazik boliinme, hiicre kiiltiirlerinde hem SCV
hem de LCV’de gozlemlenir. Farkli formlarin olusumu, parazitoforus vakoul (PV)
icinde ve disinda yasam i¢in gerekli bir strateji olarak C. burnetii’nin yasam siklusu
ile yakindan iligkilidir (17).

Kiigiik hiicre formu ve SDC, konakta kalict formlar ve gevrede direngli C. burnetii
formlar1 olarak kabul edilirler. Gergekten de UV radyasyon, 1s1, kuruma, sonikasyon,
osmotik basin¢ ve oksidatif strese karsi yiiksek direnc¢ belirlenmistir. Bu direng
enfeksiyoz partikiil olarak en az 150 giin ekstraseliiler ortamda yasamina olanak
saglar. C. burnetii’nin bu olagan tstii direnci, intraseliiler bakterilerin spesifik bir
ozelligidir. Cevrede genis capli yayilim ve ilk konak tarafindan atildiktan sonra
hayvan ve insanlari uzun siire enfekte etmesi bu sekilde agiklanabilir. Coxiella
formlar spesifik belirleyiciler ile tanimlanmasina ragmen C. burnetii’nin farklilasma
slireci tam olarak aydinlatilamamistir (17). Coleman ve ark. (53) tarafindan yapilan
calismada, C. burnetii’nin farklilasmasinin analizin yapilip, yasam dongiisii ve
bakteriyel gelisim siklusu takip edilmistir. C. burnetii’nin faz degisimi Resim 1’de

gosterilmistir.
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Resim 1. C. burnetii’nin faz degisimi ve morfolojik varyantlar1 (130).

Coxiella burnetii inhalasyon yoluyla alindig1 zaman ilk olarak alveolar makrofajlarla
temas kurar ve daha sonra sistemik enfeksiyona yol agar. Intraseliiler bakterilerin
enfeksiyon olusturmasi icin konak hiicrelerine tutunmasi, ¢ogalmasi ve enfekte
olmayan hiicrelere ulagsmasi gerekmektedir (151). Diger etkenler gibi C. burnetii’de
gelisimi, cogalmas1 ve bir bagka konak hiicreye gecisi icin heniiz belirlenmemis

coklu istila stratejisi kullanmaktadir (131).

Konak hiicrelerine C. burnetii’nin alimi bir mikroflament aracili endositik siirecten
olusmaktadir. Insan akut monositik 16semi hiicreleri (THP-1) iizerinde yapilan
caligmalarda Faz 1 C. burnetii’nin hiicre yapisinda koklii bir degisiklige neden
oldugu ortaya konulmustur. Aktin hiicre iskeletinin yeniden yapilandirilmasi
bakteriyel baglanma yerinde belirgin bir membran ¢ikintisina neden olur. F-aktin bu
membran c¢ikintisinda birikir ve bu birikim konak hiicrelerindeki sitokin kinaza
baglanir (149). F-aktinin yeniden dagilmasi sitokalazin D tarafindan engellenir ve

boylece morfolojik degisiklikler meydana gelmez. Faz II C. burnetii’nin hiicreye
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tutunmasi bdyle hiicresel degisiklikler meydana getirmez (131, 150). THP-1
hiicrelerinde Faz 1 C. burnetii’nin alimi ovP3; integrin reseptorine ve CD3
reseptorlerine baglh iken Faz II C. burnetii’nin alim1 avPs integrinine baghdir (44).
Faz | C. burnetii’nin CD3 ko-reseptorlerine baglanarak onlarin etkinligini engelledigi
diistintilmektedir. Faz | C. burnetii’nin LPS yapis1 maskelenen yiizey proteinleriyle
CD3 reseptorlerinin bakteri ligandlartyla etkilesimini engeller (44, 131). Faz
varyantlarinin hiicreye alinma sekillerindeki farklilik avp3 integrini ve CD3

reseptorlerini  icermeyen VERO epitelyal ve L-929 fibroblast hiicrelerinde
goriilmektedir (224).

Konak hiicre tarafindan alimi takiben C. burnetii, standart endozomal yolla
yikimlanmaz. Bunun yerine sekonder lizozoma benzer bir PV olusumunu
saglayabilir. Olugsmaya baslayan fagozom kiigiik bir bdliimdiir. Olusan ilk PV (<
enfeksiyon sonrasi 6 saat) membran trafigini diizenleyen ilk ve son endozomun
prototipik markerlar1 olan kii¢iik GTPase Rab5 ve daha az oranda Rab7’den meydana
gelir. Yine ilk olusan Coxiella-PV membrani otofagozom markerlar1 mikrotiibiil
iligkili protein hafif zincir 3 (LC3) ve Rab24 ile donatilmistir. Enfeksiyondan
yaklagik 2 giin sonra, ¢ogalma fazinda Coxiella’nin girisi ile karsilagilabilir. Olgun
PV konak hiicre sitoplazmasimnin g¢ogunu isgal eder. Bu noktada PV rastgele
endolizozomal vezikiil ile birlesir ve otofajik yol ile etkilesimlerden korunur.
Vakoul, lizozomal enzimler, asit fosfataz, 5°- niikleotidaz ve katepsin D igerir. Orta
derece asidik pH’ya sahiptir. Ayrica PV membran vakoular H+ ATPase, Rab7,
lizozom-iligkili membran protein (LAMP)-1, LAMP-2 ve LAMP-3, fitolitin 1 ve 2,
LC3 ve Rab7 donatilarim kaybeder (225). Bu gelisim siireci Resim 2’de

gosterilmistir.
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Resim 2. Parazitoforus vakoul (PV) ’iin Coxiella modiilasyonu ve intraseliiler ¢ogalma sirasinda konak hiicre
sinyalizasyonu. Olgunlagmamus, kiiciikk Coxiella PV’nin (< enfeksiyon sonrasi 6 saat) oto fagozomlar ile
etkilesimi ve sirasiyla LC3 ve Rab5 markerlar1 ile kusatilmig ilk endozomlar. Otofajik vezikiillerle etkilesim
Coxiella protein sentezini gerektirir. Enfeksiyon sonrasi iki giin icinde ve Coxiella replikasyonunun baglamasiyla
birlikte olgunlagsan PV genis ve ferah hale gelir ve genellikle diisiik sayida organizma barindirir. Bu noktada PV
net bir gekilde asidik olan (pH 5) aktif asit hidrolazlar1 igermektedir. LC3 ve Rab7 kaybederken lizozomla iligkili
zar proteini olan LAMP-1, LAMP-2 ve LAM-3 ile ¢evrelenmektedir. Enfeksiyon sonrasi iki giin i¢inde Coxiella

ile enfekte olan hiicreler apoptozise kars1 korunur (225).

Son zamanlarda yapilan g¢alismalarda, C. burnetii ile enfekte Vero hiicrelerinde
kolesterol metabolizmasi incelenerek bu konudaki bosluk doldurulmaya ¢alisilmistir.
PV kolesterol, Coxiella enfeksiyonu esnasinda hem Onemli yapisal hem de
sinyalizasyon rolleri ile hizmet edebilirler. Yapisal bir komponent olarak kolesterol
fosfolipid katmanlarinin mekanik giiclinii artirir. Bu 6zelligi ile olgun Coxiella, PV
genisligine ragmen mekanik bozulmalara son derece dayaniklidir. Kolesterol ayni
zamanda membranin iyonik permeabiltesini azaltir ve bdylece protonlarin girisini

minimize ederek luminal asidik pH’y1 korumada PV’ye yardimei olur (224).
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1.2.6. Doku Tropizmi

Coxiella burnetii, farelerin makrofaj benzeri hiicreleri (P388D1 ve J774 hiicre
hatlar1), fibroblast hiicreleri ( L929 hiicre hatt1)) ve VERO hiicreleri gibi pek ¢ok
hiicre tipinde in vitro gelisebilir. C. burnetii’nin in vivo ¢ogalmasi igin embriyolu
yumurta, fare ve kobay gibi laboratuvar hayvanlari, yaygin olarak kullanilir. Insan ve
hayvanlarda monosit ve makrofajlar tek bilinen hedef hiicrelerdir. Solunum yoluyla
enfeksiyon olustugu zaman, akut Q hummasi esnasinda akcigerlerde alveolar
makrofajlar enfekte olan ilk hiicrelerdir. Karacigerde Kupffer hiicreleri de duyarli
olabilir ve kan yolu ya da sindirim yolu ile enfeksiyon gelisebilir. Yalnizca birkag

hastanin sindirim yoluyla hastalandig: bildirilmistir (142).

Coxiella burnetii’nin mononiikleer fagositlere kuvvetli bir affinitesi oldugu ve akut
hastalik doneminde dalak, karaciger ve kemik iliginde kolayca bulunabildigi ifade
edilmistir. Farelerde yapilan denemelerde dalagin diger organlardan 20 kat daha fazla
C. burnetii igerdigi gortilmistiir (25, 239). Dalak dokusunda bakteri sayisinin 13 giin
boyunca yiiksek kaldigi fakat kan ve akciger dokusunda enfeksiyon seviyesinin
nispeten daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu da C. burnetii’nin ¢ogalmasi i¢in en

uygun dokunun dalak oldugunu géstermektedir (239).

Coxiella burnetii gebe hayvanlarda iireme organlarina bir tropizm géstermektedir. C.
burnetii ile deneysel enfekte edilen gebe kegi plasentalarinda koriyoallantoik
membranin trofoblast hiicreleri etkilenen ilk hiicrelerdir. Yine yogun bakteriyel
cogalma gebeligin son haftasinda fotusla iligkili olan plasental kisimda goriiliirken,
maternal kisim nisbeten lezyonsuz kalir ve az sayida Coxiella icerir. Fotal plasentada

artan bakteriyel hiicre ¢ogalmasi abort ile sonuglanir (196).
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1.2.7. Fiziksel ve Kimyasal Etkenlere Diren¢

Coxiella burnetii’nin SCV formu; yiiksek 1s1, basing, kuruma, ozmotik sok ve bazi
kimyasal dezenfektan1 da iceren fiziksel ve kimyasal etkenlere kars1 yiiksek diizeyde
diren¢ gostermektedir (145). Etkenin, kurumus balgamda 30 giin, tozda 120 giin,
kurumus kobay idrarinda 49 giin, kene diskisinda 586 giin ve yiinde 12-16 ay
yasayabildigi gorilmistiir (176). Metabolik olarak aktivitesi yliksek LCV’nin direnci
daha azdir. Bu iki varyant, LCV’nin ugradig1 plazmoliz ve osmotik sok ile ayrilabilir

(141, 232).

Coxiella 4-6 °C’de saklandig1 zaman siitte 42 aya kadar enfeksiydz olarak kalir. 63
°C’de 30 dakika, 72 °C’de 15 saniye sonra inaktif hale gelir. Bu veriler modern
pastorizasyon metodunda kullanilmaktadir (49). Coxiella burnetii, SCV ve SDC spor
formunda iken Bacillus subtilis ile benzer karakteristik 6zellik gostermektedir. Spor
cekirdeginde diisiik seviyede su bulunmasi yliksek dirence katki saglamaktadir (55,
200). Enfeksiyoz C. burnetii’nin %0,5 sodyum klorit, %5 lizol, %5 formalin ile 24
saat muamele edilmesi sonucunda etkene hala rastlanabiliyor iken ayn1 sartlar altinda
Bacillus sporlart inaktive olmaktadir. Bununla birlikte %70’lik etanol, %5’lik
kloroform ile 30 dakika muamelenin C. burnetii’yi inaktif hale getirmek i¢in yeterli
oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar, C. burnetii’nin gevreye direngli formlar1 (SCV ve

SDC) ile ilgili spekiilasyonlara yol agmistir (199).
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1.3. Epidemiyoloji
1.3.1. Bulasmasi

Q hummast diinyada yaygin olarak goriilen zoonotik hastaliklar arasinda yer
almaktadir. Etken; sigir, koyun, kec¢i gibi ruminantlar, kedi, kopek, nadiren kuslar,
stiriingenler, keneler ve insanlar1 da igeren genis bir konakg1 spekturumuna sahiptir
(89, 167). Q hummasi epidemiyolojisine yonelik kobaylarda yapilan bir ¢aligma
sonucunda Faz | C. burnetii’nin bir mikroorganizma ile enfektif olabilecegi ve bu
durumun insanlar i¢in de benzerlik gosterebilecegi ifade edilmistir (210). Evcil
ruminatlar insanlar igin onemli enfeksiyon kaynagi olusturmaktadir. Kontamine
havanin inhalasyonu bulasmanin en 6nemli yoludur (142, 211). Bunun yam sira
kangurular, yabani ve evcil domuzlar ve develer bulagmada rol oynamaktadir (3,
178, 207). Dogum sivilar1 ve plasental dokulardan g¢ok sik izole edilmekte ve
plasental dokularin her graminda yaklagik 10° Coxiella burnetii oldugu
belirtilmektedir (1, 33, 228). Dogum iiriinleri taze iken insanlar i¢in 6nemli bir
enfeksiyon kaynagi olabilir ve kurudugu zamanda ayni risk sdz konusu olabilir.
Coxiella riizgarla yayilabildigi i¢in kapali alanlarda altt metreden daha az bir
mesafenin bulagsma i¢in 6nemli oldugu goriilmiistiir. Dogum {irtinlerindeki bakterinin
yiiksek konsatrasyonundan dolay1 bir enfekte hayvan bile pek ¢ok insan igin
enfeksiyon kaynagi olabilir (24, 142, 179, 233).

Coxiella burnetii’nin enfekte hayvanlarin siit, vaginal sekrasyon ve digkilariyla
yayildig1 bilinmektedir (16, 17, 37). Sigirlar ve kegiler siitleriyle etkeni yayabilirken
koyunlar daha ¢ok digki ve vaginal mukuslariyla yayarlar (191). Kegilerde uygulanan
deneysel enfeksiyon sonucunda Coxiella meme bezleri ve akcigerde PZR ile
belirlenmis fakat abortlardan sonra sekiz giine kadar karaciger ve dalakta
goriilmemistir (196). Coxiella burnetii abort sonrasi vaginal sekresyon ve siitle 26. ve
30. giine kadar atilabilir (196).

Cig siit ve siit {irlinlerinin tiikketimi sonucunda Q hummas1 meydana gelir. Berri ve
ark. (37) yapmis olduklar1 ¢alisma sonucunda, enfekte koyunlarin %25 kadarinin

stitlerinde C. burnetii sagtiklarini ve ¢ig siit tirinlerinin insanlardaki enfeksiyon igin
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onemli bir risk faktorii olusturdugunu saptamiglardir. Gebe kegilerin abort sonrasi 52.

giine kadar siitleriyle etkeni sactiklar1 belirlenmistir (16). C. burnetii’nin bulagma
yollar1 Resim 3’°te gosterilmistir.
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Resim 3. C.burnetii’nin epidemiyolojisi ve ana klinik tablolar1 (130).

Coxiella burnetii’yi Rickettsia cinsinin diger tiirlerinden ayiran en 6nemli 6zelligi,
tagsinmasinda artropod bir vektdre ihtiyag duymamasidir (233). Artropodlar ¢ok
yiiksek konsantrasyonda C. burnetii i¢in liman olarak gosterilmis ve ektoparazitlerin
patojeni tasima yetenegine sahip olduklar1 goriilmiistir. Ancak artropodlarin
insanlara Coxiella’nin taginmasinda 6nemli bir vektor oldugu diistiniilmemektedir

(17). Coxiellanin vertikal bulagsmasi kenelerde bildirilmistir (5). C. burnetii’nin

veneral bulasmasi hayvan modellerinde ortaya konulmustur (123).
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Q hummasi insanlarda, muhtemelen sigir ve farelerde de seksiiel yolla bulasabilen
bir hastalik olarak ifade edilmistir. Insandan insana bulasmanm plasental, kan
transflizyonu ve otopsiler yoluyla gergeklestigi rapor edilmistir (47, 153, 208).
Mesleki olarak bu hastaliga maruz kalan bir kisi 2001 yilinda rapor edilmis daha
sonra esinde de bu hastalik belirlenmistir (153).

1.3.2. Enfeksiyon Rezervuarlari

Coxiella burnetii genis oranda vertebralilar1 enfekte edebilme yetenegine sahip olup,
konak spesifitesi olmayan bir patojendir. Insanlar Coxiella’nin yasam siklusu icinde
en son konaklardir. Keneler, dis ortam ile evcil hayvanlar arasinda C. burnetii
yayllmasinda onemli rol oynamakta ve ayrica C. burnetii’nin ana rezervuari ve
vektori olarak kabul edilmektedir. Etkenin bu giine kadar 40’dan fazla kene tiiriinde
izole edildigi bildirilmistir. Dermacentor, Hyalomma, Haemaphysalis, Boophilus ve
Rhipicephalus gibi [xodidae ailesine ait cinsler ile Ornithodorus ve Argas cinsindeki
keneler C. burnetii’yi tagiyabilmektedir (17, 112, 113, 125, 167, 233). Keneler yasam
boyunca enfekte olup transovariyal olarak etkeni kusaktan kusaga aktarirlar. C.
burnetii enfekte kenelerin orta bagirsaginda ve midesindeki hiicrelerde ¢ogalirlar.
Enfekte keneler isiriklariyla ve yiliksek oranda bakteri igeren digkilariyla etkeni
yabani ve evcil hayvanlar arasinda bulastirirlar. Bu ozelliklerinden dolayr keneler
hastaligin enzootik dongiisiinde rol oynadigi belirtilmektedir (6, 17, 54, 125, 154,
227, 233). Memelilerde oldugu gibi kenelerde de C. burnetii Faz | formunda
bulunmaktadir ve oldukca infeksiyozdiir. Yabani omurgali hayvanlar, ozellikle
rodentler, lagomorflar ve yabani kuslar bulasmada 6nemli rol oynamaktadirlar. C.
burnetii; pireler, bitler ve sinekleri iceren diger bir¢cok artropod dan da izole
edilmistir (24, 125, 167).

Altay ve ark. (8) Tirkiye’nin 38 ilinden topladiklar1 2472 adet keneyi PZR ile C.
burnetii yoniinden incelemislerdir. Denizli’den toplanan 56 kene, tiir ve cinsiyete
gore 13 gruba ayrilmis ve 6 grupta PZR pozitif bulunmustur. Ayni calismada
Ankara’da toplanan 160 kene 53 gruba ayrilmis ve bu gruplarin yalnizca birinin PZR
pozitif oldugu tespit edilmistir.
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Evcil ruminantlar C. burnetii’nin ilk rezervuari olarak disiiniilmektedir. Ancak
yapilan birka¢ calisma ¢iftlik hayvanlarinda enfeksiyon varligmi kanitlamakta
basarisizlikla sonuglanmustir (3, 74). Sigir, koyun ve kegiler etkenin insana
bulastirilmasinda primer rezervuar olarak rol oynamaktadir. Enfekte hayvanlarin
idrar, digki, siit ve dogum atiklariyla etken etrafa sacilir ve insanlara bulasabilir
(167). Kedi ve kopekler C. burnetii’nin rezervuarlaridir. Kopekler kene 1sirmasi,
enfekte ruminantlarin plasentalarinin ve siitlerinin tiiketilmesiyle ve aerosol yolla
enfekte olabilirler. Enfeksiyon gebe kopeklerde erken yavru 6liimii ile sonuglanabilir.
Dogum esnasinda kedi ve kopekle ilgilenen insanlarda Q hummasi bildirilmistir

(135, 142, 167).

1.3.3. Cografik Dagilim

Q hummasi, Yeni Zellanda ve Antartika disinda biitiin iilkelerde yaygin olarak
goriilmektedir (80, 107, 164, 167). Avusturalya, Kanada, Fransa, Almanya, Japonya,
Ispanya, Isvigre ve Ingiltere’de yeni vakalar tanimlanmistir (17). Insan ve
hayvanlarda yapilan serolojik ¢alismalar sonucunda enfeksiyonun tropikal bolgelerde
daha ¢ok goriildiigii kanisina varilmistir (233). Son on yilda Amerika’da sigirlardaki
seroprevalans degerleri, C. burnetii enfeksiyonunda bir artis oldugunu ortaya
koymustur (167). McQuiston ve ark. (148) yapmis olduklari galismaya gére Q
hummas1 1978-1999 yillar arasinda vaka sayis1 21 iken 2000-2004 yillar1 arasinda
vaka sayist 51’e yilikselmistir. Q hummasinda meydana gelen bu artis ile beraber
hastaligin Amerikada bir meslek hastaligi olarak diisliniilmesi gerektigini ortaya
koymustur (127). Ingiltere’de 1980-1996 yillar1 arasinda 8 salgin bildirilmistir.
Yasanan en biiyiik salgmin kaynagi olarak yavrulama doneminde giftliklerden
kaynaklanan aerosollerin riizgar araciligiyla tasinmasi olarak goriilmektedir. Giiney
Galler Bolgesindeki salginin ise, kontamine saman ve giibre tasiyan traktorlerin sehir

merkezinden gegisine bagli olarak ortaya ¢iktig diistiniilmektedir (54, 112, 206).
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Kersh ve ark. (107) Amerika Birlesik Devletlerinde 2006-2008 yillar1 arasinda g¢evre
orneklerinden C. burnetii varligimi arastirmak amaciyla ¢alisma yapmuslardir.
Yapilan c¢alismada C. burnetii ¢iftlik ve ¢iftlik hayvanlarinin olmadigr ya da

hayvancilikla ugrasilmayan bolgelerde genis bir yelpazede saptanmustir.

