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ONSOZ

Q Atesi Hastaligi, diinya ¢apinda 6nemi olan Coxiella burnetii adi verilen riketsial
bir organizma tarafindan olusturulan zoonotik bir hastaliktir. Ayrica C. burnetii, potensiyel
bir bioterorizm tehlikesi olarak goriilmiistiir. Centre for Diseases Control and Prevention
tarafindan Kategori B biyolojik ajam1 olarak siniflandirilmistir. C. burnetii infeksiyonu
evcil hayvanlarda kronik ve hareketsiz bir seyir gosterir. Fakat infeksiyon daha ¢cok koyun
ve kecilerde, daha az siklikla olmak iizere siirlarda da goriilmektedir ve genellikle
infertilite ile birlikte diger reproduktif bozukluklara yol agmaktadir. infekte olan gebe
hayvanlar dogum sivilari, plasenta, fotal membranlar, idrar ve diski yoluyla
mikroorganizmayi cevreye yayarlar. Insanlarda infeksiyona yol agan hayvan kaynaklari en
cok ciftlik hayvanlari; 6zellikle sigir, koyun ve kecilerdir ve bu hayvanlar C. burnetii i¢in
en 1yi rezervuarlardir.

Patojen etkenin izolasyonu tan icin giivenilirdir, fakat bu yontem zaman alic1 ve
tehlikeli olabilmektedir; bu nedenle 3. seviye biyogiivenlik sistemine ihtiyag
duyulmaktadir. Biyolojik 6rneklerden C. burnetii izolasyonunda PCR metodu kullanish
olmaktadir. Transpozon-like element ile yapilan bir PCR testi (trans-PCR) degisik
orneklerden C. burnetii saptanmasinda oldukca spesifik ve duyarli bir metot olmaktadir.
Ayrica oldukca spesifik ve duyarli Real Time PCR prosediirleri de gelistirilmistir. IS 1111
geni hedef alinan Real Time PCR, siit tanklarinda ve klinik orneklerde C. burnetii
etkenlerinin DNA diliisyonlarinda hiicre sayis1 bakimindan miktarinin ve ¢ogalmasinin
saptanmasinda kullanilmaktadir. SYBR Gren I bazli Real Time PCR, C. burnetii Nine
Mile faz I’in antibiyotik duyarlilik testi icin iyi bir alternatif metot olma yolundadir.

Arastirmamizda sigir, koyun ve kecilerde C. burnetii yayiliminin farkli metotlarla
belirlenmesi amaglanmustir.

Arastirmamiz, Adnan Menderes Universitesi Bilisel Arastirma Projeleri tarafindan
VTF-11017 kodlu proje olarak desteklenmistir.
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1. GIRIS

1.1. Tarihce

Q atesi hastaligl, ilk olarak 1935 yilinda Avustralya’daki mezbaha iscilerinde
saptanmistir. Derrick adli patolog, yaptigir klinik muayeneler sonucu hastaligi “siipheli
ates” olarak tamimlamustir. Febril hastalardan toplanan idrar 6rnekleri, kobaylara enjekte
edilmistir. Bu deneysel infeksiyon sonucu kobaylarda splenomegali ve febris gelismistir.
Deneysel infeksiyon sonucu kobaylarin dalaklarindan etken izole edilememistir. Daha
sonra Burnet adli arastirmaciya gonderilen dalak Orneklerinden siiziilebilir etkenler izole

edilebilmistir (Maurin 1999).

Avustralya’da bu arastirmalar olurken ayni zamanlarda da Cox ve Davis adl
arastiricilar, Rocky Mountain Spotted Fever hastaligin etkenini aragtirmaktaydilar. Nine
Mile Creek bolgesinden toplanan kenelerden de etken, Cox ve Davis adli aragtirmacilar
tarafindan izole edilebilmistir. 1938 yilinin Mayis ayinda, Dyer adli1 doktor, Montana’daki
laboratuvar ziyeret ettikten sonra febril hastalia yakalanmis ve bunun sonucunda “Nine

Mile serotipi” de ortaya ¢ikmis bulunmaktadir (Madariaga ve ark 2003).