Ingiltere’de C. burnetii varligmi ortaya ¢ikarmak icin yapilan seroprevalans
caligmalarinda sehir ve kirsal alanlarda yasayan insanlarda %12,8 ve ciftgilerde ise
%20 oraninda bulunmustur. Diger Avrupa iilkelerinde seropozitiflik %4-45 arasinda
degismektedir. Kibris’ta C. burnetii’ye kars1 insanlarda %52,7, koyunlarda %18,9 ve
sigirlarda % 24 oraninda seropozitiflik saptanmustir. Isvigre’de sehirde yasayanlarda
%10,9, kirsal kesimlerde %17 oraninda saptanmistir (65, 143, 6zgiir 1997). Farkli

ilkelerde Q hummasi seroprevalansi Tablo 1°de gdsterilmistir.



20

Tablo 1. Farkli tilkelerde gesitli hayvanlarda Q hummasinin seroprevalansina iligkin aragtirmalar ve

sonuglart (17).

Ulke (Ref.) Yil Test Edilen Hayvan Siirii Sayist Kullanilan Test Hayvanlarin
Sayis1 Seroprevalansi
(%)
Sigir
Cad (197) 1999-2000 195 sigir 19 ELISA 4
Tirkiye (57) 1998 416 sigir 48 IFA 6
Almanya (92) 1998 21192 Sigir Belirlenmemistir ELISA 8
Italya (46) 1998 544 Sigir 21°¢ IFA 13
486 S1gir 26¢ 20
155 Sigir 6° 2
Koyun
Italya (139) 1999-2002 7194 Koyun 675 ELISA 9
Cad (197) 1999-2000 142 Koyun 28 ELISA 11
Almanya (92) 1998 1346 Koyun Belirlenmemistir ELISA 1.3
1999 100 koyun 1 57
Tirkiye (57) 1998 411 Koyun 47 IFA 10.5
Kegi
Italya (46) 1999-2002 2155 Kegi 104 ELISA 13
Cad (197) 1999-2000 134 Kegi 28 ELISA 13
Almanya (92) 1998 278 kegi Belirlenmemistir ELISA 25
Digerleri
Japonya 2003 310 ev kedisi Belirlenmemistir IFA 14
(119) 36 sokak kedisi 42
Cad (197) 1999-2000 142 Deve 24 ELISA 80
Endonezya 1999 327 Rat 2 IFA 0
(99)

®ELISA: Enyzme- Linked Immunosorbent Assay

°IFA: Immunofloresan

° Y1l boyunca ahirda olan siiriiler

¢ Kisin ahirda tutlan ve ilkbaharda otlamak i¢in disart ¢ikarilan siiriiler

¢ Y1l boyunca disarida tutlan siiriiler
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Ulkemizde C. burnetii’nin varligi 1946-1947 yillar1 arasinda Payzin tarafindan
ortaya konulmustur (173). Daha sonra pek c¢ok serolojik calisma ile hastaligin
yayginlig arastirtlmistir. Yapilan bu caligmalar ile hastaligin hayvanlar ve insanlar
icin O6nemi ortaya konulmustur (167). Tirkiye’de C. burnetii’nin ilk olarak
insanlarda tanimlanmasinin ardindan ana enfeksiyon kaynagi olan ¢iftlik hayvanlar
ve keneler tizerinde yapilan ¢alismalar agirlik kazanmistir. Etkenin cografik dagilimi
ve prevalansini saptamak amaciyla hem beseri hem de veteriner hekimlik alaninda
calismalar yogun olarak devam etmistir. Ciftlik hayvanlar {izerinde gergeklestirilen
yogun c¢alismalar sonucunda prevalansin yagla birlikte arttigi, siirii prevalansinin
birey prevalansindan daha yiiksek oldugu, genital problemi olan veya yavru atan
hayvanlarda prevalansin saglikli hayvanlara gore daha yiiksek seyrettigi
belirlenmistir (113).

Ulkemizde ruminantlarda C. burnetii enfeksiyonu enzootik olarak kabul edilmesine
ragmen epidemiyolojisi yeterince anlasilamamistir. Halk arasinda hayvanlarda ortaya
¢ikan enfeksiyon “eski hastalik” olarak bilinmektedir (113). Ulkemizde hayvanlarda
bugiine kadar tek bir salgin bildirilmistir. Ankara ili Haymana Il¢esi Hoyiik K&yiinde
1952 yilinda koyun ve kegilerde goriilen abort vakalar lizerine yapilan arastirmalar
sonucunda %90 oraninda seropozitiflik saptanmistir (21, 113). Bazi Q hummasi
salginlarindan kedi ve kopeklerin sorumlu oldugu diisiiniilerek I¢ Anadolu
Bolgesi’nde yapilan bir c¢alismada kedilerde seroprevalans %4,9 olarak tespit
edilmistir (113). Ongér ve ark. (161) tarafindan Elaz1§ bolgesinde abort gegmisi
olan ve olmayan toplam 22 koyun siiriisinden alinan 400 siit 6rnegi immiino-
manyetik ayirnm PZR (IMA-PZR, IMS-PZR) ydntemiyle incelenmis, abort ykiisii
olan siiriiden alinan siit 6rneklerinin %6,5’inde C. burnetii DNA’s1 saptanmasina
ragmen, abort Oykiisii olmayan gruptan alinan siit 6rneklerinden etkenin genetik
materyali bulunamamustir. Ulkemizde 1947-1953 yillar1 arasinda Q hummasinin

tespit edildigi bolgeler Resim 4’te gosterilmistir.

Insanlarda Q hummasinin cografik dagilimi oldukca yaygindir ve Antartika disinda
50°den fazla iilkede bildirilmistir. Insan ve hayvanlardaki serolojik calismalar
tropikal bolgelerde 1liman iklimlere oranla daha ¢ok goriildiigiinii ortaya

koymaktadir. Avrupa iilkelerinde 2000’li yillarda gergeklestirilen epidemiyolojik
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aragtirmalar, Q hummasinin bir halk saglig1 problemi oldugunu ancak bir ¢ok iilkede
bildirimi zorunlu bir hastalik olmamasi ve asemptomatik seyretmesinden dolay1
gercek prevalansimin belirlenemedigini géstermistir (142, 186). Bununla birlikte Q
hummasi, Fransa, Almanya, Ispanya, Yunanistan, Kuzey Irlanda, Avusturalya ve
ABD gibi baz iilkelerde bildirimi zorunlu hastaliklar listesinde yer almaktadir.
Avrupa’da akut Q hummasi salginlar1 koyunlarin yavrulama ve yiin kirkim zamanlari

olan ilkbahar ve erken yaz aylarinda bildirilmektedir (142, 233).

Saglikli insanlar arasinda yapilan ¢alismalarda enfeksiyonun seroprevalanst %9,2-
80,0 oraninda bildirilmektedir (41, 167, 168). Biike ve ark. (41) izmir’in Ovacik
Beldesinde hayvancilikla ugrasan kisilerde C. burnetii seroprevalansini arastirdiklari
bir ¢aligmada C. burnetii Faz II antijenlerine karsi olusan IgG antikorlarimi % 25
oraninda tespit etmislerdir. Kilic ve ark. (111) Hatay ilinde risk gruplarinda
gerceklestirdikleri calismada veteriner hekimlerde %28,6, veteriner fakiiltesi
ogrencilerinde %14 ve mezbaha iscilerinde %23,3 oraninda pozitiflik bildirmislerdir.
Sertpolat ve ark. (201) izmir ve g¢evresinde gerceklestirdikleri calismada meslek
gruplar1 i¢inde en ylksek pozitiflik %53,3 oram1 ile ¢iftci ve kasaplarda
belirlenmigtir. Aslan (19) Erzurum, Kars ve Ardahan illerinde siit ve siit iiretimi ile
ugrasan kisilerde Q hummasinin seroprevalansini belirlemek amaciyla IFA ile
yaptig1 bir caligmada toplam 153 kisiden topladigi kan serum orneklerinde IgG ve
IgM antikorlarin1 arastirmustir. Incelenen 153 adet serumun 110’unda (%71,9) IgG,
24’tinde (%15,7) IgM antikorlar1 saptanmis olup geriye kalan 19 6rnekte de (%12,4)
negatif sonu¢ elde edilmistir. Total seropozitiflik orani Erzurum’dan toplanan
orneklerde %87,8, Kars’tan toplanan Orneklerde %92 ve Ardahan’dan toplanan

orneklerde de %76,2 olarak bulunmustur.

Coxiella burnetii, yavru atan koyun ve kegi plasentalarinda ¢ok fazla iireyebilmesi,
cevre sartlarina direng gostermesi ve solunum ile bulagmasindan dolay1 biyolojik
silah olarak OIE tarafindan B grubunda siniflandirilmistir. II. Diinya savasi sirasinda
biyolojik silah olarak kullanildig: bilinmektedir (130).
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Resim 4. 1947-1953 yillar1 arasinda Q hummasi olgularinin saptandigi bolgeler (173)

e e ———

7 .
//ﬁ Insan ve hayvanlarda enfeksiyon prevalansinin yiiksek oldugu bolgeler

N
555%  Olgularn bildirildigi bolgeler
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Tablo 2. Tirkiye’nin farkli cografi bolgelerinde hayvanlarda Q hummasinin seroprevalansi ile ilgili
arastirmalar ve sonuglar (113)

Bolge Arasgtirnmaci Yil Hayvan tiirii Pozitif 6rnek Seroprevalans | Yontem
(Ref) sayisi/ toplam | (%)
ornek sayisi
Koyun 65/227 28.6 MAT (>
Leloglu (126) | 1970 Sigir 32/234 13.7 1:16)
1977 Koyun 101/456 221
Sigir 41/262 15.6 KB (>
1:16)
= Cetinkaya (57) | 1998 Sigir 241416 5.8 IFA (>
E Koyun 43/411 10.5 1:80)
Z Koyun 71/184 38.6
B Kalender (101) | 2001 (Yavru atan) IFA (>
8 Koyun 25/227 11.0 1:80)
(YYav.atmayan)
Sigir 12/53 22
Seyitoglu (204) | 2005 | (Yavru atan) ELISA
Sigir (Yavru 10/177 5.6
atmayan)
Tiftik Kegisi 9/90 10
Turtin (216) 1955 Koyun 15/164 9.1 KB (>1:8)
Sigir 6/109 5.5
Atun (22) 1953 Koyun 27/974 2.8 KB
. Sigir 31275 1.1 (>1:16)
& Sigir (Fertilite 35/96 36.5
£ Ozgiir (166) 1997 problemli) ELISA
g Sigir -sagliklt 4/52 7.6
Yurtalan (235) 1998 Sigir 128/1,593 8.04 ELISA
1999
Kennarman 2008 Koyun 151/743 20 ELISA
(105)
Koyun
Alpar (7) 1960 Sigir 115/1128 10 KA
Kegi
o Gokgen (79) 1989 Sigir 85/391 21.7 MAT (>
& 1:32)
Kilig (115) 2004 Koyun 3/100 3 IFA (>
1:64)
Kirkan (116) 2008 Sigir 6/138 4.3 PCR
Sigir 53/208 255
Koyun 38/148 25.7
= Attila (21) 1953 Kegi 8/121 6.6 KB (>
< Kopek 3/4 75 1:16)
8 Kobay 15/21 71.4
< Genel: 4.9
= Kilig (114) 2008 Kedi 7/143 Ankara: 1.6 IFA (>
Nigde: 7.4 1:64)
Kayseri: 8.3
Sigir 41/92 445
(Yavru atan)
N Koyun ve kegi 59/75 78.6
S Ozyer 1990 | (Yavru atan) KB (=
g Sigir 37/318 11.6 1:20)
< (‘Yav.atmayn)
Koyun ve ke¢i 29/222 13
(Yav.atmayn)

KB: Kompleman Birlesme Testi; KA: Kapiller agliitinasyon; MAT: Mikro-agliitinasyon testi; IFA:
Immiinfloresan antikor testi; ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay
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1.3.4. Insidans ve Mevsimsel Degisim

Q hummasinin insidanst cografik yerlesim yerine bagli olarak degisiklikler
gostermektedir. Japonya’da sigirlarda Q hummasinin kis aylarinda arttigi rapor
edilmistir (234). Almanya’da Q hummasinin mevsim degisikligi kis salginlarindan
yaz salgmlaria gegis seklinde oldugu bildirilmistir (92). Kaliforniya’da koyunlarda,
Fransa’da ve Avrupa’nin diger boliimlerinde insanlarda ilkbahar ve yaz aylarinda

insidansin en yiiksek diizeye ulastigi gézlemlenmistir (67, 72, raoult 2000).

1.3.5. Risk Faktorleri

Enfeksiyon kaynaklar1 ve gecis yolu nedeniyle Q hummasi evcil ruminantlar ile
ugrasan insanlarda meslek hastaligi olarak goriilmektedir. Ciftlik hayvanlart ile
temasta olan kisiler, mezbaha c¢alisanlar1 ve 6zellikle yiin, post isleme tesislerinde
calisanlar, enfekte hayvan materyali ile calisan laboratuvar personeli, veteriner
hekimler ve veteriner teknisyenleri yiiksek risk grubunu olusturmaktadir (75, 113,
136). Ancak son yillarda kentsel yerlesim alanlarinda yerel salginlar ve sporadik
olgular halinde Q hummasinin tanimlanmasi hastaligin epidemiyolojisinde bir

degisiklik olarak goze ¢arpmustir (112).

Veteriner hekimlerde C. burnetii’ye karsi gelisen antikor varligini arastirmak
amaciyla yapilan ¢alismalarda Kanada’da %49, Ingiltere’de %20, Isvigre’de %25,7
ve Japonya’da %22,7 olarak bildirilmistir. Mezbaha calisanlarinda ise Kanada’da
%35 oraninda bulunmustur. Et isletme tesislerinde ¢alisan iscilerde ABD’de %40,
Ingiltere’de %30, Japonya’da %7,5 oranlarinda pozitiflik bildirilmistir (30, 119,
138). Rooij ve ark. (193) Veteriner Fakiiltesi 6grencilerinde C. burnetii 19G ve IgM
antikorlarmi belirlemek i¢in yaptiklart ¢alismanin sonucunda 126 &grencide C.

burnetii’ye kars1 sekillenen IgG antikorlarini tespit etmislerdir.

Q hummas1 gelisiminde yas ve cinsiyet bir risk faktorii gibi gériinmektedir. Genel
olarak cinsel bir yatkinlik olmadig1 kabul edilmesine karsin, ¢iftlik ve endistriyel

aktivitelerde erkeklerin daha fazla yer almasindan dolay1 erkeklerde enfeksiyon daha



26

yiikksek oranda goriilmektedir. Erkek ve kadinlarda C. burnetii enfeksiyonunun
goriilme orani (E/K) Avustralya’da 5,3/1,7 ve Fransa’da 2,5/1 olarak bildirilmistir
(142, 185, 186). Erkeklerde goriilen bu yiiksek pravelans, etkene maruz kalmanin
disinda artan duyarlilik ve cinsiyet hormonlarindaki farkliliga, kadinlarda ise
enfeksiyonun daha az goriilmesi ve klinik tablonun daha hafif seyretmesi 17f3-

ostradioliin koruyucu etkisine baglanmistir (185, 186).

Q hummast ¢ocuklara oranla erigskinlerde daha fazla goriilmektedir ve prevalansi
genellikle 30-60 yas arasi popiilasyonda daha yiiksek olarak bildirilmektedir (5, 40,
62, 112, 147). C. burnetii tanimlandig1 ilk donemden itibaren laboratuvar kaynakli
enfeksiyon etkenleri i¢inde 6nemli yer tutmaktadir. 1930’Iu yillarin sonunda ABD
Ulusal Saglik Enstitlisii'nde etken iizerinde ¢alisanlar ve ayni binada calisan ve

laboratuvar ¢aligmalarina katilmamuis kisilerde Q hummasi goriilmiistiir (28).

1.4. Patogenezis ve Patoloji

1.4.1. Konak immun Cevabi

Coxiella burnetii’nin neden oldugu enfeksiyonun kontrolii T hiicre bagimlidir ama C.
burnetii’yi elimine edememektedir. C. burnetii DNA’s1 dolasimdaki monositlerde,
aylar hatta yillar 6nce enfekte olan insanlarin kemik iliginde bulunabilir. Vertebrali
konaklarda, C. burnetii enfeksiyonu graniilom olusumuyla sonuglanir. Bu
graniilomlar  vaskiiler —endotel boyunca monositlerin  gogiiyle meydana
gelebilmektedir. Tipik bir Q hummasi graniilomu, merkezinde sekillenen lipid
vakoul ve bunu ¢evreleyen fibrinoid bir halka ile karakterizedir. Akut faz siiresince
graniilomlarda bakteri izolasyonuna rastlamak miimkiindiir. Toll-like reseptor-4
(TLR-4) graniilom olusumunda 6nemli bir role sahiptir. Spesifik immunoglobulinler
enfeksiyonu takiben salgilanir. IgG, Faz II antijenlerine kars1 etkili olurken IgM, hem
Faz I hem de Faz II antijenlerine kars: etkilidir. TLR-4 akut enfeksiyonlar1 takiben
olusan sitokin cevabini modiile eder. Kronik donemde immun cevap etkisizdir ancak
glomerulonefrit olusturarak zararli olabilir. C. burnetii Faz | ve Faz Il bakterileri her

tic antikor smifinin (IgG, IgM ve IgA) yiiksek konsatrasyonda cevabina ragmen
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¢ogalmaya devam eder. Organ biyopsilerinde graniilomlara rastlanmaz fakat C.
burnetii kalp kapakgiklari, karaciger gibi enfekte dokularda belirlenebilir. Kronik Q
fever’ln hastalar yiiksek oranda interlokin 10 (IL-10) salgilar. Monositlerde 1L-10
bakterinin replikasyonunu saglamaktadir. Bu durum antikorlar tarafindan inhibe
edildigi zaman kronik Q hummali hastalarin makrofajlarinin endotel boyunca gog
yetenekleri gibi mikrobisidal 6zellikleri yeniden kazandiklarini gostermiglerdir (45,

94,112, 142, 185).

Polimorfniikleer 16kositler, monositler ve makrofajlar tarafindan
mikroorganizmalarin fagositozu, reaktif oksijen bilesiklerinin iiretimi ile sonuglanir.
Bu durum, C. burnetii hiicreleri nétrofil fagositozuna ugradigi zaman sekillenmedigi
gibi siiperoksit anyon yoklugunda kalict bir enfeksiyon olusturmada patojenlere
uygun ortam saglar. Brennan ve ark. (38) C. burnetii enfeksiyonunun konak
kontroliinde reaktif oksijen ara iiriinleri (ROI) ve reaktif nitrojen ara {iriinleri (RNI)
olmak tizere iki Onemli faktor belilemislerdir. Bir ROl olan NADPH oksidaz
aktivasyonunda; Interferon- y (IFN-y) uyarmmi sonucunda bir siiperoksit anyon igin
oksijen azaltilir, fagozomlara girer ve daha sonra bir dizmutaz tarafindan hidrojen
peroksite doniistiiriiliir. Hidrojen peroksit, dis membranda bozulan protein kanallari
ile Coxiella hiicre membranmni yikimlar. Her iki faktoriin farelerde c¢ogalmayi
engelledigi saptanmistir. ROI ve RNI iretimi makrofajlarda artan biyosidal
mekanizmalarin aktive ettigi konak T hiicreleri ile ilgilidir. C. burnetii tarafindan
baslatilan sitokin cevabin mevcut Coxiella suslarina bagli oldugu goriilmektedir.
Nine Mile susu, Priscilla susu ile karsilastirildigt zaman Tiimor nekrozan Faktor
(TNF)-a, IL-6 ve IL-8 iiretimini daha az uyarmaktadir. Priscilla susu Nine Mile
susundan daha az IL-1B ve IFN-y olusumunu uyarmaktadir (52). Diger taraftan
Coxiella’nin  kloroform-metanol kisminin (CMR) antijen isleyen hiicrelerin
aktivasyonu ile humoral ve hiicresel antiviral immuniteyi uyardigi goriiliir. Yine
Coxiella’nin oliimciil viral enfeksiyonlar, protozoal ajanlar ve bakterilere karsi

uyarici ve giiclii bir antikor yanitt sekillendirdigi goriilmiistiir (227, 241).
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1.4.1.1 Dogal ve Edinsel Bagisiklik

T-helper 1(Thl) ve Th2 i¢indeki farklilik gibi dogal ve kazanilmis immun cevap
arasinda yakin bir etkilesim vardir. Makrofajlar koruyucu bagisikligin gelismesinde
onemli immun fonksiyonlara sahiptir. Enfekte makrofajlarin salgiladiklar1 IL-1, TNF
ve IL-12 gibi proinflamatuar sitokinler hiicresel immun cevabr modiile etme
yetenegine sahiptirler. Sitokinler ve reseptorleri ile ilgili yapilan c¢aligmalarda
intraseliiler patojenlere karsi savunmada IFN-y ve TNF’nin rolii belirlenmistir. Q
hummasinda antikorlarin rolii tartismalidir. Cogu arastirmaci antikorlarin C. burnetii
enfeksiyonunun kontrolii igin yeterli olmadigi goriisiindedir. Ancak, antikorlar,
fagositler tarafindan aktive edilen immun yanitta C. burnetii nin elimine edilmesine
katkida bulunabilir. C. burnetii Faz II bakterileri antikor reaksiyonlarina Faz I
bakterilerinden daha fazla maruz kalirlar ve avirulent Faz Il bakterilerin daha fazla

oldiiriilmesi komplement C3b ‘nin baglanmasindan ileri gelmektedir (85, 104, 158).

In vitro ve in vivo calismalarda C. burnetii eliminasyonunda IFN-y ve TNF’nin
onemli rol oynadigi kanitlanmistir. C. burnetii gelisimi bir monositik hiicre sinirinda
IFN-y tarafindan inhibe edilebilir ve bu sitokin enfekte monositlerin apoptozisini de
uyarir. C. burnetii’nin IFN-y araciligiyla ve enfekte monositlerin 6limii TNF’ye
baglidir. Virulent C. burnetii ile in vitro enfekte olan makrofajlar TNF-o’nin ilk ve
gliclii indiiksiyonuna neden olur (44, 158, 214, 215). TNF-a liretiminin azalmasiyla
makrofajlarda bulunan C. burnetii 'nin yasama sansi artar, aksi takdirde konak hiicre
aktive olur. Faz I LPS seker zincirlerinin modifikasyonu ile sekillenen yapay bir Faz
IT LPS yapisi, protein bilesimi ayn1 kalmasina ragmen bu sisteme maruz kaldiginda
IFN-y oranini artirir. Bu bulgular, C. burnetii Faz I ve Faz II tarafindan deneysel
enfeksiyon olusumunun gozlenmesi ile anlasilmigtir. Faz II bakterileri daha hizlh
elimine edilebilir. Faz | ile enfekte olan makrofajlardan IL-1a salgilanir. C. burnetii
faz I tarafindan enfekte olan makrofajlarda ilk IL-la uyarimi (Faz II degil)

enfeksiyon siirecinde sitokinlerin spesifik roliinii gostermektedir (44, 158, 214).
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1.4.1.2 Hiicresel Bagisikhik

Coxiella burnetii enfeksiyonarinda immun yanit, primer enfeksiyonda immun yanit
ve asilamadan sonra korunma olmak tizere iki bolime ayrilmistir. Mycobacterium
tuberculosis, Legionella pneumophila ve Listeria monocytogenes gibi bakterileri de
iceren bir¢ok intraseliiler patojene karsi hiicresel immun yanit (CMI) 6nemli rol
oynamaktadir. Intraseliiler patojenlerin alimi sonrasi antijen sunan hiicreler
tarafindan (APC) konak hiicre yiizeyinde antijen sunumu sekillenir. Bu antijen
sunumu, APC yiizeyinde T hiicreler ile birlikte stimiile edici molekiillerin
ekspresyonuyla birlikte gerceklesir. Kiimiilatif olarak, bu olaylar antijen-spesifik T
hiicrelerinin harekete gecmesine yol agar. Cok sayida aktive edilmis T hiicreleri [FN-
vy ve TNF gibi yangisal sitokinlerin iiretildigi enfeksiyon yerlerinde gorev alir. Boyle
sitokinler ¢esitli hiicre tiplerinde antimikrobiyal bir yaniti uyarir ve boylece
enfeksiyonu kontrol altina alirlar. T hiicreleri ve mononiiklear hiicreler, enfeksiyon
alanlarinda lenfosit, fibroblast uyarimi1 ve graniillom olusumunda gérev alirlar. C.
burnetii enfeksiyonu konakta gii¢lii bir immun cevabi uyarir. Asilanan ve iyilesen
insanlarda C. burnetii antijenine cevap olarak lenfositler tarafindan IFN-y iretilir.
Enfeksiyonun kontroliinde IFN-y uyarimini monosit/makrofaj ve fibroblast
aktivasyonu takip eder. IFN-y uyarimi sonrasi hiicreler tarafindan {iretilen reaktif
oksijen ve nitrojen bilesenleri hiicre i¢i bakteri ¢ogalimimin kontroliinde 6énemli rol
oynar. C. burnetii enfeksiyonu dalak, karaciger ve akciger gibi farkli dokular iginde
graniilomatdz lezyonlar meydana getirir. Kronik Q hummasinda graniilom olusumu
zayiftir. Hiicresel immiinite, akut enfeksiyonun kontroli ve hastaligin
reaktivasyonunu onlemek i¢in 6nemlidir (38, 77, 97, 100, 185, 205).
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1.4.1.3 Humoral Bagisihk

Tarihsel siirecte, ekstraseliiler patojenlere karst korunmada antikor aracili
immunitenin 6nemli oldugu kabul edilirken, intraseliiler patojenlere karsi ise
ozellikle hiicresel bagisikligin 6nemli oldugu diisiiniiliiyordu. Son zamanlarda bunun
dogru olmadigr aciklanmistir. Antikorlarin bircok intraseliiler patojene karsi
koruyucu immunitede onemli bir rol oynadigi bildirilmistir (48, 205). Antikorlar
farkli mekanizmalarla enfeksiyondan korunmaya aracilik ederler. Bunlar; dogrudan
bakterisidal  aktivite, komplement aktivasyonu, toksin  notralizasyonu,
opsonizasyon/fagositoz, antikor aracili hiicresel sitotoksisite (ADCC), patojenlerin
intraseliiler hareketini degistirme, Fc ve kompleman reseptorleri ile iliskili oldugu
diisiiniilen bircok mekanizma ile etkinlik gostermektedir. Etkili asilarin ¢ogu antikor-
bagimli mekanizmalar yoluyla immunite saglamaktadir. Shannon ve Heinzen (204)
insan monosit, makrofaj ve dentritik hiicrelerinde antikorlarla opsonize edilen C.
burnetii aliminda artis gézlemlemislerdir. Antikor opsonizasyonu bu hiicrelerde
bakterilerin artis oraninda etkili olamamistir. Boylece artan fagositoz ve degisen
yogunluk C. burnetii’de antikor aracili bagisikligin (AMI) mekanizmasinda etkili

olmadig: belirlenmistir.

Zamboni ve ark. (236) tarafindan yapilan ¢alisma konfokal lazer floresan ile 4,6-
diamino-2-fenilindol (DAPI) ile boyanmis hiicrelerde C. burnetii Faz II’nin
intraseliiler yiikii, dagilimi1 ve boliinme zamanlar1 tahmini olarak saptanmistir. Bu
amagla ti¢ farkli fare hiicresi (peritoneal makrofajlar, J774 makrofaj-benzeri hiicreler
ve L929 fibroblastlar) kullanilmigtir. Calisma sonucunda farelerdeki peritoneal
makrofajlarin hem genis vakoul olusumunu hem de C. burnetii’nin Faz Il yapida

intraseliiler cogalimin1 kontrol ettigi goriilmiistiir.

Camacho ve ark. (42) yapmis olduklari ¢alismada, C. burnetii enfeksiyonunu takiben
Q hummali hastalarda yiiksek seviyede IgGl, IgG2 ve IgA2 antikorlarini tespit

etmislerdir.
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1.4.2. Patogenez

Coxiella burnetii, diinyada onemli bir patojen olarak bilinmesine ragmen viriilens
genleri ile ilgili bilgiler siirlidir. C. burnetii’nin hiicre ylizeyinde bulunan
proteinlerinin fonksiyonlari, aktiviteleri ve dis ortamlarda olusturduklar: intraseliiler
yagamlar1 gelisimlerinin anlasilmasi agisindan 6nemli ipuglari verir. C. burnetii’nin
protein sentezi, hiicre boyutunda meydana gelen azalma ile de incelenebilir. Ancak in
vitro sistemde hiicrenin bilyiime asamasi gerceklesmez. In vitro sistemde C.
burnetii’nin inkiibasyon siiresince bir dizi protein sentezi gerceklesir. Bu proteinler
arasinda 1s1 sok protein (Hsp)60 ve Hsp70 homologlari, Hsp62 ve Hsp71 yer
almaktadir. Hsp62 geni htpB, htpA da lokalizedir (158).

Insan ve hayvanlarda enfeksiyon genellikle inhalasyon yoluyla olusur ve etken ilk
olarak bdlgesel lenf nodiillerinde c¢ogalir ve 5 ile 7 giin arasinda gegici bir
bakteriyemi goriiliir (210). C. burnetii patogenezi, plazmid gruplari, identifiye edilen
genetik ozellikler ile iligkili bulunmustur (93, 195).

Coxiella burnetii, in vivo ve in vitro olarak ¢ok sayida hiicre tipini enfekte edebilme
yetenegine sahiptir. Bu durum etkenin hiicre icinde yasamini ve konagin farkli
yerlerine yayilhimimi saglayan 6nemli bir viriilens faktor olarak kabul edilmektedir.
Konak hiicrelerinde C. burnetii’'nin bifazik gelisim siklusu ve intraseliiler
lokalizasyonu igin gerekli faktorler gesitli kaynaklarda belgelenmistir (17). Basta
monosit ve makrofajlar olmak ftizere farkli hiicre tiplerini enfekte edebilen C.
burnetii’nin konak hiicrelerine girisi fagositoz ile gergeklesir. Fagositoz olay1, Faz 11
C. burnetii’de daha yiiksek oranda goriilmektedir. Fagositoz olayinda goriilen bu
farkin nedeni, Faz I bakterileri avp3 integrinleri ile baglanirken, Faz II bakterilerinin
hem avp3 integrinleri hem de CD3 komplement reseptorlerini kullanarak
baglanmasindan ileri gelmektedir. Her iki tip fagozomlarda bulunabilir fakat yalnizca
Faz I makrofajlarda yasayabilir. Faz II kisa siire i¢inde elimine edilir. C. burnetii’nin
Okaryotik hiicreler i¢inde gelisme yetenegi intraseliiler ortamda asidik pH’ya
adaptasyonuna baglhidir. Bu asidik deger (pH 4,5), bakterinin metabolik fonksiyonlari
icin gerekli olan besin maddelerinin girisine izin verir ve ayni zamanda cesitli

antibiyotiklerden korunmasini saglar. Makrofajlarda bu mikroorganizmalarin varligi,
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yasami ve ¢ogalmasi, vakoullerde fagositozun kontrolii ve fago-lizozom fiizyonunun
engellenmesiyle gergeklestirilir (12, 185). Fagozomlarin tam olgunlagamama nedeni
selliiler marker katepsin D’nin kayb1 ve makrofajlarda IL-10’un ekzojen iiretiminin
azalmasi olarak gosterilmektedir. IFN-y, fagozom ve lizozom arasindaki fiizyonu
yenileyerek ve boylece C. burnetii nin eliminasyonunu saglar. Ayrica vakoul
alkalizasyonunu uyarir ve makrofajlarda iyon metabolizmasini kontrol ederek
intraseliiler bakteriyel cogalmayi engeller. IFN-y hiicresel membran iizerinde
bulunan TNF ekspresyonunu uyararak apoptozis ile enfekte makrofajlarin
eliminasyonuna da  katkida  bulunur.  Enfeksiyonu  takiben  spesifik
immunoglobiiliinler olusur. Faz | yapilar sadece IgM iiretimini uyarirken, Faz II ler

hem IgM hem de IgG iiretimini uyarir (94).

Gram negatif bakterilerde LPS 6nemli bir viriilens faktérdir ve bu durumun C.
burnetii i¢in de gegerli oldugu kabul edilmektedir (25, 198). C. burnetii’nin sahip
oldugu LPS varyasyonu (Faz I ve Faz II) ve endospor benzeri yapisi patogenez ve
virulenste 6nemli rol oynamaktadir. Faz 1 C. burnetii izolatlarinin tam tesekiilli
LPS’si konak immun sisteminden korunmayi saglar ve enfeksiyonun bakteriyemi
safhasinda temizlenmesini 6nler. C. burnetii hiicreleri, hiicre yiizeyinde integrin ve
integrin iligkili protein kompleksine baglanarak insan makrofaj ve monositlerine
erigir ve daha sonra hiicreye girer (112, 151, 202). C. burnetii asidofilikdir ve bu
sayede fagolizozomlarin asidik kosullarina karsi metabolizmasini siirdiiriir. Bu sert
cevrede C. burnetii’nin yagaminin, stres ile iligkili genler ve fagolizozomlarin asidik
ortamina karst tampon olarak hizmet eden temel proteinlerin biiyiikk c¢ogunlugu
tarafindan desteklendigi diisiiniilmektedir (25, 87, 88, 203). Ancak, C. burnetii konak
hiicre fagolizozomlarinda bulunan ve diger bakterisidal durumlara karsi direngli
degildir. (26). Diger vakouller ile enfekte PV fiizyonu, biiylime ve boliinme i¢in C.
burnetii ye ihtiyag duydugu maddeleri saglayabilir (98). Isgalci C. burnetii
hiicrelerinin niifus dinamigi yaklasik 6 giinii askin bir siirecte degisir (53). SCV,
hiicre patlamas1 sonucunda konak hiicrenin periyodik olarak kontraksiyonuyla

vakoulden aktif s1v1 akistyla konak hiicrelerinden salgilanir (110).

Bakteriyel patojen Legionella pneumophila toprak ve tatli su ekosisteminde

protozoan konaklarda ¢ogalir. Defect in organelle (dot) ve intraseliiler multiplication
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(icm) genleri tarafindan kodlanan Tip IV sekresyon sistemleri L. pneumophila
tarafindan kullanilan 6nemli bir temel virtilens belirleyicisidir. C. burnetii’nin de
konak hiicre i¢inde yer degistirmek i¢in gerekli olan Tip IV sekresyon sistemine
sahip oldugu disiiniilmektedir. Bu sistemin C. burnetii ile enfekte hiicrelerden
eksprese edildigi one sirilmistir (112, 154). Daha o6ncede belirtildigi gibi C.
burnetii protein sentezi, ilk otofagozom etkilesimi igin gereklidir. Bu siirecin protein
efektorleri tarafindan vezikiiler trafigi diizenlemesi hedeflenir ve Legionella’nin
dot/icm T4SS’e benzer homolojide olan Tip 4 sekresyon sistemi yoluyla
sitoplazmaya iletilir. Dot/lcm T4SS fonksiyonu Legionella nin vakuoliiniin olusumu
icin gereklidir. Coxiella ve Legionella arasindaki Dot/icm’nin korunmasi iki
organizmanin son zamanlarda siki filogenetik iliskileri ile baglantilidir. Coxiella
genomu icmR, dot) ve dotV disinda 26 Legionella dot/lcm geninin 23’{ini
icermektedir. Bugiine kadar, Coxiella dot/icm higbir sekresyon substrati T4SS igin
belirlenememistir. Salgilanan efektdr molekiiller arasinda siireklilik, konak hiicre
proteinlerinin aktivitesinde fonksiyonel rol oynayan okaryot benzeri motifler vardir.
Son zamanlarda, muhtemelen horizontal gen transferi ile yeni Legionella T4SS
substratlari belirlenmistir (51, 194, 223).

Memeli hiicreleri tarafindan hiicre i¢ine alinan C. burnetii membran ile g¢evrili bir
vakoulde kalir. Bu vakouliin baslangigta endozom ve lizozomlar ile flizyona ugrayan
avirulent bakteri iceren fagozomlar gibi olgunlastigi goriliir (129). C. burnetii iceren
vakoul endositik yol araciligiyla otofajik vezikiiller ile etkilesim sonucu otofagozom
icindeki materyalin pargalanmasi igin lizozomlara iletilir. C. burnetii endositik yol
boyunca lizozomlarda mikroorganizmalarin yikimlanmasina ragmen, bakteriyel
cogalmaya imkan saglayan genis bir vakoul i¢cinde bu organeli degistime yetenegine
de sahiptir. C. burnetii’nin lizozomu nasil degistirdigi bilinmemektedir, fakat
C.burnetii’nin bulundugu vakouliin ilging o&zelliklerinden biri diger sekonder
lizozomlar ile fiizyona ugrama kapasitesidir. Bu genis lizozom kusagi C. burnetii
proteinlerinin siirekli sentezini gerektiren bir siiregtir. Bakteriyel proteinler C.

burnetii’nin bulundugu vakouliin olgunlagsmasinda dogrudan etkilidir (129).

Apoptozis, immun sistemin onarilmasi ve hasarli ya da enfekte hiicrelerin atilmasi

icin ¢ok Onemli programlanmig hiicre 6liim yoludur. Liirhmann ve ark. (129)
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yaptiklar1 ¢caligma ile intraseliiler patojen olan C. burnetii’nin konak apoptotik yolunu
uyarma yeteneginin olup olmadigini incelemislerdir. Bunun i¢in Cin Hamster Over
(CHO) ve HeLa hiicreleri kullanilmistir. Mekanik olarak C. burnetii’nin apoptozis
inhibisyonu, ¢ogu proapoptotik sinyal yolu i¢in ¢ok dnemli bir olay olan mitokondri

tarafindan salinan sitokrom ¢’nin 6nlenmesi ile ger¢eklesmektedir.

Genel olarak konaga giris yolu, inokulum miktari, konak ve etkene ait faktoler
enfeksiyonda hangi klinik tablonun gelisecegini belirlemede Onemli rol

oynamaktadir (227, 237).

1.4.2.1.inokulum Orani

Inokulasyon miktar1 hastaligin siddetinde ve klinik bulgularin gelisiminde énemli rol
oynar. Tek bir organizma enfeksiyon olusturmaya yeterli oldugu i¢in bakteri yiiksek
diizeyde enfeksiyozdiir. Rhesus maymunlarmin solunum yolu enfeksiyonunda
enfekte hayvanlarin %50’sini 6ldiirmek icin gereken doz 1-7 mikroorganizmadir.
Insanlarda inkiibasyon periyodu inokulum miktarina bagh olarak 10 ile 17 giin
arasinda degismektedir. inokulum dozu ile hastaligin siddeti arasinda bir iliski s6z
konusudur.  Yiiksek oranda inokulum (10°) kobaylarda myokarditis ile
iliskilendirilirken, daha fazla inokulum (107) enfekte hayvanlarin Slimii ile

sonuglanabilmektedir (185).

1.4.2.2.Enfeksiyon Yolu

Enfeksiyon yolu ve kismen inokulum miktarr, hastaligin siddetini ve klinik
bulgularmi belirler. Insanlarda subkutan ve intramuskular inokulasyon yollari
aerosoller 1ile karsilastirildiginda hastalik olusumu i¢in daha disiik inokulum
gereklidir. Intramuskuler enjeksiyon sonrasi inkiibasyon periyodu 1-2 giin gecikir.
Fare ve kobaylarda enfeksiyon yolu ile histolojik lezyonlar arasinda bir bag oldugu

acikca gorulmistiir (185).
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1.4.2.3.Bakteriyel Faktorler

Sinirh fenotipik 6zelliginden dolay1 C. burnetii izolatlarinin siniflandirilmasi oldukg¢a
zor olmustur. izolatlar arasinda LPS kompozisyonu en belirgin fenotipik 6zelliktir.
LPS, Faz | C. burnetii fagositozisinde virulens faktorii olarak ¢ok Onemli role
sahiptir. Buna ilaveten C. burnetii’de birkag¢ plazmid bulunmustur. Bunlardan QpH]1,
QpVd, QpRs ve QpDG dort tanesidir. Ayrica QpRs‘nin gen sekansi plazmidsiz

izolatlarda bulunmustur (185).

1.4.2.4.Cinsiyet

Farelerde 17p’nin koruyucu roli belirlenmistir. Disi fareler erkeklere oranla daha az
graniilom ve daha diisiik bakteriyel yiike sahiptir. Gebe hayvanlarda Q hummasi
genellikle kronik seyreder ve C. burnetii uterus ve meme bezlerinde kalarak sonraki

gebeliklerde reenfeksiyonlara neden olur (185).

1.4.2.5.immun Yetmezlik

Sistemik immun yetmezligi (SCID) olan farelerde akut enfeksiyona duyarlilik
BALB/c farelerden daha fazla ve 6liim orani daha yiiksektir. Raould ve ark. (185)
yapmis olduklar1 ¢alisma sonucunda immun yetmezlik ile akut Q hummasi siddeti
arasinda iliski oldugunu bulmuslardir. Yine immun yetmezligin Q hummasinin

kronik seyrinin gelisiminde 6nemli role sahip oldugu goriilmiistir.

Q hummasinda akciger, karaciger ve kemik iliginde yaygin graniilomatdz lezyonlarin
olusumuyla karakterize yangisal reaksiyonlara rastlanir. Akciger enfeksiyonlarinda
makroskobik olarak kirmizi ya da gri hepatizasyon alanlar1 sekillenir. Mikroskobik
olarak ise intersitisiyal 6dem, lenfosit ve makrofaj infiltrasyonu olusur. Alveoler
alanlar histiyositler ile doludur ve alveol icinde fokal nekroz ve hemorajiler

mevcuttur. Nekrotizan bronsit ve bronsiyolit gézlenebilir (72).
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Coxiella burnetii tarafindan karacigerde meydana getirilen graniilomat6z lezyonlar
tiiberkiiloz lezyonlar1 ile karismaktadir. Akut ve kronik Q hummasinda hepatik
lezyonlar farklilik gosterir. Histopatolojik inceleme sonucunda makrofaj, lenfosit ve
polimorf niikleer 16kositlerin (PNL) olusturdugu hiicresel infiltrasyon ve tipik halka
graniilomlar saptanmaktadir (112, 142, 186, 233). Farkli hastaliklarda da goriilebilen
fakat Q hummasi i¢in karakteristik olarak kabul edilen graniillom, merkezinde lipit
bir vakoul ve bunu g¢evreleyen multi niikleer dev hiicreler, epiteloid makrofajlar ve
fibrinden zengin bir halka yapisina sahiptir (121, 130, 142, 185). Kemik iliginde de
graniilomlara benzer lezyonlar meydana gelmektedir. Kronik Q hummali 6rneklerde
graniilomlara rastlanmaz fakat kalp kapagi, anevrizma ve karaciger gibi enfekte
dokularda etken igeren biiyiik vakuollere rastlanir. Kronik olgularda yiiksek diizeyde
antikora bagli olarak glomerulonefrit gibi lezyonlar gelisir ve bu lezyonlarin
cogunlukla komplikasyonlar sonucu ortaya ¢iktig1 kabul edilmektedir (72, 130, 186).