1938 yilinin Nisan ayinda Burnet adli arastirmaci, Q atesi hastaligi ile infekte olan
kobaylardan topladig1 dalak 6rneklerini Dyer adli arastirmaciya gondermistir. Daha sonra
Cox adh arastirmaci, etkeni Rickettsia diaporica olarak isimlendirmistir (Madariaga 2003).
Bu 0zellik, ajanin porlardan kolayca gecebilmesi ve biiyiikliigii esasina dayanmaktadir.
Daha sonra hastalik etkeni, Cox ve Burnet anmisina Coxiella burnetii olarak

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

Coxiella burnetii, artropodlarda ve memeli konakg¢ilarda bulunan, obligat
intraselliiler, gram negatif pleomorfik kokobasil bir bakteriyel etkendir. Bu
mikroorganizma, insan ve hayvanlarda Q atesi hastaligina yol acmaktadir ve ilk olarak
Derrick adli arastirmaci tarafindan 1937 yilinda Avustralya’daki mezbaha is¢ilerinin atesli

hastaliklarinin teshisi sirasinda saptanmistir. Q atesi hastaligi, tiim diinyada yaygin olarak



seyreden, etkilenen bireylerde akut ates ve grip benzeri semptomlara yol acan bir
hastaliktir. Akut formdan daha az goriillen kronik form ise daha cok endokarditis ve
hepatitise yol agmaktadir ve bireyler i¢in hayati tehlike arz etmektedir. Hastalik etkeninin
konakc¢1 dagiliminin vahsi hayvanlarla birlikte koyun, ke¢i, sigir gibi evcil hayvanlar1 da
kapsamasi da Onem teskil eden bir durum olmaktadir. Rezervuar spektrumunun genis
olmas1 ve C. burnetii etkeninin cevresel sartlara olan 6zel direnci, hastalik kaynaklarinin
belirlenmesinin zor ve zahmetli olmasina yol agmaktadir. Daha da fazlasi, diisiik infektif
doz, aerosol yayilma ve bireyler arasinda kisa siirede salgin olusturabilme yeteneginden
dolayr 1942 yilindan itibaren etken potansiyel biyolojik silah olarak degerlendirilmistir
(Samuel ve ark 2003) ve giiniimiizde ise Diinya Hayvan Saghig1 Orgiitii (OIE) tarafindan

zoonotik ¢oklu hayvan tiirii hastalig1 olarak siniflandirilmaktadir (Anonim).

Biyoterorizm icin kullanilan biyolojik ajanlar, A, B ve C kategorisi iginde
incelenmektedir. Simif A ajanlar, kolayca sacgilabilmektedir ve bireyden bireye
taginabilmektedir. Yiiksek mortalite, panik ve sosyal yikim arac1i olarak kolayca
kullanilabilmektedirler ve bu ajanlardan korunmak i¢in ©Ozel tedbirler gerekmektedir.
Kategori B ajanlar ise yine kolay yayilma ozelligine sahip olmalarina karsin, yiiksek
morbidite ve diisiik mortaliteye neden olmaktadirlar. Kategori C ajanlar ise, kolay elde
edilebildikleri ve potansiyel olarak yiliksek morbidite ve mortalite sekillendirdikleri icin
tercih edilmektedirler. Kategori A ajanlar arasinda Bacillus anthracis, Francisella
tularensis, Yersinia pestis bulunmaktadir. Kategori B ajanlar ise C. burnetii, Brucella
tirleri, Burkholderia mallei olarak nitelendirilmistir. Kategori C ajanlar ise coklu ilag
direnci gosteren Mycobacterium tuberculosis, Niphavirus, Hantavirus, Sar1 ates virusu ve
kene kaynakli hemorajik ates viruslar1 olarak bildirilmistir. Q atesi hastalig1, ideal biyolojik
savag ajanidir ve havada kolaylikla yayilabilmektedir. Pnomoni ile sekillenen infeksiyon
durumunda yiikksek morbidite goriilebilmektedir. Diisiik mortalite ile seyreden

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

Intraselliiler bakteriler arasinda C. burnetii’nin 6zel bir durumu vardir. Hiicre ici
parazitizm agisindan Coxiella etkenleri Rickettsia genusu ile ayni sinif icinde bulunmasina
ragmen farkli olarak sitoplazma icindeki parazitoforus vakuolii (PV) icinde yasamini
siirdiirmektedir. C. burnetii ve filogenetik olarak iligkisi bulundugu Legionella
pneumophila etkenleri aerosol primer olarak aerosol yolla tasinmaktadir, fakat L.

pneumophila  fagolizozomik fiizyonu engelleyerek alkali ortamlarda yasamim
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siirdiirebilirken, C. burnetii ise az miktarda da olsa daha asidik fagolizozomal ortamlarda
etkinligini siirdiirebilmektedir. Bu 6zel biyolojik yuvalar etkenleri hidrolitik enzimlerden,
bakterisidal faktorlerden, oksijen ve nitrojen radikallerinden, ayrica asidik pH’dan (~ 4.8)
korudugundan dolay1 bir¢ok bakteri i¢in iyi bir tireme ortamini olusturur (Vogel ve ark

2004).