Q hummali hastalarda meydana gelen graniilom Resim 5’te gdsterilmistir.

Resim 5. Akut Q hummali bir hastada karacigerin bir boliimiinde halka graniilom olusumu
(142).
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1.5. Klinik Bulgular

1.5.1. Insanlarda Klinik Bulgular

Insanlar oncelikle etken iceren aerosollerin inhalasyonu ile enfekte olurlar.
Enfeksiyon etkeni kontaminasyon sonrasi 2 haftaya kadar havada ve 5-6 ay kadar da
toprakta canliligin1 devam ettirebilir. Béylece meydana gelen kontamine aerosoller
insan enfeksiyonuna yol agabilmektedir. C. burnetii yiiksek virulansa sahip bir
bakteridir. Bu o6zelliginden dolay1 tek bir mikroorganizma bile enfeksiyona yol
acabilir (11, 140, 163, 189). insanlarda kontamine siit iiriinleriyle olusan enfeksiyon
riskini belirlemeye yonelik ¢esitli ¢alismalar yapilmigtir. Ancak yapilan ¢aligmalarin
sonuglart ¢eliskili olup bu yol ile enfeksiyon riskinin yetersiz oldugu goriilmektedir
(12,71, 142, 145).

Keneler, etkenin dogal tasinma dongiisiinde 6nemli yer tutarken direkt olarak C.
burnetii’yi insanlara bulastirmazlar. insandan insana bulasma nadirdir fakat cinsel
bulasma ve perinatal enfeksiyon vakalari goriilmiistiir (122, 153). Insanlardaki
enfeksiyonlar akut ve kronik olarak simiflandirilabilir. Enfekte insanlarin yaklasik

%60’1nda asemptomatik enfeksiyon meydana gelmektedir (12).

Q hummasimin akut ve kronik formu, spesifik semptom gostermedigi icin yanlis
teshis edilebilir veya belirlenemeyebilir. Akut Q hummasinin ortaya ¢ikmasi igin
gellikle 7-40 giin gereklidir. Fakat bu siire doza, bireyin yasina ve enfeksiyon oranina
gore degisebilmektedir (231). Vakalarin ¢ogu C. burnetii ile gizli enfeksiyondan
dolay1 asemptomatik serokonversiyon ile sonuglanir (17). Akut Q hummasinda
goriilen en yaygin semptomlar ates, bas agrisi, kas agrilari, eklem agrilar1 ve
dokiintiiler seklindedir. C. burnetii enfeksiyonu endokardit, hepatit, pnomoni ve daha
az oranda perikardit ve myokardit ile sonuclanir (231). Geng bagisik bireylerde

hepatit egilimi fazla iken yasl hastalarda pulmoner lezyonlar fazladir (72).

Stein ve ark. (208) yapmis olduklari bir c¢alismada, Fransa’da gebe kadinlarda
morbidite ve mortalitenin 6nemli bir nedeninin Q hummasi oldugunu tespit
etmiglerdir. Arastirma sonucunda 540 kadinin birinde Q hummasinin oldugunu

kanitlamislar ve Q hummasinin intrauterin 6nemli bir halk sagligi problemi oldugunu
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gostermislerdir. Akut Q hummasindan 6liim nadir olup kronik forma doniisiim
yaygindir (183). Kronik Q hummasinin, 6 aydan uzun bir siire sonunda ortaya ¢iktigi
ve olgularin yaklasik %5°1 civarinda tipik olarak olustugu belirlenmistir. Bu formda
baslangigtan itibaren yillarca gelisim gézlenmez ve en ¢ok etkilenen yer bireyin
kalbidir. Q hummasi endokarditisin klinik bulgular1 arasinda aortik ya da mitral
kapak bulgulari, ates, kardiyak yetersizlik, hepatomegali, splenomegali, dokiinti ve
arterial emboli yer almaktadir (231). Kronik Q hummasmin diger 6nemli klinik
bulgular1 arasinda vaskiiler ve osteoartikiiler enfeksiyonlar, kronik hepatit, kronik
pulmoner enfeksiyon ve kronik yorgunluk sendromu yer almaktadir. Nadir olmakla
birlikte C. burnetii vaskiiler enfeksiyonlar hayati risk tasiyabilir (142). C. burnetii ile
enfekte tedavi edilmeyen gebe kadinlarda spontan abortlar, intrauterin gelisim
geriligi, 6lii dogum ya da erken dogumlar goriilebilir (142, 184). C. burnetii’nin
enfekte gebe kadinlarin uterus, plasenta ve meme bezlerinde kolonize oldugu

goriilmiistir ( 131).

1.5.2. Hayvanlarda Klinik Bulgular

Coxiella burnetii, hem insan hem de hayvanlarda kalici enfeksiyon meydana
getirebilme yetenegine sahiptir. Olduk¢a genis bir konakg¢i araliginda enfeksiyon
sekillenmektedir. Sig1ir, koyun, kegi, at, domuz, tavsan, geyik, deve, bufalo, giivercin,
karga, papagan, kirlangi¢ ve yilan gibi bir¢ok evcil ve yabani hayvanda enfeksiyon
gorlilmektedir. Bazi bolgelerde kemiriciler C. burnetii’nin 6nemli rezervuarlar
arasinda yer almaktadir (142, 233). Bircok tiir enfeksiyona duyarli olmasina ragmen
enfekte hayvanlarin ¢ogu asemptomatiktir. Hayvanlarda nadiren ates, konjuktivit,

artrit, mastit, abort ve genital bozukluklar gériilebilir (6, 37).

Insanlarda Coxiella enfeksiyonunun temel kaynag: sigir, koyun, kegi gibi ¢ift tirnakl
hayvanlardir. Etken, enfeksiyonun akut doneminde hayvanlarin kan, akciger, dalak
ve karacigerinden izole edilmesine karsin iireme organlarinin disinda asemptomatik
olarak seyretmektedir. Etkenin iirogenital sisteme tropizm gdstermesi nedeniyle sigir,
koyun ve kegilerde abort, infertilite, endometrit, plasenta retensiyonu, erken dogum

goriliir (6, 13, 154). Hem semptomatik hem de asemptomatik hayvanlar dogum
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esnasinda etkeni disar1 atarlar. Plasenta, fotal membran ve atik fotusun disinda siit,

idrar ve digkida da bol miktarda bakteri bulunur (13, 17, 154, 227, 233).

Enfekte hayvanlarin uterus ve siit bezlerine yerlesen ve asemptomatik seyreden
enfeksiyon gebelik esnasinda yeniden aktiflesir ve etken plasentada ¢ogalarak yiiksek
oranlara ulasir ve gebeligin son aylarina dogru abortusa yol acar (233). Bruselloz ve
Klamidyal enfeksiyonlarda oldugu gibi abort sekilleninceye kadar enfeksiyon
belirgin degildir. Gebe hayvanlarda sekillenen abortus oranmi % 3- 80 arasinda
degismektedir. Abort sonrasinda hayvanlar kisa siirede iyilesir ve genellikle sonraki

gebelikte abort goriilmez (17, 37, 112).

Koyun ve kecilerde abort, sigirlara gore daha yliksek oranda goriilmektedir. Atik
fotus plasentasinda kotiledonlar arasinda Coxiella i¢in 6zgiil olmayan fibroz
kalinlasma ve eksudata rastlanir bunun diginda normal bir goriiniise sahiptir (6, 17,
37). Enfekte hayvanlarda endometrit sorunu birka¢ ay devam edebilir. Abort yapan
ve yapmayan hayvanlar, metrit sorunu yasayan hayvanlar etkeni birka¢ ay hatta
birka¢ sagim sezonu boyunca siitleriyle sagarlar. Sigir ve keciler koyunlara oranla
daha yiiksek oranda siitleriyle etkeni sagarlar ancak koyunlar vaginal akintilar ile
etkeni hem daha uzun hem de daha yogun olarak sacarlar. Koyunlarda C. burnetii
stit ile 8 giine kadar yayilabilirken sigirlarda bu siire 13 aya kadar uzayabilir (147,
192).

Sigirlarda C. burnetii kaynakli enfeksiyon orani yaklagik %50 civarndadir. Siit
tiretiminde kullanilan sigirlardaki enfeksiyon orani, et iiretimindekilere gére daha
yiiksek olarak saptanmistir. Enfekte sigir ¢iftliklerindeki en belirgin semptomlar;
yavru atma (%94,7) (enfekte olmayanlarda %35,3); plasentanin atilamamasi %84,6
(enfekte olmayanlarda %15,4) ve metritis % 84,8 (enfekte olmayanlarda %15,2)
olarak bildirilmistir. Enfeksiyonu gecirip iyilesen sigir ve kiiclik ruminantlarda
bagisiklik birka¢ yi1l devam edebilir, ancak bagisiklik gelisimine ragmen bu dénemde
yavru atma ve sterilite goriilebilir (17, 147). Kronik enfeksiyon, sigir ve kegilerde
koyunlara gore daha sik olarak gelismektedir. Sigirlarda koyun ve kegilerden farkl

olarak, kronik enfeksiyon infertilite gelisimiyle sonuglanabilir (16).
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Hayvanlarda genellikle C. burnetii asir1 doz verilmedigi miiddetce disi ireme sistemi
disinda diger dokularda asemptomatiktir. Etken infertilite, metritis ve mastitis gibi
reprodiiktif sistem bozukluklarinin énemli bir nedenidir. Abort olaylarinida igeren
reprodiiktif bozukluklar gen¢ hayvanlarda olusabilir (16, 196). Yiiksek
seroprevalansa sahip bolgelerde abort daha az oranda goriilmektedir (139). To (212)
Japonya’da yapmis oldugu bir ¢alismada reprodiiktif bozuklugu olan 207 sigirin %58

ve %60’1inda sirasi ile Faz I ve Faz II C. burnetii antikorlarini belirlemistir

1.6. Laboratuvar Tam1 Yontemleri

Sigir, koyun ve kegilerde enfeksiyonun teshisi, enfeksiyonlarin hayvan ve insanlara
bulagmasini 6nlemek agisindan Onemlidir. Q hummasi klinik bulgularinin
degiskenlik gostermesi ve spesifik olmamasi hastaligim  klinik tanisim
zorlastirmaktadir. C. burnetii standart besiyerlerinde iiremez. Izolasyonu uzun siireli,
zor ve tehlikelidir. C. burnetii oldukga enfeksiy6z ve biyogiivenlik diizey 3 kosullar
gerektirdiginden veteriner hekimlikte rutin teshis nadiren yapilir (72). Enfeksiyon
asemptomatik seyretmesine ragmen etkenin varligi abort yapmis hayvanlarin
plasental dokularindan hazirlanan preparatlarin Gimenez ve Machiavello boyama
yontemleri kullanilarak gosterilebilir (12, 120). C. burnetii’nin laboratuvar tanisinda
klinik 6rneklerden etken izolasyonu, molekiiler yontemler ve immunohistokimyasal
teknikler gibi etkenin direkt tanimlanmasi veya antikor varliginin gosterilmesine

dayanan serolojik yontemler kullanilmaktadir (72, 112, 121, 210).
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1.6.1. Kiiltiir

Zorunlu hiicre i¢i bir bakteri olan C. burnetii kiiltiir ortaminda tiretilemez. C. burnetii
konvansiyonel hiicre kiiltiirleri (maymun bobrek hiicreleri, vero hiicreleri), embriyolu
tavuk yumurtasinda sari kesesi igine veya fare ve kobay gibi laboratuvar
hayvanlarinda tretilebilir (162, 229). Embriyolu tavuk yumurtast 5-7 giinliik
oldugunda sari kesesine marazi maddeler inokiile edilir ve 35°C’de 10-12 giin
inokulasyondan sonra sari kese membrani, embriyo bagirsagi, koriyoallantoik
membran ve amniotik sividan bakteri izole edilebilmektedir. C. burnetii embriyonun
kas, karaciger ve kalp dokusunda daha diisiik diizeyde tespit edilmistir. Inokiilasyon
yapilan deney hayvanlarinda izolasyon igin en uygun organ dalak olup yiiksek
diizeyde etken izolasyonu yapilmaktadir (25, 40, 72, 154, 160, 210). Dalak
ekstraktlar1 daha sonra embriyolu yumurtalara inokule edilmektedir. Daha az
kullanilmakla birlikte bu yoOntemler, cok sayida bakteri ¢esidi ile kontamine
dokulardan izolasyon durumlarinda ya da Faz II hiicrelerinde C. burnetii Faz |
antijenleri elde etmede faydali olabilir. Kobaylarda intraperitoneal inokulasyon

sonrast 5-8 giine kadar ates meydana gelmektedir (72).

Omsland ve ark. (159) C. burnetii’nin iiremesi i¢in gerekli ihtiyaclarin1 karsilayan
hiicresiz bir ortam gelistirmiglerdir. Bu yontem yeni ve ilging olmasina ragmen
tanimlama alaninda heniiz yer bulmamistir (131). Virus kiiltiirleri igin ticari olarak
kullanilan hiicre mikrokiiltiir sisteminde son gelisme olarak Shell Vial hiicre kiiltiir
sistemi, 6zellikle hiicre i¢i bir bakteri olan C. burnetii izolasyonunda 6nemli gelisme
saglamistir. C. burnetii izolasyonu Shell Vial santrifiij teknigi kullanilarak HEL
hiicrelerinde gergeklestirilir (181). Shell Vial’de monolayer hiicre tabakasma Klinik
orneklerden 1 ml inokule edilir ve hiicreler C. burnetii’nin penetrasyonu ve
tutunmas igin 1 saat santrifiij edilir. Inokulasyon yapilan bu hiicre tabakas1 %5 CO;
iceren ortamda 37 °C’de 5-7 giin inkiibasyona birakilir. C. burnetii’nin varlig
Gimenez ve immunfloresan boyama yontemleriyle mikroskobik olarak belirlenir
(12).
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1.6.2. Immiinolojik Testler

Coxiella burnetii’nin yiiksek enfeksiyozitesi ve izolasyon tekniklerinin pahali, zaman
alict ve duyarlii@inin diisilk olmasi nedeniyle klinik taniy1 dogrulamak amaciyla
serolojik testler daha ¢ok tercih edilmektedir (112, 120, 186). Ciftlik hayvanlarinda
C. Dburnetii enfeksiyonu; serolojik testlerin, klinik bulgularin ve plasental
preparatlarin mikroskobik incelenmesinden ibaret kombinasyon ile siirii seviyesinde
belirlenebilir (13). Q hummasinin immunolojik teshisi, anti-Faz | ve anti-Faz 1l
antikorlarin1  belirleyebilen ¢ok sayida serum Orneginin test edilmesiyle
gerceklestirilir. Faz II IgM antikorlar1 hastaligin baslangincindan itibaren 7- 10 giin
sonra agiga cikar. Antikor seviyesi 4-8 haftada en {ist diizeye ulasir ve sonra diismeye
baglar. Faz I IgG antikorlari ise daha geg ortaya cikar ve yillarca kalabilir. Antikorlar
semptomlarin orataya ¢ikmasini takiben 3. haftada %90 oraninda saptanabilmektedir.
C. burnetii faz varyasyonlar1 hastalik evresinin ayirt edilmesinde oldukg¢a 6nemlidir.
Akut Q hummasinda Faz II antijenlerine karsi olusan antikor fazla iken, kronik
olgularda Faz I’e kars1 gelisen antikor miktar1 daha baskin karakterdedir (60, 72, 130,
186). Pek ¢ok laboratuvar tarafindan tercih edilen mikroaglitinasyon (MA),
Komplement Fikzasyon Testi (KFT), Indirekt immiinofloresan Assay (IFA), ELISA,
radioimmiinoassay (RIA), dot immiinoblot, western immunoblot ve indirekt hemoliz
testi gibi serolojik yontemler ile C. burnetii’ye karst olusan 0zgiil antikorlar

saptanabilmektedir (17, 72, 142, 164, 186).
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1.6.2.1. Indirekt Immiinofloresan Test (IFA)

Son zamanlarda IFA, C. burnetii’nin teshisinde referans test olarak kullanilmaktadir.
Kullanilan serolojik teknikler arasinda en dogru ve en kolay sonug¢ veren testlerden
biridir. Bu test i¢in antijen hazirlamada Faz I antijenleri, fare dalaklarina inokule
edilen Faz II organizmalarindan elde edilirken, Faz II C. burnetii referans susu L929
fare fibroblast hiicrelerinde gelisir (72). IFA her iki faza kars1 gelisen IgM, IgG, IgA
sinifi antikorlar1 saptayarak hastaligin evresini belirleyen bir yontemdir (112). Bu test
ile 10- 20 giin arayla alinan ¢ift serum 6rneginde serokonversiyon veya Faz II antikor
titresindeki artis ile akut Q hummasi tanis1 konulmaktadir (112). Bu test ¢cogu zaman
hayvanlarda tiir spesifik teshis i¢in uygun degildir ve biiyiik ¢apta taramalar igin
uygun ve pratik bir uygulama degildir (69, 120, 167).

1.6.2.2. Komplement Fikzasyon Testi ( KFT)

Komplement fikzasyon testi, OIE tarafindan Onerilen referans testtir. KF testi
oldukca spesifik fakat sensitivitesi diisiiktiir. Bu testte kullanilan antijen siklikla bazi
hayvanlardaki antikorlar1 saptayamaz ve bazi koyun ve kecilerin klinik belirti
gostermeden seropozitif olduklar1 goriilmiistiir. Klamidiyozis’in teshisinde kullanilan
esik degeri C. burnetii i¢inde kullanilabilmektedir. Esik degeri Chlamydia pecorum
ile kros reaksiyona bagli olarak diisiik antikor titrelerini hesaba kattig1 i¢in ¢ok az
hataya izin verir (17). Insanlarda sonuglarin dogru degerlendirilmesi igin hem
iyilesmekte olan hem de akut faz doneminde olan ornekler gereklidir. KFT ile hem
Faz I hem de Faz II antijenlerine kars1 sekillenen antikorlar belirlenebilir (174). Bu
testin zaman alict olmasi ve serokonversiyonunun IFA’dan bir hafta daha gec
belirlenmesi ve kronik olgularda bazen prezon fenomeni ile negatif sonuglar vermesi
KFT’nin dezavantajlar1 olarak karsimiza ¢ikmaktadir (174). KFT akut Q hummal
insan ve hayvanlarda antikor varligini kanitlamak icin ELISA ve IFA testlerinden
daha az duyarliliga sahiptir. KFT atik yapan inek ve kronik Q hummali insanlarda
antikor yanit1 belirlemede daha duyarhdir (69, 120) .
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1.6.2.3. Enzyme Linked Immiinosorbent Assay ( ELISA)

ELISA testi, IFA ve KF testleri ile karsilastirildigi zaman 6zgilligiiniin disiik
olmasina ragmen duyarliliginin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Az sayida 6rnekle
calismak zaman alacagindan ¢ok fazla tercih edilmemektedir. ELISA’nin yiiksek
duyarlilig1, otomatize edilebilme potansiyeli ve ¢ok sayida 6rnegin incelenebilme
kolaylig1 yoniinden avantajli bir testtir (69, 72, 130, 142, 186). Son yillarda
ELISA’nin ticari olarak iiretilmesi Q hummasi tanisinda standardizasyonu
saglamistir (69, 130). Diger serolojik testler ile kasilastirildiginda ELISA ve IFA
arasinda yiiksek uyumluluk gozlenmistir. ELISA yiliksek duyarliliga sahip olmasina
ragmen Ozellikle IgM i¢in 6zgiinliiglinlin diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle
ELISA, IgM ile pozitif bulunan 6rneklerin IFA ile dogrulanmasinin Kesin teshise
yardimet olacagi kanisina vartlmistir (69, 72, 120). Eyigor ve ark. (68) 92 kisilik risk
gruplarinda (veteriner hekim, celep ve kasaplar) ELISA ile yaptiklari ¢alismada; Faz
IT IgG, Faz I IgM ve IgG antikorlarini arastirmiglardir. Calisma sonunucunda 12 adet
serum (%13) IgM antikorlar1 yoniinden pozitif olarak saptanirken 8 serum (%8,7)
stipheli belirlenmistir. Toplam 20 kiside gerceklestirilen IFA Faz 1l IgM testi ile 7
(%7,6) kiside seropozitiflik tespit edilmistir. ELISA testi ile C. burnetii 1gG
antikorlar1 6rneklerin 32 sinde (% 34,8) pozitif, 9’unda siipheli olarak bulunmustur.
Toplam 41 kiside uygulanan IFA testi ile C. burnetii Faz 1l 1gG antikorlar1 39 kiside
(%42,3) pozitif bulunmustur. IFA testi ile 1 kiside (%2,4) C. burnetii Faz | ve Faz 1l

IgG antikorlar1 birlikte pozitif olarak saptanmustir.

Teshiste kullanilan diger bir test olan mikroimmunofloresans (MIF), ELISA ile
benzer sonuglar vermektedir. MIF, sigir serumlarinda ELISA ile benzer sonuglar
verirken, koyun ve kec¢i serumlarinda ELISA’dan daha az duyarli oldugu
goriilmiistiir (17). C. burnetii sacan hayvanlarda serolojik c¢alismalarda bazi
dezavantajlarmin oldugu goriilmistiir. Ortaya ¢ikan bu dezavantaj vajinal mukus,
diski veya siitle C. burnetii sagan birgok hayvan seropozitif bulunurken, bir kismi da
etkeni sagmadan seropozitif olabilmektedir. Seronegatif bazi hayvanlar ise etkeni

sacabilmektedir (17, 36).
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Indirekt ELISA belirli uygulamalar i¢in gereken spesifik antikorlarla smirlidir ancak
alternatif yontemler mevcuttur. Soliman ve ark. (207) develerde C. burnetii’yi
belirlemek i¢in kompetitiv ELISA gelistirmislerdir. Kompetitiv ELISA’nin biitiin
hayvan serumlarinda IFA’dan daha duyarli oldugu goriilmiistiir. indirekt ELISA’nin
en 6nemli komponenti antijendir. C. burnetii’nin total hiicrelerinden hazirlanan
antijen testin sensitivite ve spesifitesini 6nemli dlgiide degistirebilmektedir. Canli
organizmadan antijen hazirlama oldukga giic ve pahalidir. C. burnetii ile ¢alismak

yiiksek biyogiivenlik seviyesi gerektirmektedir (191, 217, 237).

Yapilan ¢alismalar ile insanlarda Q hummasi teshisinde ELISA’nin faydali bir test
oldugu ortaya konulmustur (218). Berktas ve ark. (31) Tiirkiye’nin dogusunda
bulunan yiiksek risk gruplari arasinda C. burnetii’nin seroprevalansini belirlemek
icin 4 il ve 14 ilgeyi kapsayan bir c¢alisma yapmuslardir. C. burnetii Faz Il
antikorlarini tespit eden ELISA test kiti ile gerceklestirilen ¢alismalarinin sonucunda
mezbaha is¢ilerinde %65,9, kasaplarda %42,9 ve ciftcilerde %32,8 oraninda
pozitiflik tespit etmislerdir. Kasaplardaki oranlar Bitlis’te %63,2, Van’da %39,1 ve
Mus’ta %25 olarak belirlenmistir. Ciftciler arasinda yayginlik oranlarini Bitlis’te

%36,6, Van’da %34 ve Mus’ta %18,2 olarak bildirmislerdir.

1.6.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Son yillarda, klinik orneklerden ve hiicre kiiltiirlerinden C. burnetii DNA’sim
saptamak amaciyla c¢esitli PZR yontemleri gelistirilmistir. Gelistirilen yontemler
arasinda nested ve konvansiyonel PZR yer almaktadir. Ayrica C. burnetii’nin
transpozon elementini baz alan primerler ile yapilan Trans-PZR C. burnetii’nin
teshisinde son derece spesifik ve duyarl bir tekniktir (39, 72, 167). Hedeflenen
sekanslar dig membran protein geni coml, siiperoksit dismiitaz geni veya hptB gibi
kromozomal genler, plazmidler (QpHI, QpRS) ya da C. burnetii Nine Mile RSA 493
susunun genomunda yer alan ve 20 kopyadan olusan 1S1111’in transpozon geninden
orjin almiglardir. 1S1111 elementinin ¢ok sayida kopyasinin olmasi ve diger
organizmalarin belirlenen sekanslarina benzerliginin az olmasindan dolay1 bununla

yapilan PZR oldukg¢a duyarhidir (34, 96, 118, 139). IS1111A geninin bu bakterinin
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tim suslarinda olmayabilecegi yoniinde spekiilasyonlar vardir. Bunu kanitlamak
amactyla 22 akut Q hummali ve 8 QFS (Post Q Fever Fatigue Syndrome)’li hastada
yapilan ¢alismalarda izolatlarin tiimii Com1 pozitif tespit edilir iken IS1111A negatif
bulunmustur (134).

Bir dis membran proteini olan Com 1 gen kodlar1 (27 kDa) oldukga korunumludur.
Bu gen, pek ¢ok teshis laboratuvarlarinda C. burnetii’nin belirlenmesi igin PZR
hedef geni olarak kullanilmaktadir. Bu genin sekans farkliliklar1 C. burnetii

izolatlarinin ayiriminda kullanilabilir (238).

1.6.4. Hayvan inokiilasyonu

Coxiella burnetii’ye kars1 antibiyotiklerin etkinligini belirlemek ve bu patojenin
canliligin1 ve infektivitesini tahmin i¢in hayvan modelleri de altin standart kabul
edilmistir (17, 182).

Coxiella burnetii ¢alismalarmin 6nemli bir kisminda fare ve kobaylar deneysel
amagclarla kullanilmigtir. Bunun yani sira koyun ve primatlar da (insan haric)
deneysel amagli kullanilmaktadir (78, 158). Fareler, genetik ve immunolojik ag¢idan
uygun olduklar1 i¢in en ¢ok tercih edilen deneme hayvanlaridir. Genel akciger
kompozisyonu, solunum sistemi hiicrelerinin dagilimi ve 6zellikleri agisinda memeli
tiirleriyle benzer Ozelliklere sahip olduklart i¢in daha cok tercih edilirler. Fare,
mikroorganizmanin alimindan sonra enfeksiyon kontrolii i¢in gilivenilir bir modeldir.
Farelerde hastaligin klinik semptomlar: letarji, tiiylerin kabarmasi ve bazi duyarl
farelerde oliimdiir. Bunlarin yani sira pnomoni ve hepatit tablolar1 gozlenebilir.
Kobaylar, klinik enfeksiyonlara karsi korunmada 6nemli bir modeldir ve insanlarda
kullanilan agilarin test edilmesi i¢in daha uygundur. C. burnetii ile enfekte
kobaylarda ates, hepatomegali gelisimi ve yaglanma karacigerde Kkarakteristik
bulgulardir (155, 158).



47

1.6. Tedavi

Hayvanlarda C. burnetii’nin tedavisine yonelik ¢ok fazla bilgi mevcut olmamakla
birlikte abort sayisinin disiiriilmesi ve dogum esnasinda C. burnetii’nin
eliminasyonu i¢in antibiyotik tedavisi onerilmektedir. Antimikrobiyal tedavi etkeni
ortadan kaldirmak i¢in degil plasenta ve dogum sivilariyla etkenin yayilimim
minimize etmek i¢in kullanilmaktadir. Bu tedavi ne abort olaylarini ne de dogum
esnasinda Coxiella eliminasyonunu saglar (17, 33). Antibiyotik tedavisine dayal
proflaksi abort riskini azaltmak icin bir avantaj saglar fakat hastalifin ortadan
kaldirilmasinda belirleyici degildir. Aslinda antibiyotik tedavisi sonrasinda hayvanlar
klinik olarak iyilesme gosterseler bile hastalik etkenini yaymaya devam ederler

(112).

Akut Q hummasi tedavi edilmeden de iyilesebilir ancak komplikasyon ve kronik
enfeksiyonlar1 Onlemek i¢in tedavi edilmelidir. Hastaligin ilk {i¢ glinlinde
tetrasiklinler ya da diger etkili antibiyotiklerle miidahale tedavi siirecini
hizlandirilabilir. Tedavi stirecinde ilk ii¢ giin dnemli oldugu i¢in akut enfeksiyonlarda
serolojik tan1 beklenilmeden tedavi baslatilmalidir (112, 182, 233). Tedavi, hastaligin
siddetini ve siiresini yar1 yariya azaltmaktadir. Ozellikle meningoensefalit
olgularinda kan-beyin bariyerini asan kinolon gruplari, kloramfenikol, rifampin ve
makrolidler Q hummasi tedavisinde etkili olan antibiyotikler arasinda yer almaktadir

(64, 112, 121, 130, 142, 182).

Hastaligin kronik formunda tedavi daha giic olmaktadir. Antibiyotiklere direng
gelisebilmekte ve vakalarin yaklagik %2 ‘si 6liim ile sonuglanabilmektedir (233). Son
zamanlarda kronik Q hummasi igin doksisiklin-hidroksikloroquin ile en az 18 ay

tedavi onerilmektedir (184).
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1.7. Korunma ve Kontrol

Zoonotik o6zellik gosteren Q hummasi hastalifinin temel kaynagi hayvan ve
hayvansal {triinler oldugu i¢in kontrol Onlemleri hastaligin kaynagina yonelik
alimmalidir. Alinacak tedbirlerin bazilari hayvan ve g¢evre kontaminasyonunu
onlemeye yonelik olmalidir. Enfekte stiriilerde dogumun ayr1 bolmelerde yaptirilmasi
ve doguma miidahale edecek kisilerin bireysel 6nlemleri almasi, dogum yaptirilan
alanin dezenfektanlar ile temizlenmesi, kullanilacak malzemenin dezenfekte edilmesi

alinmasi gereken tedbirler arasinda yer almaktadir (130, 142, 233).

Evcil ve yabani karnivorlar tarafindan hastaligin bulagsmasini énlemek igin fotiis ve
plasenta imha edilmelidir. Giibreler acik alanlara yayilmadan once kireg ve %4’liikk
kalsiyum kloriir ile muamele edilmeli ve mikroorganizmanin uzaklara yayilmasini
onlemek i¢in bu islemler riizgarsiz havada yapilmalidir (190). Antibiyotik tedavileri
abort sayisin1 ve dogumda yayilan C. burnetii miktarimi azaltabilir. Antibiyotik
uygulamalar1 genellikle gebeligin son ayinda oksitetrsiklin ile gergeklestirilir ancak
bu tedavinin abort olaylarni, C. burnetii yayilimmi tamamen engellemedigi
bildirilmektedir (37, 190). Ruminantlarda enfeksiyondan korunmanin tek yolu abort

ve bakteri yayilimini 6nleyebilecek etkili bir as1 ile siiriilerin agilanmasidir (190).

Coxiella burnetii fiziksel ve kimyasal stres etkenlerine olduk¢a direnglidir ve bu
durum hem laboratuvar hem de endiistriyel dezenfeksiyon stratejileri i¢in olduk¢a
onemli bir problemdir. Ultraviyole 1sinlarinin daha az sayida C. burtetii’yi inaktive
etmede etkili oldugu gorilmistir (128, 180). C. burnetii ile ilgili yapilan bir
calismada oksidatif hasar onarimi ile ilgili genetik elementlerin bazilarinin eksik
olmasma ragmen tamamen islevsel bir DNA onarim sistemine sahip oldugu

gorilmistiir (152).
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1.8.1. Asilama

Enfeksiyonu onlemek amaciyla saglikli siirtilere as1 uygulamasi en etkili yontemdir.
Evcil hayvanlar1 koruma amagl olarak Slovakya’da korpiiskiiler Faz I ve Fransa’da
Faz II asist kullamilmistir (17, 112, 121). 1970°li yillarda Slovakya’da yiiriitiilen
asilama caligmalarina ek olarak siirii taramasinda seropozitif ¢ikan hayvanlar siirtiden
ayitklanmis ve bunun sonucunda 1980°li yillarda insan ve hayvanlarda C. burnetii

prevalansinda azalma goériilmistiir (112, 121, 227).

Q hummasi agilari, C. burnetii Faz I hiicre yapilarini i¢eren saflastirilmis LPS-protein
kompleks antijenlerinden ibaret inaktif agilardir. Insanlarda bugiine kadar uygulanan
farkli tip Coxiella asilar1 gelistirilmistir. Bu agilar arasinda canli atteniie M-44 ve
1/M-44 asis1, formalin ile inaktive edilmis C. burnetii tam hiicre Faz I asis1 (Q-Vax,
Commonwealth Serum Laboratories), kloroform-etanolde islem gormiis Faz 1
subiiniti iceren asi (CMR) ve Faz I hiicrelerinin triklor asetik ile muamelesiyle elde
edilen ¢oziinebilir subiinit as1 (Kemovaccine) yer almaktadir. Bu asilarin uzun siire

koruma sagladigi goriilmistiir (2, 121, 130, 227).

Amerika Birlesik Devletleri’nde Henzerling susunun Faz I hiicrelerinden formalinle
inaktivasyon sonucu elde edilen tam hiicre asist (IND 610) bir arastirmanin
temelinde Kkullanilmistir. Asi pratik uygulama alani bulamamasi, biyoterorizim
amaclt kullannmi gbz Oniine alarak dikkatli uygulamanin gerekliligini ortaya

koymustur. Ancak as1 glinimiizde mevcut degildir (130, 137).

Sovyetler Birliginde, canli organizmalar ile asilama denenmistir. M-44 olarak
adlandirilan Grita susunun avirulent varyanti, virulensini kaybedinceye kadar kobay
ve farelerde 44 kez pasajlanmistir. Bu asmnin goniilli insanlara uygulanmasi ile
minumum yan etkiyle antikor uyarimi ger¢eklesmistir. Ancak canli as1 kullanimi 6li
formlardan farkli olarak bir avantaj saglamamstir. Kalp kapakc¢igi hastaligi olan
kisilerde endokardit olusturma yoniinden kiigiikte olsa bir risk bulunmaktadir (130,
132).

Faz | LPS ve baz1 yiizey proteinleri, subiinit agilarin gelistirilmesi i¢in dnerilmektedir
(229).
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Gelisen allerjik reaksiyonlardan dolayir atteniie ve Olii asilarin kullanim alani
siirlhidir. Hastaligin endemik olarak goriildiigii yerlerde mesleki olarak yiiksek risk
tasiyanlara ve biyoterdrizim tehdidi altinda olan toplum ya da askeri gruplara
uygulanmasi Onerilmektedir (130, 227). Son yillarda kentlerde yasayan ve yalnizca
kedi ve kopeklerle temasi olan kisilerde de Q hummasinin tanimlanmast mesleki
riski olmayan kisilere de as1 uygulanabilirligini giindeme getirmistir. Kalp kapagi
hastaligi, vaskiiler anevrizma ve immun yetmezligi olan hastalara da asi

uygulanabililecegi bildirilmistir (112).

Q hummasi asis;, 1989 yilindan itibaren Avusturalya’da risk gruplarinda
uygulanmaya baglanmistir. Avusturalya hiikiimeti Q hummasini azaltmak i¢in 2000
yilinda ulusal Q hummasi yonetim programi baslatilmistir. Bu program Q hummasi
ile ilgili hastalik prevalansini azaltmayr hedeflemis ve risk altinda galisanlarin
asilanmast icermistir. Asimin 1981 ile 1989 wyillar1 arasinda 4000 bireye
uygulanmasiyla ilgili bir agiklamada Q hummasinin ciddi vakalarda tam ve kalic1 bir
koruma sagladigi agiklanmistir. Mezbaha ¢alisanlarinda tek doz kullaniminin 3. ayda
%80 ve 20. ayda %60 oraninda koruma sagladigi, dogal yolla meydana gelen Q
hummasina bes yil siireyle koruyuculuk sagladigi gosterilmistir (106, 112, 133, 226).

Diinyada ve iilkemizde yapilan c¢alismalar sonucunda insan ve hayvanlardaki Q
hummas1 varlig1 ortaya konulmustur. Kars yoresi hayvan yetistiriciligi ve hayvansal
tirtinlerin tiretimi acisindan son derece 6nemli bir yere sahiptir. Yorede yetistirilen
hayvanlar ve hayvansal iriinler hem bdolgeye hem de iilkemize sunulmaktadir.
Yoremizin 6nemli gecim kaynaklarindan biri olan hayvancilik sektoriinde ekonomik
kayiplar meydana getiren ve zoonotik karakteri ile halk saglig1 problemi olusturan Q
hummast’nin  serolojik ve molekiiler yontemlerle tespit edilmesi sonucunda
hastaligin 6neminin belirlenecegi diisiiniilmektedir. Yoremizde Q hummasi ile ilgili
az sayida g¢alismanin yapilmis olmasi ve halkin bu hastalik hakkinda yeterince
bilgiye sahip olmamasindan dolay1 hastalik arka planda kalmaktadir. Bu ¢alisma ile
s1igir ve koyun siiriilerinde Q hummasi varligini belirlemek ve enfeksiyonun 6nemini
ortaya c¢ikarmak hedeflenmistir. Bu ¢alisma ile Kars’in farkli bolgelerinde sigir ve
koyun siiriilerinden serolojik ve molekiiler yontemlerle Q hummasinin arastirilmasi

amaglanmustir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Calisma Alam

Bu calisma cografik olarak Kuzey-Dogu Anadolu Bélgesinde bulunan Kars Ili’nde
gerceklestirildi. 1l topraklari yiiksek daglarla kusatilmis ve genelde dogu-bati
dogrultusunda uzanan akarsularla derin bigimde yarilmigs genis bir plato
niteligindedir. Rakim1 ortalama 2000 m'yi bulan Kars ili topraklarmin biiyiik boliimii
yaylalardan olusur. Yorede karasal iklim hakimdir. Kislar1 kurak, yazlar ise yagish
geemektedir. Kars ili ekonomisi biiylik bir oranda tarim ve hayvanciliga dayalidir.
Cayir ve mera arazileri % 39,2 ile tarimsal araziden daha genistir. Bu oranin biiyiik
olusu ilde ozellikle kiiciik ve biiyiikbas hayvanciliginin gelisimine biiyiik katki
saglamaktadir. Il merkezinde 2012 yili verilerine gére 93.261 sigir ve 72.480 koyun
bulunmaktadir. (14, 15).

2.1.2. Hayvan Kaynag

Calismada kullanilan materyalin hayvan kaynagini; Mart 2011 ile Eylil 2011

tarihleri arasinda Kars ili smirlar1 igerisinde bulunan aile tipi isletmelerde yetistirilen

s1g1r ve koyun siiriileri olusturdu.

2.1.3. Ornekleme Stratejisi

Bu calismada Kars merkeze bagli kdylerde hedeflenen sayiya ulagsmak i¢in siiriilerde

yer alan hayvanlardan kiime 6rnekleme yontemi ile 6rnekler toplanmastir.
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2.1.3.1. Ornek Hacminin Belirlenmesi

Calisma popiilasyonundan oOrnekleme yapmadan Once hangi oranda Ornek
aliacaginin belirlenmesi gerekir. Bu oran amaca ve hastaligin prevalansina gore
degisir. Hastaligin varligin1 géstermek amag edinilmigse alinan orneklerden tek bir
hastalik vakasi tespit etmek yeterli olurken, hastaligin prevalansinin belirlenmesinin
amaclandigr durumlarda ise Orneklemede belli giivenilirlik kurallarina uymak
gerekir. Hastaligin prevalansinin saptanmasina yonelik bir arastirmada, hastaligin
tahmin edilen prevalansi, orneklemenin giiven diizeyi ve Orneklemenin kesinlik
derecesi (absolut hata) dikkate alinarak &rnekleme yapilmalidir (61). Bu bilgiler
dogrultusunda bu caligmada incelenecek 6rnek sayisi 350 adet sigir ve 250 adet

koyun olmak tizere toplam 600 olarak belirlendi.

2.1.3.1. Kan ve Siit Ornekleri

Bu calismada, Mart 2011-Eyliil 2011 tarihleri arasinda Kars merkeze ait kdylerde
sigir ve koyun siiriilerinden 350 adet inek ve 250 adet koyuna ait toplam 600 siit ve
600 kan ornegi alindi. Siit 6rnekleri alinmadan 6dnce meme baslar1 sabunlu bez ve
alkol ile temizlenip, ilk sagim digar1 atildiktan sonra 50 ml’lik steril vida kapakli
falkon tiiplerine yaklasik 40 ml kadar siit alind1. Siit alinan ineklerden 10 ml’lik steril
kan tiiplerine (A.D.R vacuum tube, Lot: 20101208) 7-8 ml kadar kan alindi. Alinan
sit ve kan Ornekleri Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina soguk zincir altinda kisa siirede getirildi. Orneklerin alindig1 yerler

ve sayilar1 Tablo 3 ve Tablo 4’te gosterilmistir.



Tablo 3: Sigir siit ve kan 6rneklerinin alindiklari yerlesim yerleri ve 6rnek sayilari
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Koy Siit 6rnegi sayisi Kan érnegi sayisi
Alaca Koyl 15 15
Subatan Koyl 15 15
Haciveli Koyt 20 20
Kiilveren Koyii 10 10
Akbaba Koyl 20 20
Karacadren Kdyii 10 10
Borluk Koyii 20 20
Aslanizi Koyii 10 10
Kiigiikyusuf Koyii 10 10
Cerme Koyt 20 20
Agadeve Koyl 10 10
Esenyazi1 Kdyii 10 10
Atakoy 20 20
Derecik Koyii 10 10
Kiimbetli Kdyii 10 10
Cakmak Koyt 20 20
Cigirgan Koyt 10 10
Sogiitlit Koyi 20 20
Algili Koyt 20 20
Camurlu Koyt 10 10
Bagkaya Koyt 10 10
Dikme Koyii 10 10
Yolacan Kdyii 20 20
Bogatepe Koyii 20 20
Toplam 350 350

Tablo 4: Koyun siit ve kan 6rneklerinin alindiklart yerlesim yerleri ve 6rnek sayilart

Koy Siit 6rnegi sayisi Kan ornegi sayisi
Tazekent Koyl 20 20
Yiicelen Koyii 30 30
Hamzagerek Koyii 30 30
Karakas Koyt 20 20
Tekneli Koyl 30 30
Kiimbetli Kdyii 20 20
Aydinalan Koyt 20 20
Hasgiftlik Koyt 20 20
Merkez 60 60
Toplam 250 250
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2.1.4. Serolojik Teshis

Serolojik muayene amaciyla elde edilen tiim kan ve siit serumlarina ELISA testi

uygulandi.

2.14.1.ELISA

2.1.41.1. ELISA Test Kiti

Bu amagcla, 4 adet Q-Fever (C. burnetii) Antikor Test Kiti (Chekit Q Fever, Idexx
Lab., Zul.-Nr.: BGAF-B-101) kullanildi. 1 adet kit igerigi su sekildedir:

e CHEKIT- Q-Fever inaktive edilmis antijen ile kaplanmig 2 mikropleyt
pleyt
eHorseradish peroksidaz ile isaretlenmis CHEKIT- Q-Fever- 24 ml

Anti-ruminant-1gG-PO konjugat, monoklonal antikor

e CHEKIT Q- Fever- serum, pozitif kontrol 0.4 ml
e CHEKIT Q-Fever- serum, negatif kontrol 0.4 ml
o CHEKIT Q-Fever 10 x yikama soliisyonu 2 x 100 ml
o CHEKIT- TMB substrat soliisyonu 20 ml

o CHEKIT- stop soliisyonu TMB 20 ml
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2 pixn O-FEVER ArNe QFT1135T

O Fover (Coxiella burneti) Antibody Test Kit

Resim 6. Calismada kullanilan ELISA test kiti

2.1.4.1.2. ELISA icin Kullamlan Arac ve Gerecler

e Otomatik pipet ve multikanal pipet (10-300 pl) (Gilson, France)

e Tek kullanimlik pipet uglari (mavi, sar1, beyaz) (Eppendorf/Universal type)
e Mikrosantrifiij tiipii (1,5 ml) (Isolab)

e Dereceli silindir, 500 ml

e Pleyt okuyucu

e Distile su

e Etiiv (Niive, EN 400)

e Vorteks (Heidolph Reax top, 01799-513320)

e Pleyt calkalayicis1 (Heidolph Unimax 1010)

2.1.5. Molekiiler Teshis

Molekiiler teshiste DNA ekstraksiyon kiti ile 6rneklerden DNA ekstrakte edildi ve bu
DNA’lar Trans-PZR yontemiyle incelendi.
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2.1.5.1.Molekiiler Teshis i¢cin Kullanilan Kimyasal Maddeler

eTag DNA Polimeraz (Sigma, D6677)
10X PCR Buffer (Sigma, P 2317)
25 mM MgCl, (Sigma, M8787)
10 mM dNTP Mix (Fermentas, R0192)
eTrans-I (5’-TAT GTATCC ACC GTA GCC AGT C-37)
e Trans-11 (5°>-CCC AACAACACCTCCTTATTC-3")
e Agaroz (Sigma, E5134)
eGene Ruler 50 bp DNA Step
Ladder Plus Marker (Fermentas, SM03719)
eEthidium Bromide (Sigma, E7637)
el oading Dye (6x) (Fermentas, R0611)
eEtanol Absolut (Merck, 1.00983-2500)

eDNase, RNase Free Su (ddH,O) (Fermentas, R0582 Lot: 00089073)
e DNA ekstraksiyon kiti

2.1.5.2.DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu amaciyla QIAmp DNA doku ve kan Kiti (Qiagen S.A, France,
Lot. No: 142328642) kullanildi.

2.1.5.2.1. DNA Ekstraksivon Kit icerigi

e QIAmMp spin columns 250 adet
eToplama tiipleri (2ml) 500 adet
eBuffer AL 54 mi
eBuffer ATL 50 mi
eBuffer AW1 (Konsantre) 95 ml
eBuffer AW2 (Konsantre) 66 ml
eBuffer AE (X2) 60 mi

eProteinase K (20 mg/ml) 6.0 ml
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2.1.5.3.Molekiiler Tam I¢in Kullanilan Arac ve Gerecler

e Otomatik Pipet Seti (Gilson)

e Mikrosantrifiij tiipti (0,2 ml ve 1,5 mI’lik) (Axygen, Isolab)

e Termal cycler (Bio-Rad, MJ Mini Gradient Thermal Cycler, PTC-1148)
e UV transilluminat6ér (UVP, 3UVT-Benchtop, LMS-20E)

e Elektroforez iinitesi (Bio-Rad, Mini-sub cell gt)

e Pikofiij (Labnet, C1301)

¢ Sogutmal1 eppendorf santrifiijii (Eppendorf, Centrifuge-5417R)

¢ VVortex (Heidolph Reax top, 01799-513320)

e Laminar flow kabin (Niive LN120)

¢ Blok 1sitic1 (Pro-Lab, VWR Digital Heatblock)

e Derin dondurucu

2.1.5.4.Elektroforez i¢in Kullanilan Soliisyonlar

2.1.5.4.1. 5XTBE (Tris-Borik asit-EDTA) Stok Soliisyonu (pH 8,3)

¢ Tris Base 54 g
e Borik Asit 2759
¢EDTA (0,5 M) 20 mi

Distile su ile eritildi ve pH’s1 8,3’e ayarlandi. Distile su ile 1 litre’ye tamamlanarak

¢Oziildli. Oda 1s1sinda muhafaza edildi.
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Elektroforez Yiiriitme Tamponu (1xXTBE)

5xTBE Buffer stok soliisyonundan distile su ile seyreltilerek hazirlanmig olan 1xXTBE
tamponu elektroforez yiiriitme tamponu olarak elektroforez tankina konularak
kullanildi.

2.154.2. %1,5’lik Agaroz Jel Soliisyonu

0,9 g agaroz tartildi ve 60 ml IxTBE buffer icerisinde ¢ozdiiriildii. Mikrodalga

firinda eritildi.
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2.2. Metot

2.2.1. ELISA Yontemi

2.2.1.1.Protokol

Uretici firmanin énerdigi sekilde asagida belirtildigi gibi yapildi.

1-

Kontrol ve serum ornekleri
CHEKIT-yikama soliisyonu kullanilarak bir tiip igerisinde kontrol ve serum

ornekleri 1:400 oraninda sulandirildi.
Siit ornekleri
Siit 6rnekleri CHEKIT-yikama soliisyonu kullanilarak 1:5 oraninda sulandirildi.

I[naktive edilmis antijenle kapli ELISA pleytinin uygun kuyucuklarina
sulandirilan kontrol ve serum Orneklerinden 100 pl aktarildi. Serum ve
kontrollerin final konsantrasyonu 1:400 ve siit 6rneklerinin final konsantrasyonu
1:5 oraninda kullanildu.

Her bir kuyucugun igerisinde bulunan karigim pleyt karigtirict kullanilarak
karisgtirildi.

Pleyt 37 °C de (+ 2 °C) 60 dakika (+ 5 dakika) inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda yaklasik 300 ul CHEKIT yikama soliisyonu ile pleyt ii¢ kez
yikandi. Her yikama sonunda kuyucuklardaki yikama soliisyonu aspire edilerek
kurutuldu. Ugiincii yikama sonundaki aspirasyonu takiben pleyt, her bir
kuyucugundaki kalan yikama soliisyonunu temizlemek i¢in emici bir materyal
tizerine sert¢e vurularak kurutuldu.

Bir sonraki agsamada her bir kuyucuga 100 ul CHEKIT-Q-Fever- Anti Ruminant
Ig PO konjugat1 eklendi.

Pleyt, nemli bir ortamda 37 °C de 60 dakika (+ 5 dakika) inkiibasyona birakildu.
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8- Inkiibasyon siiresinin sonunda yaklasik 300 pl CHEKIT yikama soliisyonu ile
pleyt 3 kez yikandi. Her yikama sonunda kuyucuklardaki yikama soliisyonu
aspire edilerek kurutuldu.

9- Yikama isleminin ardindan pleytin her bir kuyucuguna 100 ul CHEKIT-TMB-
substrat eklendi.

10- Oda 1s1sinda 15 dakika inkiibasyona birakildi.

11- Pleytin her bir kuyucuguna 100 pl CHEKIT stop soliisyonu eklenerek TMB’nin
meydana getirdigi renk reaksiyonu durduruldu. Stop soliisyonu substrat ile ayn1
hizda ve ayni1 sirada eklendi.

12- Sonuglar fotometre kullanilarak 450 nm dalga boyunda okundu.

2.2.1.2.Degerlendirme

Testin degerlendirilmesinde pozitif kontrol serumun optik dansitesinin (OD) 2,0 ve
negatif kontroliin 0,5 degerini gegmemesine Ozen gosterildi. Pozitif ve negatif
kontrol arasindaki farkin > 0,3 olmasi1 ve stop soliisyon eklendikten sonra sonuglarin

iki saat iginde okunmasi temel alindu.

Degerlendirmeler agagida tabloda belirtilen firmanin 6nerdigi kriterlere gore yapildi.

o . Pozitif ve negatif kontroller ile baglantih
Pozitif Kontrol Ornek
olarak ornek analizi
OD sample — OD neg
oD pos — oD neg oD sample — oD neg Value (%) = * X100 %
OD pos — OD neg
Deger <30% >30% <40 % >40 %
Yorumlama Negatif Stipheli Pozitif
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2.2.2. Siit Orneklerinden DNA Ekstraksiyonu

2.2.2.1.DNeasy kan ve doku Kiti

2.2.2.1.1. Protokol

1

2-
3
4

5

6

7

8

9

10-

1’er ml miktarinda siit 6rnegi 1,5 ml’lik ependorflara aktarildi ve 12.100 rpm’de
60 dakika santrifiij edildi.

Siitiin serum ve kaymak tabakasi ayrildi ve dipte kalan tortu kullanildi.

Tortuya 20 ul Proteinaz-K eklenip 15 saniye vortekslendi.

Ependorfa 180 ul ATL Buffer eklenip 15 sn. vortekslendikten sonra 56 °C’de 10
dk. blok 1siticida bekletildi.

Ependorfa 200 pl AL Buffer eklenip 15 sn vortekslendikten sonra 56 °C’de 10
dk. blok 1siticida bekletildi.

Ependorfa 200 pl %96-100’liikk etanol eklenerek 15 sn. vortekslendi.
Vortekslemenin ardindan pikofiij ile santrifiij edilerek kapak ve kenarlardaki
stvinin tlipiin dibine inmesi saglandi.

Dikkatli bir sekilde ependorftaki karisim alinarak 2 ml’lik QIAamp mini spin
column toplama tiipline aktarildi. Aktarma islemi yapilirken toplama tiiplerinin
kenarlar1 1slatilmadan aktarim gerceklestirildi. Toplama tiipleri 6.000 x g de 1
dakika santriflij edildi ve santrifiij sonunda 2 ml’lik yeni bir toplama tiipiine
aktarildi ve filtrat1 iceren toplama tiipii atildi.

Dikkatli bir sekilde QlAamp mini spin column agilarak 500 ul AW1 eklendi.
QlAamp mini spin column 6.000 x g de 1 dk santrifiij edildi ve santrifiij sonunda
2 mI’lik yeni bir toplama tiipiine aktarild1 ve filtrat1 igeren toplama tiipii atildi.
QlAamp mini spin column agilarak kenarlara bulagtirmamaya dikkat ederek 500
ul AW2 eklendi. QiAamp mini spin kolon 20.000 x g (14.000 rpm)’ de 3 dk
santrifiij edildi ve santrifiij sonunda yeni bir 1,5 ml’lik ependofa yerlestirildi ve
filtrat1 iceren toplama tiipii atildi.

1,5 ml’lik ependorfa yerlestirilen QIAamp mini spin kolon kapagi dikkatli bir
sekilde agilarak 200 ul AE Buffer ilave edilerek oda 1sisinda 1 dk. bekletildikten
sonra 6.000 x g de 1 dk. santrifiij edildi.
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11-Daha konsantre DNA elde edebilmek igin 10. basamakta anlatilan islemler
tekrarland.
12- Santrifiij sonunda 1,5 ml’lik ependorf tiiplerinde ekstraksiyon sonucu elde edilen

DNA kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandh.

2.2.3. Genomik DNA Konsantrasyonunun Tespiti ve Calisma Soliisyonlarimin
Hazirlanmasi

DNA ekstraksiyon islemi sonrasinda DNA biitiinliigliniin kontrolii i¢in 6rnekler
agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek tespit edildi. Genomik DNA miktarinin
hesaplanmasinda amag DNA igeren distile suyun emdigi ultraviyole radyasyon
miktarinin spektrofotometre ile Slgiilmesidir. DNA miktar1 260 nm dalga boyunda
spektrofotometrede absorbans Ol¢limil yapilarak belirlenirken, elde edilen genetik
tiriiniin protein kirliligi tasiyip tasimadigi ise 280 nm’de 6l¢iim yapilarak tespit
edildi. Kuvartz kiivet igerisine standart olarak DNA’y1 sulandirmada kullanilan
distile su konuldu. 260 nm’ye ayarli spektrofotometrede absorbans oOl¢iilerek elde
edilen deger kor olarak kaydedildi. Ardindan kiivete genomik DNA ilave edilerek
karistmin homojen olmasi saglandiktan sonra 260 nm’de absorbans Olgiildi ve
okunan bu degerden kore ait deger cikarilarak DNA’nin absorbans degeri bulundu.
Absorbans 6l¢iimii 280 nm igin de ayn1 islemlerle yapildi. Ornekte, bir optik dansite
(OD) yaklasik olarak 50 pg/ml ¢ift sarmalli DNA’nin bulundugu kabul edilerek 260
nm ve 280 nm’de okunan degerlerin orani (OD2g0/OD2gp) niikleik asidin safliginin
Ol¢iistinti verdi. Calismada ODyg/OD2go= 1,8-2,0 olan 6rnekler ¢alisma soliisyonu

hazirlamak i¢in kullanildi (sambrook 2001).

DNA konsantrasyonu (pl/ml)= ODgg x 250 (seyrelme faktorii) x 50 (DNA igin sabit
deger) formiilii kullamilarak stok soliisyonun DNA konsantrasyonu belirlendi. istenen
konsantrasyon x Istenen hacim/Stok DNA konsantrasyonu (pul/ml) formiilii ile DNA
calisma soliisyonu hazirlandi. Bulunan deger stok DNA c¢ozeltisinden alinmasi
gereken miktar1 verdi. Elde edilen deger 100 ul’den ¢ikartilarak hazirlanacak ¢alisma
sollisyonu i¢in alinmasi gereken distile su miktar1 bulundu. Hazirlanan DNA ¢aligma

soliisyonlar1 kullanilincaya kadar -20 °C’de bekletildi.
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2.2.4. PZR Islemi

Reaksiyon karisimlarinin DNA ile kontaminasyonunu 6nlemek amaciyla kullanilan
steril malzemeler kullanildi. Reaksiyon bilesenleri biyogiivenlik kabininde
hazirlandi. PZR reaksiyonunda 1s1 iletiminden kaynaklanabilecek sorunlarin en az
diizeye indirilebilmesi i¢in, ince duvarli DNase ve RNase enzimlerinden arindirilmig
steril 0,2 ml’lik PZR tiipleri (Axygen) kullanildi. Ekstrakte DNA hari¢ diger tiim
reaksiyon bilesenleri, ¢alisilacak 6rnek sayisi ile orantili olarak 1,5 ml’lik bir PZR
tiipiinde karistirildt ve 0,2 ml’lik tiiplere esit olarak dagitildi. Daha sonra her bir
ornege ait genomik DNA 0,2 mI’lik tiiplere eklendi ve pipetaj ile tiipteki igerik iyice

karistirildi. PZR karigiminin igerigi ve oranlar1 Tablo 5’te gdsterilmistir.

2.2.4.1. Amplifikasyon islemi

Her bir 6rnek i¢in 0,2 ml’lik tiipler igerisinde hazirlanan 22 pl’lik reaksiyon
karisimina 3 ul DNA ekstrakti eklendi ve amplifikasyon islemi Berri ve ark., (34)
tarafindan standardize edilen touchdown PZR yontemine gore gergeklestirildi (Tablo
6). Calisma kapsaminda C. burnetii Nine-Mile I susu pozitif kontrol olarak
kullanildi. Negatif kontrol olarak ddH,0O kullanildu.

2.2.4.1.1. Primerler ve Reaksiyon Bilesenleri

Bu caligmada, C. burnetii DNA’smna 6zgii 687 bg¢ uzunlugundaki [S1111 A
transposase geni i¢in sirasiyla 22 ve 21 baz ciftine sahip Trans-1 ve Trans-1l
primerleri kullanildi. Kullanilan primerlerin baz dizilimi soyledir:

Trans-I (5-TAT GTATCC ACC GTA GCC AGT C-37)

Trans-11 (5°-CCC AAC AACACCTCCTTATTC-3’)
Her bir 6rnek i¢in 0,2 m1’lik ependorflar igerisinde 25 pl’lik reaksiyon karisimi

hazirlandi.
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Tablo 5: PZR karigiminin bilesenleri ve konsantrasyonlari

Reaksiyon bilesenleri Bir érnek icin kullanilacak miktar (ul)
10X PZR Buffer 2,5
25 mM MgCl, 3
10 mM dNTP mix 0,5
Trans-1 (10 pmol/ pl) 0,5
Trans-2 (10 pmol/ pl) 0,5
Tag Polimeraz Enzimi (5 U/ ul) 0,5
ddH,O 14,5
DNA ekstrakti 3
TOPLAM 25
2.2.4.1.2. Reaksiyon Isilar1 ve Dongii Sayilar

Tablo 6: PZR termal sartlar ve siklus sayilari

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
[Ik denatiirasyon 95 2 dk 1
Denatiirasyon 94 30sn

66 £ 1 (birbirini

Primer baglanmasi izleyen her basamakta L dk

sicaklik 1°C diisiiriildii) 5
Zincir uzamasi 72 1dk
Denatiirasyon 94 30sn
Primer baglanmasi 61 1dk 40
Zincir uzamasl 72 1dk

Bekletme 4 oo dk 1
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2.2.5. PZR Uriinlerinin Elektroforezi

Agaroz jel teknigi, PZR’de amplifiye edilen gen bolgelerinin uzunlugunu saptamak
icin kullanildi. Jelin hazirlanmasinda ve tank tamponu olarak 1xTBE kullanildi.
%1,5°lik agaroz jel i¢in, 60 ml 1xTBE igeren bir balon joje igerisine 0,9 g agaroz
(Sigma, E5134) ilave edildi. Mikrodalga firinda homojen hale gelinceye dek 1sitildi
ve buhar ¢ikmasi durduktan sonra 3 pl etidyum bromid eklendi. Hava kabarcigi
olusmayacak sekilde yavasca karistirildiktan sonra icerisine tarak yerlestirilmis olan
elektroforez jel kiivetine dokiildii. 20-25 dk beklenerek jelin donmasi saglandi. Bu
sirada etidyum bromidin aktivitesini yitirmemesi i¢in hazirlanan jel giin 15181indan
korundu. Donan jelden taraklar dikkatlice ¢ikarilarak igerisinde 1XxTBE tamponu

bulunan elektroforez tankinin i¢ine yerlestirildi.

Jeldeki ilk ¢ukura DNA marker’t (Gene Ruler “50 kb plus” MNI Fermantas,
SMO03719) 3 pl yiiklendi. Diger ¢ukurlara ise her bir 6rnek i¢in 1,5 pl 6x yiikleme
tamponu (Fermentas RO0611) ile 7,5 pl PCR iriini kanistirilarak yiiklendi.
Elektroforez jel diizenegi 100 volt ve 270 miliampere ayarlanarak 60 dk yiiriitiildii.
DNA fragman biiytikliikleri UV transilluminatorde (UVP/LMS-20E) incelendi ve jel

goriintiileme sisteminde (Vilber Lourmat Marne La Vallée, France) kayitlar1 yapildi.
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3. BULGULAR

3.1. ELISA Sonuglari

Bu calismada, Mart 2011- Eyliil 2011 tarihleri arasinda Kars merkez ve merkeze
bagl koylerdeki sigir ve koyun siiriilerinden 350 adet sigir ve 250 adet koyun olmak
tizere toplam 600 adet kan ve 600 adet siit 6rnegi toplandi. Toplanan kan ve siit
ornekleri C. burnetii antikorlar1 yoniinden serolojik olarak incelendi. Orneklemenin
yapildig1 yerlesim alanlar1 ve seropozitif bulunan kdyler Resim 7’de gosterilmistir.
Bu amagla CHEKIT Q-Fever ELISA test (IDEXX) kiti kullanild1 ve {iretici firmanin
talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirildi.

® Sigir kan ve siit 6rneklerinin alindig:
koyler

* Koyun kan ve siit 6rneklerinin alindig:
koyler

@ Sigir 6rneklerinde seropozitif ¢ikan kéyler

® Koyun dérneklerinde seropozitif ¢ikan kéyler

Resim 7. Orneklemenin yapildig1 ve calisma sonucunda seropozitif bulunan kdyler.
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3.1.1. Sigir Kan Serum Orneklerinin ELISA Sonuglar

Bu c¢alismada, Kars merkeze bagh kdylerden toplanan 350 adet sigir kan serum
ornegi C. burnetii’ye karst olusan immunoglobiilin G (IgG) antikorlar1 yoniinden
incelendi. Incelenen 350 sigir kan serumundan 52’si (%14,85) pozitif, 4’ii (%1,14)
stipheli ve 294’1 (%84) negatif olarak bulundu (Tablo 7). Pozitif kontrol, negatif
kontrol, reaksiyon gosteren pozitif ve negatif orneklerin ELISA sonrast pleytteki
goriiniimii Resim 8’de gosterilmistir. Pozitif sigir serum 6rneklerinin kdylere gore

dagilimi Tablo 8’de gosterilmistir.

Resim 8. ELISA sonras1 mikropleytdeki goriintim. A-1: Pozitif kontrol, B-1: Negatif

kontrol, diger kuyucuklarda pozitif ve negatif reaksiyon veren ornekler goriilmektedir.
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Tablo 7: Sigir serum 6rneklerinin ELISA sonuglari

Degerlendirme Ornek sayis Yiizde Oran (%)
< 0,
30 4) 294 84
(Negatif)
>30% <40% 4
- . 1.14
(Siipheli)
>40% 52
- 14,
( Pozitif) 8
Toplam 350

Tablo 8: Sigir serum 6rneklerinde C. burnetii antikorlarmin belirlendigi kdyler ve
dagilimlar

Orneklerin Pozitif 6rnek sayisi / Orneklerin Pozitif 6rnek sayisi /
alindigr koyler toplam 6rnek sayisi alindigr koyler Toplam 6rnek sayisi
Alaca Koyt 3/15 Atakoy 13/20
Subatan Koyt 1/15 Derecik Koyt 0/10
Haciveli Koy 1/20 Kiimbetli Koyii 3/10
Kiilveren Koyt 2/10 Cakmak Koyt 0/20
Akbaba Koyt 1/20 Cigirgan Koyt 0/10
Karaca6ren Koyt 3/10 Sogitli Koyt 0/20
Borluk Koyii 8/20 Algili Koyii 4/20
Aslan izi Koyil 0/10 Camurlu Koyl 0/10
Kiiglikyusuf Koyt 0/10 Bagkaya Koy 0/10
Cerme Koyt 1/20 Dikme Koyt 3/10
Agadeve Koyt 4/10 Yolagan K&yii 0/20
Esenyaz1 Koyt 2/10 Bogatepe Kdoyii 3/20
Toplam 52/350
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3.1.2. Koyun Kan Serum Orneklerinin ELISA Sonuclar

Bu calismada, Kars merkeze bagh kdylerden toplanan 250 adet koyun kan serum
ornegi C. burnetii’ye karsi olusan immunoglobiilin G (IgG) antikorlari yoniinden
incelendi. Toplam 250 adet koyun kan serumundan 108’i (%43,2) pozitif, 16’s1
(%6,4) siipheli ve 126°s1 ise (%50,4) negatif olarak bulunmustur (Tablo 9). Pozitif

orneklerin kdylere gore dagilimi Tablo 10°da gosterilmistir.

Tablo 9: Koyun serum 6rneklerinin ELISA sonuglart

Degerlendirme Ornek say1st Yiizde Oran (%)
<30% 126 % 50,4
(Negatif)
>30% <40 % 16 % 6,4
(Siipheli)
>40 % 108 % 43,2
( Pozitif)
Toplam 250

Tablo 10: Koyun serum o6rneklerinde C. burnetii antikorlarinin belirlendigi kdyler ve

dagilimlari

Orneklerin alindig kéyler

ELISA pozitif 6rnek sayis1 / Toplam

ornek sayisi

Tazekent Koyt 14/20
Yiicelen Koyii 0/30
Hamzagerek Koyt 20/30
Karakas Koyt 12/20
Tekneli Koyii 5/30
Kiimbetli Koyt 8/20
Aydinalan Koyt 3/20
Hasgiftlik Koyt 5/20
Merkez 41/60
Toplam 108/250
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3.1.3. Sigir Siit Serum Orneklerinin ELISA Sonuclar

Bu calismada, Kars merkeze bagl kdylerden toplanan 350 adet sigir siit serum 6rnegi
C. burnetii’ye kars1 olusan immunoglobiilin G (IgG) antikorlar1 yoniinden incelendi.
Toplam 350 adet si8ir siit serumundan 36°s1 (%10,28) pozitif, 6’s1 (%1,71) siipheli
ve 308’1 ise (%88) negatif olarak bulunmustur (Tablo 11). Pozitif 6rneklerin kdylere

gore dagilimi Tablo 12°de gosterilmistir.

Tablo 11: Sigir siit 6rneklerinin ELISA sonuglari

Degerlendirme Ornek sayis Yiizde Oran (%)
<30 %
] 308 88
(Negatif)
>30% <40 %
. 6 1,71
(Siipheli)
>40 %
. 36 10,28
( Pozitif)
Toplam 350
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Tablo 12: Sigir siit orneklerinde C. burnetii antikorlarmin belirlendigi koyler ve
dagilimlar

.. ., Pozitif 6rnek

Orneklerin alindig1 | Pozitif 6rnek sayisi/ Toplam | Orneklerin alindig:
sayisi / Toplam
koyler ornek sayisi koyler
ornek sayisi

Alaca Koyt 2/15 Atakoy 10/20
Subatan Koyt 0/15 Derecik Koyt 0/10
Haciveli Koyt 1/20 Kiimbetli Koyt 3/10
Kiilveren Koyt 2/10 Cakmak Koyii 0/20
Akbaba Koyt 1/20 Cigirgan Koyt 0/10
Karaca6ren Koyt 1/10 Sogitli Koy 0/20
Borluk Koyii 7/20 Algilt Koyii 2/20
Aslan izi Koyt 0/10 Camurlu Koyt 0/10
KiigtiikYusuf Koyt 0/10 Bagkaya Koyt 0/10
Cerme Koyt 1/10 Dikme Koyt 0/10
Agadeve Koyl 4/10 Yolagan Koyii 0/20
Esenyazi1 Koyl 0/10 Bogatepe Koyii 2/20
Toplam 36/350

3.1.4. Koyun Siit Serum Orneklerinin ELISA Sonuclari

Bu ¢aligmada, Kars merkeze bagli kdylerden toplanan 250 adet koyun siit serum
ornegi C. burnetii’ye karst olusan immunoglobiilin G (IgG) antikorlari yoniinden
incelendi. Toplam 250 koyun siit serumundan 42’si (%16,8) pozitif, 8’1 (%3,2)
stipheli ve 200’1 ise (%80) negatif olarak bulunmustur (Tablo 13). Pozitif 6rneklerin
koylere gore dagilimi Tablo 14°de gosterilmistir.
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Tablo 13. Koyun siit 6rneklerinin ELISA sonuglari

Degerlendirme Ornek sayisi Yiizde Oran (%)
<30% 200
) 80
(Negatif)
>30% <40 % 8
3,2
(Stipheli)
>40 % 42
. 16,8
( Pozitif)
Toplam 250

Tablo 14: Koyun siit 6rneklerinde C. burnetii antikorlarmin belirlendigi kdyler ve
dagilimlar

Orneklerin Alindig1 Koyler Pozitif Ornek Sayisi / Toplam Ornek Sayisi
Tazekent Koyii 5/20
Yiicelen Koyt 0/30
Hamzagerek Koyt 15/30
Karakas Koyt 8/20
Tekneli Koyt 3/30
Kiimbetli Koyii 6/20
Aydmalan Koyii 2120
Hasgiftlik Koyt 3/20
Merkez 0/60
Toplam 42/250
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3.2. Siit Orneklerinin PZR Sonugclan

3.2.1. Sigir Siit Orneklerinin PZR sonuglar

Bu ¢alismada, Kars merkeze bagh koylerdeki sigir siiriilerinden toplanan 350 adet
slit orneginden Trans-PZR ile 5 (%]1,42) 6rnekten 687 be biiyiikligiinde 1S1111A
transposase geni tespit edildi (Tablo 15, Resim 9).

687 bp

500 bp

250 bp

Resim 9: Trans-PZR ile amplifiye edilen 1S1111A transposase geninin jel-
elektroforez goriintiisii. 1. Pozitif kontrol, 2-6. Sigir 6rnekleri 7. Koyun 6rnegi 8.

Negatif 6rnek.



74

Tablo 15: PZR ile C. burnetii saptanan sigir siit 6rneklerinin kdylere gore dagilimi.

Pozitif Ornek Sayisi / Orneklerin alincig Pozitif Ornek Sayisi /
Toplam Ornek Sayist koyler Toplam Ornek Sayist
Alaca Koyt 3/15 Atakdy 0/20
Subatan K&yt 0/15 Derecik Koyl 0/10
Hacrveli Koyt 0/20 Kiimbetli Koyii 0/10
Kiilveren Koyii 0/10 Cakmak Koyii 0/20
Akbaba Koyl 0/20 Cigirgan Koyl 0/10
Karacaoren Koyi 2/10 Sogiitlii Koy 0/20
Borluk Koyii 0/20 Algili Koyt 0/20
Aslanizi Koyt 0/10 Camurlu Koyt 0/10
Kiictiky Yusuf Koyii 0/10 Baskaya Koyl 0/10
Cerme Koyii 0/20 Dikme Koyl 0/10
Agadeve Koyl 0/10 Yolagan Koyl 0/20
Esenyazi Koyii 0/10 Bogatepe Koyt 0/20
Toplam 5/350

3.2.2. Koyun Siit Orneklerinin PZR Sonuclar

Bu ¢alismada, Kars merkeze bagli koylerdeki koyun siiriilerinden alinan 250 adet siit
orneginin Trans-PZR ile degerlendirilmesi sonucunda 1°i (%0,4) pozitif olarak

saptanmugtir (Tablo 16, Resim 9).

Tablo 16: PZR ile C. burnetii saptanan koyun siit 6rneklerinin kdylere gore dagilimi.

Orneklerin Ahndig1 Koyler Pozitif Ornek Sayis1 / Toplam Ornek Sayisi
Tazekent Koyii 0/20
Yiicelen Koy 0/30
Hamzagerek Koyii 1/30
Karakag Koyt 0/20
Tekneli Koyl 0/30
Kiimbetli Koyt 0/20
Aydmalan Koyt 0/20
Hasgiftlik Koyii 0/20
Merkez 0/60
Toplam 1/250
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4. TARTISMA

Q hummasi, C. burnetii tarafindan olusturulan zoonotik karakterde bir hastaliktir.
(142). C. burnetii insanlarda pndmoni, hepatit ve kronik endokardit gibi hastalik
tablolar1 meydana getirirken, hayvanlarda ise hem uterus hem de meme bezlerine
lokalize olarak reprodiiktif bulgular, abort ya da infertilitiye yol acabilmektedir
(116). Q hummasinin teshisi enfeksiyonun kontrolii i¢in 6nemlidir. Ancak hastaligin
klinik bulgularinin degiskenlik gostermesi ve spesifik olmamasindan dolayr klinik
tan1 zordur. Coxiella burnetii’nin izolasyon tekniklerinin pahali, zaman alic1 ve
duyarliligimin diisiik olmas1 nedeniyle klinik taniyr dogrulamak amaciyla serolojik
testler daha cok tercih edilmektedir (18, 120). C. burnetii’ye karst olusan 6zgiil
antikorlarin arastirilmasinda siklikla ELISA, IFA, KFT, MAT kullanilmaktadir.
Gegmiste Q hummasi tanisinda olduk¢a yaygin kullanilan KFT yiiksek spesifiteye
sahip olmasina ragmen gosterdigi diisiik sensitivite nedeniyle giiniimiizde pek tercih
edilmemektedir (17). ELISA ve IFA testlerinin duyarliliklart oldukga yiiksektir.Peter
ve ark. (175) serolojik testler arasindaki duyarliligi saptamak icin yaptiklari bir
caligmada, ELISA da %94, IFA da %91 ve KFT de %78 oraninda duyarlilik
saptamiglardir. Parin (170) sigir, koyun ve kegilere ait 600 kan 6rneginin ELISA testi
ile 140’1nda (%23,33), IFA testi ile 148’inde (%26,66) seropozitiflik belirlemistir.

Banazis ve ark. (27) Bat1 Avustralya’da gerceklestirilen bir ¢alismada 329 sigir, 50
koyun ve 343 kanguru kan serumunu anti-C. burnetti yoniinden indirekt-ELISA testi
ile incelemisler, 379 ruminant kan 6rneginin 2 sinden, 343 kanguru kan 6rneklerinin
115’inden C. burnetii’ye karsi pozitiflik tespit etmislerdir. Khalili ve ark. (108)
[ran’da sigir ve kegi siiriilerinde C. burnetii antikorlarini arastirmak amaciyla ELISA
ile gergeklestirdikleri ¢alismalarda inceledikleri 76 keg¢i serumunun 50’sinin (%65,7),

93 s1g1r serumunun ise 10’ unun (%10,7) pozitif oldugunu rapor etmislerdir.

McCaughey ve ark. (144) Kuzey Irlanda’da Q hummasi seroepidemiyolojisini
belirlemek amaciyla yaptiklar bir calismada, s1g1ir, koyun, ke¢i, domuz, rat ve fareye
ait toplam 5182 kan serum orneklerini ticari C. burnetii Faz 1l IgG ELISA test kiti ile
incelemislerdir. Calisma sonucunda incelenen orneklerin  %6,2’sinde, siirii bazinda

ise %48,4’linde pozitiflik belirlemislerdir. Vaidya ve ark. (219) yapmis olduklari
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calismada Q hummasi seroprevalansint reprodiiktif bozukluklari olan sigirlarda
%11,36, koyunlarda %9,3 ve kegilerde %5,6 olarak bildirmislerdir. Cekani ve ark.
(56) Arnavutluk’ta hayvan tiirlerine goére C. burnetii seropozitifligini sigirlarda
%10,9, koyun ve kegilerde %8,8 olarak bildirmislerdir. Pape ve ark. (169)
Yunanistan’in kuzeyinde 554 koyun ve 61 keciden elde ettikleri kan serum
orneklerini IFA testi ile incelemesinde, 554 adet koyunun 58’inde (%10,4) ve 61 adet
keginin ise 4’tinde (%6,5) pozitiflik tespit etmislerdir.

Masala ve ark. (139) 1999 ve 2002 yillar1 arasinda Sardinya Adasi boyunca 675
koyun ve 82 keci ciftliginden 9349 kan serumunu ELISA ile incelemis, koyun
ciftliklerinin 255’inde (%38) ve kegi ciftliklerinin ise 39’unda (%47) seropozitiflik
belirlemislerdir. Arastirmada ayrica ayni giftliklerden elde edilen 422 adet fotus ve
95 adet plasenta toplam 517 adet abort yapmis hayvana ait 6rnek PZR ile incelenmis,
40 (%10) koyun ve 3 (%6) kegi fotusu pozitif olarak tespit edilmistir. Hatchette ve
ark. (90) Newfoundlan’da sigir, koyun ve ke¢i popiilasyonlarinda C. burnetii
seroprevalansini aragtirmak igin yaptiklar1 ¢alismada koyunlarda seropozitiflik
oranint 1997’de %3,1 iken, 1999-2000 yillar1 arasinda % 23,5’e¢ kadar artmis
oldugunu bildirmislerdir. Sigir ve kecilerde ise seropozitiflik orani sirasiyla %24 ve

%15,6 olarak tespit edilmistir.

Tirkiye’de Q hummasinin yayginhigr serolojik c¢alismalar ile belirlenmeye
calisilmistir. Aragtirmalar sonucu lilkemizde Q hummasinin insan ve hayvanlar i¢in
olusturdugu risk ortaya konulmustur. Ceylan ve ark. (50) Tiirkiye’nin dogusunda
sigir ve koyunlarda C. burnetii’ye karsi antikor seroprevalansini belirlemek igin
rastgele ornekleme yontemiyle 92 sigir ve 92 koyuna ait kan serum orneklerini C.
burnetii Faz II antijenlerine karst ELISA metodu ile incelemislerdir. Sigirlarin
%16,3’linde ve koyunlarin ise %5,4’tinde C. burnetii Faz II antijenlerine kars1 IgG
antikorlar1 belirlendigi bildirilmistir. Gazyagci ve ark. (76) Konya bdlgesindeki siit
inekleri arasinda Q hummasi seroprevalansini belirlemek amaciyla yaptiklari bir
calismada 322 siit sigirindan elde ettikleri kan serum orneklerini IFA yontemiyle
arastirdiklar1 bir calismada 40 sigirin (%12,4) seropozitif olarak belirlendigini
bildirmislerdir. Kili¢ ve ark. (114) sokak kedilerinde Q hummasi seroprevalansini

saptamak amaciyla I¢ Anadolu Bolgesi’'nde (Ankara, Nigde ve Kayseri illeri)
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yuriittikkleri c¢aligmada toplam 143 kan serumunda IFAT ile Ankara, Nigde ve
Kayseri illerinde seropozitiflik oranlarini sirasiyla %1,6, %7,4 ve %8,3 olarak
saptamiglardir. Yapilan bu c¢alisma ile {ilkemizde kedilerde C. burnetii
seroreaktivitesi ilk kez ortaya konulmustur. Kili¢ ve ark. (115) Aydin bolgesinde 100
koyun serum orneginin 3’tinde (%3) C. burnetii’ye kars1 IFAT ile seropozitiflik

belirlemiglerdir.

Seyitoglu ve ark. (204) Q hummas1 seroprevalansini belirlemek i¢in Erzurum ve
cevresinde 230 adet sigir ve 92 adet saglikli ¢iftgiden elde ettikleri serum orneklerini
ELISA yontemini kullanarak incelemislerdir. Caligmanin sonucunda sigirlarin
22’sinde (%9,5) ve ciftgilerin 18’inde (%19,5) seropozitiflik saptamiglardir. Aym
calismada abortus Oykiisii olan 53 sigirin 12’sinde (%22,6) ve abortus Oykiisii
olmayan 177 sigirm 10’unda (%5,6) pozitiflik bildirilmistir. Oztiirk ve ark. (165)
Tiirkiye'nin giiney bat1 bolgesinde yer alan Burdur Ili'nde yavru atma problemi
gosteren siit sigirlarinda Q hummast seropozitifligini ELISA ydntemi kullanarak
aragtirmiglardir. Bu ¢alismada toplam 186 sigirdan elde edilen kan serum ornegi
incelenmis olup 19’unda (%10,2) seropozitiflik bildirilmistir. Benzer sekilde Karaca
ve ark. (102) Van bolgesinde koyunlarda Q hummasi seroprevalansini belirlemek
amactyla yapmis olduklar1 ¢alismada 465 adet koyun kan serum 6rneginin ELISA ile
incelenmesi sonucunda 98’inde (%21,07) seropozitiflik belirlemislerdir. Kalender
(101) Elaz1g ve komsu illerde yetistirilen koyunlarda C. burnetii seroprevalansini
ortaya koymak i¢in ELISA ile yaptig1 ¢alismada yavru atmis koyunlarda %38,59 ve
yavru atmamis koyunlarda ise %11,01 oraninda pozitiflik bildirmistir. Ayni
calismada illere gore koyunlarda seropozitiflik oranlarin1 Elazi1g’da %20, Malatya’da

%20, Bingol’de %28 ve Mus’ta %27 olarak belirlemistir.

Kennerman ve ark. (105) Giiney Marmara Bolgesinde yer alan Bursa, Canakkale ve
Balikesir Illerindeki koyun siiriilerinde Q hummasi seroprevalansmi aragtirmak
amaciyla, rastgele Ornekleme yontemiyle elde ettikleri serum Orneklerini ticari
ELISA test kiti kullanarak incelemis, ¢alismanin sonucunda koyunlarin %20’sinde
seropozitiflik tespit etmislerdir. Arserim ve ark. (18) Diyarbakir bolgesinde sigir,
koyun, kegi ve hayvancilikla ugrasan insanlarda C. burnetii seroprevalansini

aragtirmak amaciyla 584 adet sigir, 612 adet koyun, 700 adet ke¢i ve 90 adet
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insandan elde ettikleri kan serum 6rneklerini ELISA teknigi ile incelemis, sigirlarin
%20’sinde, koyunlarin %25,4’linde, kecilerin %38,6’sinda ve insanlarin %6,6’sinda
seropozitiflik bulmuslardir. Leloglu (126) tarafindan Erzurum, Kars ve Agri illerini
kapsayan bolgede insan, sigir ve koyunlarda Q hummasi varhigi MA testi ile
arastirilmistir. Ug ilde toplam 456 koyun ve 262 sigir serumu incelenmistir. Koyun
serumlarinin %22,1’inde, sigir serumlarinin ise %15,6’sinda Q hummasi varligi
bildirilmistir. Ayn1 ¢calismada incelenen 178 insanin %11,2’sinde Q hummasi pozitif
bulunmustur. Calisma sonuclarinin illere gére dagilimi incelendigi zaman Erzurum
orjinli 209 koyun serumunun 50’sinde (%23,4), Kars ilinden incelenen 145 koyunun
30’unda (%20,7), Agn ilinden elde edilen 102 serumun ise 21’inde (%20,6)
pozitiflik belirlenmistir. Sigir drneklerinin illere gére dagilimma bakildigi zaman
sirastyla Erzurum Ili'ne ait 108 drnekten 13°ii (%12), Kars’a ait 105 6rnekten 18°i
(%17,1) ve Agn lline ait 49 serumun &rneginin ise 10’u (%20,4) Q hummasi

yoniinden pozitif olarak tespit edilmistir.

Kars yoresinde yiiriitiillen bu ¢alismada, ticari ELISA test kiti kullanilarak 350 sigira
ait serum Orneklerinin incelenmesi sonucunda %14,85 oraninda seropozitiflik
bulunmustur. Calismada sigir serum Orneklerinin seroprevansi Tiirkiye genelindeki
ve bolgemizdeki sigirlarda daha oOnce gerceklestirilen c¢aligmalar ile paralellik
gostermistir. Yapilan diger c¢alismalar ile bizim sonuglarimiz arasinda ¢ok 6nemli
fark olmadig ortaya konulmustur. Koyunlardan toplanan 250 adet serum orneginin
ise %43,2’si pozitif olarak tespit edilmistir. Diger ¢aligmalarla karsilastirildigi zaman
koyunlarda seropozitiflik orani yiiksek ¢ikmistir. Cografik ¢esitlilik, yetistirme
kosullari, bakim ve beslenme sartlari, kene ve artropodlar ile olan miicadelenin

yetersiz olusu yiiksek seropozitifligin nedeni olarak diistiniilebilir.

Sigir, koyun ve kegiler Q hummasi etkeninin insanlara bulagsmasinda rol oynayan
primer rezervuarlardir (142). Mikroorganizma enfekte hayvanlarin siit, idrar, digk1 ve
dogum atiklariyla g¢evreye sacilir ve insanlara bulasmada rol oynarlar (213).
Epidemiyolojik veriler siit sigirlarinin kronik enfeksiyonlara koyunlardan daha fazla
oranda yakalandigimi ortaya koymustur (142). Sigirlar koyunlarla karsilastirildigi
zaman serumlarinda spesifik antikorlar daha uzun siire saptanabilmekte ve sigirlarda

C. burnetii’nin siitle atiliminin daha uzun siirdiigii bildirilmektedir (213). Kahalili ve
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ark. (109) Iran’in giineyinde rastgele se¢mis olduklar siit sigirlarinda C. burnetii
prevalansini arastirmak ic¢in yapmis olduklari bir ¢aligmada 44 siit sigir1 siiriisiinden
elde ettikleri tank siitlerini ELISA test kiti kullanarak incelemis, %45,4 oraninda
pozitiflik belirlemislerdir. Agger ve ark. (4) tarafindan Danimarka’da C. burnetii’ye
kars1 spesifik antikorlar1 belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada ELISA yOntemi
kullanarak rastgele segilen 100 sigir siirlisinden toplanan tank siit Grnekleri
incelenmistir. Siiriilerin %59’unda pozitiflik tespit edilmistir. Guatteo ve ark. (82)
tarafindan Fransa’da yapilan bir ¢alismada, 6 farkli siiriiden 448 ayni sigirdan alinan
siit ve kan serum orneklerini ELISA ile incelemisler, kan serumularmin 264’{inde,
stit serum Orneklerinin ise 257°sinde C. burnetii antikorlarini tesbit etmislerdir.
Pozitif olarak belirlenen 264 adet kan serumunun 249°u siit ELISA testi ile pozitif
sonu¢ verirken, 15’inin negatif sonu¢ verdigi bildirilmistir. ELISA ile yapilan
incelemede 184 negatif serum Ornegin 8 tanesi siit sonuglarinda pozitif olarak

bulunmustur.

Astobiza ve ark. (20) C. burnetii’ye maruz kalma derecesini belirlemek ve tahmini
prevalansi ortaya koymak icin Kuzey Ispanya’da hastaligim endemik oldugu bolgede
stit sigint stirtilerinde genis gapli bir ¢alisma yapmuslardir. Arastirmada 178 siiriiye ait
tank siitii ELISA ve PZR ile degerlendirilmis, ELISA ile 119’u (%66,9), PZR ile
%51,7’si pozitif olarak tespit edilmistir. Muskens ve ark. (156) Hollanda’da yapmis
olduklar1 ¢aligmada 12 sigir siiriisiine ait tank siitlerini ELISA testi ile incelemis, 10
(%83) siiriiye ait tank siitlerinden seropozitiflik saptamislardir. Paul ve ark. (172)
Danimarka’da 17 siit sigir1 siiriisiinden laktasyon donemindeki 568 inekten elde
ettikeri kan ve siit orneklerini ELISA ile incelemisler, toplamda 362 (%63,73)
pozitif, 141 (%24,82) negatif ve 65 (%11,44) 6rnegi de siipheli olarak bulmuslardir.

Bu calismada Kars Merkeze bagl kdylerden toplanan 350 sigir siit serum Orneginin
%10,28’1 pozitif olarak saptanirken, 250 adet koyun siit serum Orneginin ise
%16,8’inin pozitif oldugu tespit edilmistir. Siit serumlariyla gergeklestirilen serolojik
caligmalarin amaci kan serumu ile uygulanan testlere alternatif bir yontem olarak sit
serumunun kullanilip  kullanilamayacagint  belirlemektir. Bazi ¢aligmalarin
sonucunda siit serum sonuglar1 ile kan serum sonuglarinin benzer oldugu ve Q

hummasinin serolojik teshisinde siit serumunun kan serumuna alternatif bir 6rnek
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olarak kullanilabilecegi bildirilmistir. Ayrica siit 6rneklerinin elde edilmesinin daha
kolay ve pratik olacagi icin tercih edilebilecegi diisiiniilmektedir. Ulkemizde Q
hummasinin serolojik teshisi i¢in siit serumuyla yapilan bir c¢alismaya
rastlanmamistir. Mevcut calismada bireysel 6rneklemenin sonuglarina bakarak siit
serumunun kan serumuna gore daha diisiik diizeyde pozitiflik verdigini ve bunun

sonucunda seruma alternatif bir yontem olarak kullanilamayacag: diisiiniilmektedir.

Hayvanlarda Q hummasinin teshisinde serolojik yontemlerin kullanilmasi anvantajl
olarak goriinmesine ragmen vajinal mukus, diski ve siitleriyle C. burnetii’yi sacan
hayvanlarin tespit edilmesinde bazi dezavantajlara sahiptir. Diski, siit ve vajinal
mukuslariyla etkeni sagan hayvanlar ¢cogunlukla seropozitif olarak tespit edilmelerine
ragmen seropozitif olarak bulunan hayvanlarin bir kismi etkeni sagmayabilir veya
seronegatif olarak tespit edilen hayvanlarin bir kismi ise etkeni sacabilmektedirler.
(17, 36, 72). Son yillarda, klinik 6rneklerden ve hiicre kiiltiirlerinden C. burnetii
DNA’smi1 saptamak amaciyla gesitli PZR yontemleri gelistirilmistir. Gelistirilen bu
yontemler, ozellikle veteriner hekimlik alaninda Q hummasi teshisinde dnemli yer
bulmustur. Teshiste kullanilan PZR yontemleri farkli klinik 6rneklerden C. burnetii
DNA’sin1 saptamak i¢in oldukca duyarl, spesifik, uygulanmasi kolay ve hizlh
yontemlerdir (17, 72). Gelistirilen PZR yontemleri arasinda konvansiyonel PZR,
nested PZR, real time PCR ve trans-PZR yer almaktadir. Tekrarli ve transpozon
benzeri elementi baz alan primerler ile yapilan trans-PZR Q hummasi teshisinde
oldukga duyarli bir yontemdir (66, 231). Kim ve ark. (117) tarafindan ABD’de
yapilan bir ¢aligmada tank siitlerinden C. burnetii’nin dis membran proteini olan
htpA ve htpB proteinlerini tespit etmislerdir. Ayn1 aragtirmacilar IS1111 genini
hedefleyen PZR yontemiyle siitlerde C. burnetii miktarin1 6lgmek igin bir ¢alisma
yapmislardir. Yaptiklart caligmayla C. burnetii yayginligin1 degerlendirmis, 3 yillik
caligma siiresi boyunca Q hummas: hastaliginda bir artis oldugunu belirlemislerdir.
Guatteo ve ark. (81) 242 hayvanin bulundugu bir sigir siiriisiinden topladig siit,
vaginal mukus ve diski Orneklerini real-time PZR ile incelemeleri sonucunda

%65 1nin pozitif oldugunu bildirmislerdir.
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Kirkan ve ark. (116) sigirlarda C. burnetii varligi gostermek amaciyla sigir
ciftliklerinden topladiklar1 138 kan 6rnegini PZR metodunu kullanarak incelemisler,
6 ornegi (%4.3) pozitif olarak belirlemislerdir. Berri ve ark. (35) spesifik primerler
kullanarak ruminant siiriilerinden aldiklar1 253 klinik 6rnegi m-PZR yo6ntemiyle
incelemis ve 49 ornekte (33 vajinal sivap, 11 siit, 4 diski, 1 plasenta) C. burnetii
tespit etmislerdir. Cantas ve ark. (43) Kuzey Kibris’ta yapmis olduklar1 bir ¢alismada
sigirlara ait 59 fotal abomazum igerigi ve uterus kotiledon 6rneklerini Trans-PZR ve
CB-PZR yontemleriyle incelemisler, abomazum igeriklerinin 22’sinde hem Trans-
PZR hem de CB-PZR yontemiyle C. burnetii yoniinden pozitiflik bulmuslardir.
Uterus kotiledon orneklerinin  19’unda her iki PZR yontemiyle C. burnetii

belirlendigi bildirilmistir.

Willems ve ark. (231) Almanya’da sigirlara ait klinik siit ornekleri ile
gerceklestirdikleri deneysel calismada trans-PZR’in spesifitesi ve sensitivitesini
aragtirmiglardir. Calismada yontemin tek bir C. burnetii  varhgmi bile
belirleyebilecegini gostermislerdir. Guatteo ve ark. (83) C. burnetii ile iliskili olarak
abort meydana gelen hayvanlarda etkenin yayilimini ve serolojik gelisimini izlemek
amaciyla bir aylik zaman siiresince 24 inegi takip etmigler, abort sonrasi haftalik
olarak toplanan siit ve vajinal mukus Orneklerini PZR ve ELISA ile
degerlendirmisler, abort sonrasi vajinal mukus ile yayilimin ¢ok kisa siire devam
ettigini, siit ile daha uzun siire devam eden bir yayilim oldugunu ortaya

koymuslardir.

Muskens ve ark. (156) yapmis olduklar1 bir ¢alismada 12 siiriiye ait metritisli 45 siit
sigirindan aldiklar1 uterus igerigi ve bu 12 siirliye ait tank siitii ve kan 6rneklerini
incelemislerdir. Yalnizca 1 uterus icerigi PZR ile pozitif bulunurken diger 6rnekler
negatif olarak tespit edilmistir. PZR pozitif olarak tespit edilen 6rnek ELISA testi ile
antikor varligr yoniinden incelenmis olup pozitif olarak belirlendigi bildirilmistir.
Diger siirtilerin de ELISA testi ile taranmasi sonucunda 3 6rnek ELISA ile pozitif
olarak belirlenmistir. Calismada 12 siiriiye ait tank siit 6rneklerinin PZR yontemiyle
incelenmesi sonucunda siit 6rneklerinin 6’s1 (%50) pozitif olarak saptanmistir. Fretz
ve ark. (73) Isvigre’de sigir, koyun ve kegi tank siit drneklerinde C. burnetii varligini

belirlemek i¢in bir tarama programi gerceklestirmislerdir. Toplam 359 sigir tank siit
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orneginin PZR ile incelenmesi sonucunda 17 (%4,7) ornek pozitif olarak
belirlenmistir. Pozitifligin siirlii bazinda degerlendirildiginde dagilimin 27 siit sigir1
ciftliginin 8’inde oldugu tespit edilmistir. Arastiricilar, sigir O6rneklerinin aksine
koyun ve keg¢i tank siit 6rneklerinin PZR yontemiyle incelenmesi sonucunda pozitif

ornege rastlanilmadigini bildirlmislerdir.

Vaidya ve ark. (220) tarafindan yapilan bir ¢alismada reprodiiktif bozuklugu olan 88
sigir, 33 bufalo, 43 koyun ve 53 kegiden elde ettikleri 920 6rnegi (genital ve fekal
sivap, siit, idrar ve kan serumu) Trans-PZR, real-time PZR, IFA ve ELISA
yontemleriyle incelemislerdir. Trans-PZR ile incelenen 703 6rnegin 30’unda (%4,6)
pozitif sonug¢ alinmigtir. Pozitif bulunan 6rneklerin dagilimi incelendiginde sigirlarda
13’1 (3 genital sivap, 2 fekal sivap, 7 siit, 1 idrar), bufalolarda 7’si (2 genital sivap, 1
fekal sivap, 2 siit, 2 idrar), koyunlarda 6’s1 (1 genital sivap, 2 fekal sivap, 2 siit ve 1
idrar), kegilerde ise 4’i ( 1 genital sivap, 1 siit, 2 idrar) pozitif olarak tespit edilmistir.
Bu caligmada incelenen 217 hayvanin 24’1 (11 sigir, 5 bufalo, 5 koyun, 3 keci)
Trans-PZR ile pozitif olarak tespit edilmistir. Ayni ¢alismada 703 6rnegin real-time
PZR yontemi ile incelenmesi sonucu 35’1 (16 sigir, 7 bufalo, 7 koyun ve 5 kegi)
pozitif sonu¢ vermistir. Toplam 217 hayvan serum Orneginin IFA teknigi ile
incelenmesi sonucunda 27 serum (13 sigir, 5 bufalo, 5 koyun, 4 ke¢i) O6rneginde
seropozitiflik bildirilmistir. Ayn1 serum ornekleri ELISA testi ile incelendigi zaman
217 ornegin 23’4 (10 sigir, 6 bufalo, 4 koyun ve 3 kegi) seropozitif olarak

belirlenmistir.

Parisi ve ark. (171) italya’da nested-PZR yontemiyle sigir, koyun ve kegi
abortlarinda %18,9 oraninda C. burnetii’yi pozitif olarak rapor etmislerdir. Ongér ve
ark. (161) Elazig bolgesindeki koyunlardan toplanan siit  Orneklerini
immunomagnetik separasyon-PZR yontemiyle incelemeleri sonucunda C. burnetii
yoniinden %3,5 oraninda pozitiflik tespit etmislerdir. Kargar ve ark. (103) 100 adet
sigir tank siit Ornegini PZR ile incelemis olup 11 oOrnegi pozitif olarak

belirlemislerdir.

Gergeklestirilen bu ¢alismada, Kars merkeze bagli koylerden elde edilen 350 adet
sigir siit 6rneginin %1,42’si, 250 koyun siit 6rneginin ise % 0,4’ Trans-PZR ile

pozitif olarak tespit edilmistir. Arastirmada sigir ve koyun siit drneklerinde Trans-
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PZR yontemi ile pozitiflik oraninin diger calismalara gore nisbeten daha diisiik
oldugu goriilmektedir. Bu durumun drneklem dénemi ve kullanilan yontem ile iligili
olabilecegi diisiiniilebilir. Ayrica sigirlarda belirlenen pozitifligin koyunlara gore
daha yiiksek bulunmasinin ise sigirlarin siitleriyle etkeni daha uzun siire sacarken,
koyunlarin etkeni daha ziyade vajinal salgilartyla uzun siire ve yogun olarak

yaydiklar1 bilgileriyle ortiismektedir.

5. SONUC

Bu arastirmada Kars ili ve ¢evresinde bulunan sigir ve koyun siiriilerinden elde
edilen kan ve siit 6rnekleri C. burnetii varligi agisindan serolojik ve molekiiler
identifikasyon teknikleri kullanilarak incelenmistir. Gergeklestirilen serolojik
caligsmalarin sonucuna bakildiginda ELISA metoduyla incelenen sigir ve koyunlara
ait toplam 600 kan orneginin 160’inda (%26,6) C. burnetii’ye karsi antikor tespit
edilmistir. Yine ayn1 hayvanlara ait 600 siit 6rneginin ELISA ile incelenmesi sonucu
78’1 (%13) seropozitif olarak belirlenmistir. Siir ve koyunlardan elde edilen toplam
600 siit 6rneginin PZR ile degerlendirilmesi sonucu ise 6’sinda (%]1) pozitiflik tespit

edilmistir.

Genellikle subklinik hastalik tablolariyla ortaya ¢ikan Q hummasi abortlara neden
olmakta ve verim kayiplariyla sonuglanmaktadir. Zoonotik o6zelliginden dolay1
insanlar i¢in de tehlike arz etmektedir. Bolgemizde insanlar iizerinde gerceklestirilen
calismalar incelendigi zaman yiiksek diizeyde Q hummasi olgularina rastlandigi
bildirilmektedir. Insanlarda belirlenen Q hummasi hastaliginin temel kaynag: olarak
evcil hayvanlar diisiiniilmektedir. Hayvanciligin yogun olarak yapildigi yerlerde
enfeksiyon riski olduk¢a yiiksek seyredebilmektedir. Bolgemizde de hayvancilik
baslica ge¢im kaynagini olusturmaktadir. Uzun kis aylarinda hayvan barmaklarinin
kalabalik olmasi1 ve hijyen kosullarmin yeterince saglanamamasi hastalik riskini
artirmaktadir. Yine hasta hayvanlara ait {iriinlerin tiiketimi risk yaratmaktadir. Hasta
hayvan siitleri Oonemli enfeksiyon kaynagi olarak kabul edilmektedir. Yeterli
pastorizasyon islemine tabi tutulmamis siit ve siit iirlinlerinin tiiketimi enfeksiyon

riskini artirmaktadir.
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Kars iline ait 6rneklemenin yapildig1 yerlesim alanlarinin ¢ogunda C. burnetii’nin
varlig1 ortaya konulmustur. Q hummasinin zoonotik karakteri géz oniine alindigi
zaman hayvancilikla ugrasan halkin bu hastalik hakkinda bilinglendirilmesi gerektigi
ortaya cikmaktadir. Yetistiriciligi yapilan hayvanlarin barinak, c¢evre kosullari
diizenlenmeli ve dis parazitler ile miicadeleleri konusunda gerekli tedbirler

alinmalidir.

Hasta ve saglikli goriinen hayvanlarda C. burnetii’nin varligimin belirlenmesi bolge
halkinin kars1 karsiya oldugu durumu ortaya koymaktadir. Hem insan hem de hayvan
sagligini tehdit eden Q hummasi hastaligina daha fazla 6nem verilmeli ve hastalik
yayilimini engellemek icin gerekli tedbirler alinmalidir. Bolgede Q hummast ile ilgili
olarak seroepidemiyolojik aragtirmalarin yani sira 6zellikle kiiltiirel ve patolojik
calismalarin da yapilarak hastaligin gercek boyutlarinin ortaya konulmasi,
hayvanlarda Q hummasinin kontrol ve eradikasyonu iizerine ytiriitiilecek ¢alismalara

151Kk tutacaktir.
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6. OZET

Q hummasi, Coxiella burnetii tarafindan olusturulan ve evcil hayvanlarda subklinik
hastalik tablolariyla seyreden, ekonomik ve verim kayiplarina yol agan zoonotik bir
hastaliktir. C. burnetii’nin laboratuvar ortaminda izolasyon ve identifikasyonu zor

oldugundan teshiste serolojik ve molekiiler yontemler tercih edilmektedir.

Bu ¢alismada, Kars ve ¢evresindeki yerlesim alanlarinda sigir ve koyun siiriilerinden
alian 600 adet kan ve 600 adet siit 6rnegi C. burnetii varligini arastirmak amaciyla

serolojik ve molekiiler yontemlerle incelendi.

Serolojik amagla kan ve siit serum 6rneklerinde C.burnetii IgG varligi ELISA testi
ile arastirildi. Serolojik incelemenin sonucunda 350 adet sigir kan serum Orneginin
52’sinde (%14,85) ve 250 adet koyun serum Orneginin 108’inde (%43,2) C.
burnetii’ye karsi sekillenen antikorlarin varligi belirlendi. Sigir ve koyunlara ait siit
serum Orneklerinin ELISA yontemiyle incelenmesi sonucunda, 350 adet sigir siit
serumunun 36’sinda (%10,28) ve 250 adet koyun siit serumunun 42’sinde (%16,8)

seropozitiflik belirlendi.

Molekiiler amagli C. burnetii DNA’sina 6zgii 1S1111 A transposan genini amplifiye
eden Trans-PZR yontemi uygulandi. Gergeklestirilen Trans-PZR c¢aligmalarinin
sonucunda 350 adet sigir siit 6rneginin 5 (%1,42) inde ve 250 adet koyun siit
orneginin ise 1 (% 0,4) inde C. burnetii DNA’s1 saptandi.

Arastirmada elde edilen sonuglar, Kars bolgesinde bulunan sigir ve koyunlarda Q
hummas1 varligim1 gostermekte ve hastalik etkeninin siit ile atilimini ortaya
koymaktadir. Bu durum hayvan ve insan saglhigi acisindan risk potansiyelini
gostermektedir. Bu calisma, sigir ve koyunlarda hastaliga neden olan C. burnetii
varligimin belirlenmesine yonelik gelecekte yapilacak caligmalara 151k tutacak,

hastalikgin korunma ve kontroliine katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Coxiella burnetii, sigir, koyun, serum, ELISA, PZR
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7. SUMMARY

Q fever caused by Coxiella burnetii is a zoonotic disease characterized by economic
and productivity losses and is a subclinical disease in domestic animals. Serological
and molecular methods are preferred for diagnosis of C.burnetii due to the
difficulties in isolation and identification techniques.

In this study, 600 blood and 600 milk samples obtained from cattle and sheep herds
in the Kars region, were examined using serological and molecular methods to

determine the presence of C. burnetii.

In serological technique, C.burnetii IgG in blood and milk sera samples were
investigated with ELISA. As the result of this examinations, 108 (43,2 %) out of 250
sheep blood serum samples and 52 (14,85 %) out of 350 cattle blood serum samples
were found seropositive in terms of C.burnetii antibodies by ELISA. Again, out of
350 cattle and 250 sheep milk serum samples examined with ELISA, 36 (10,28 %)

and 42 (16,8 %) were found seropositive, respectively.

For molecular technique, the Trans-PCR amplifies the IS1111A transposone gene of
C.burnetii was conducted. As the result of Trans-PCR, 5 (1,42 %) out of 350 cattle
milk samples, and 1 (0,4 %) out of 250 sheep milk samples were found to be positive
for C. burnetii DNA.

The results obtained from this study have demonstrated the presence of Q fever in
cattle and sheep in Kars region, and the scattering of the infectious agent with milk.
This situation introduced that the disease poses a potential risk for animal and human
health. Ultimately, this study shed lights on future researches determining the
presence of C. burnetii that cause of Q fever in cattle and sheep and will contribute to

protection and control of the disease.

Keywords: Coxiella burnetii, cattle, sheep, sera, ELISA, PCR
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