Standart tekniklerin yetersiz ve genetik manipulasyonlarin olanaksiz olmasindan
dolayr C. burnetii’ye ait molekiiler olaylarin anlasilmasi zaman alict olmustur. Obligat
hiicre i¢i yasam siklusu, selliiler lokalizasyon, diisiik iireme diizeyi, lizis olayindan ¢ok
hiicre icinde persiste olarak gelisme egiliminden dolayr C. burnetii etkeni icin yeni
transformasyon teknikleri gelistirilememistir. C. burnetii’ye ait genlerin fonksiyon ve
regiilasyonlarinin belirlenmesi icin yapilan ilk uygulamalarda E. coli etkenine entegre
edilme gibi heterolog klonlama sistemleri kullanilmistir. Korunan genler, yiizey proteinleri
ve stres genleri karakterizasyonda belirlenmek icin arastirilan komponentler olmustur.
Otonom replikasyon sekans (ars) geninin identifikasyonu ile birlikte kromozomal orjin ve
E. coli’deki plazmid replikasyon mekanizmasi ortaya c¢ikarilmistir, bdylece yeni genetik
manipiilasyonlarin gelistirilmesinin 6nii acilmistir. C. burnetii Nine Mile susuna ait
korunan genlerin sekanslanmasindan sonra ise filogenetik siniflandirma agisindan daha

kapsaml1 uygulamalarin yapilabilmesi hedeflenmektedir (Suhan ve ark 1996).

1.3. Taksonomi

Obligat intraselliiler yasam siklusu ve artropodlarla olan iliskisi nedeniyle C.
burnetii, ilk olarak Rickettsia ve Rochalimea (Bartonella) genusu ile Rickettsiaceae
familyasinin Rickettsiae takimi icinde bulunan Proteobacteria’larin a-1 subdivizyonunda
siiflandirilmisgtir (Wyrzykowski ve ark 2003). Genom karsilastirmalart ve 16S rRNA
sekans analizi caligmalar1 sonucunda, C. burnetii’nin Rickettsia genusu ile akrabalik
derecesinin uzak oldugu ve Legionella, Francisella ve Rickettsiella cinsleri ile daha yakin
akraba oldugu ortaya konulmustur. Ayrica bu bilgiler, yiiksek homojenite diizeyini ve

Coxiella genusunun tek tiirlerden olustugunu desteklemektedir (Atzpodien ve ark 1994).

Koken olarak C. burnetii suslari, izolasyon kaynaklarina, cografik orjinlerine ve
gosterdigi klinik belirtilerin c¢esidine gore tanimlanmaktadir. Lipopolisakkarit bant dizisi

karsilastirilmas1 ve plazmid belirlenmesi gibi fenotipik ve genomik uygulamalarla bu
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organizmalar arasindaki ayirimin ortaya konulmasi amaglanmistir (Stein ve ark 2000).
Coxiella etkenlerine ait QpHI1, QpRS, QpDG, QpDV ve Cin kokenli belirlenemeyen
plazmid olmak iizere su anda 5 farkli plazmid tipi tanimlanmistir (Minnick ve ark 1990).
Ik tamimlanan plazmid, 36kb biiliykliigiinde olan QpH1’dir ve C. burnetii Nine Mile
RSA493 susundan izole edilmistir. Bu plazmidin sekanslanmasi sonucu qsopAB, roa307,
cbhE lokuslar identifiye edilmistir (Lautenschlager ve ark 2000). 39 kb biiytikliigiindeki
QpRS plazmidi ise koken olarak keciden alinan bir atik materyalinden izole edilen C.
burnetii Priscilla Q177 susundan identifiye edilmistir ve QpH1 plazmidine gore daha fazla
korunan ve nadir goriilen sekanslar1 icermektedir. 51 kilobaz biiyiikliigiinde olan QpDG
plazmidi ise rodentlerden izole edilen C. burnetii Dugway 5J108-111 susundan identifiye
edilmistir. Ayrica bu susun da Gine domuzlarinda avirulant oldugu ortaya konulmustur.
33.5 kb biiyiikliigiinde olan QpDYV plazmidi Rusya kdkenli ve insan pnomonilerinden izole
edilen Q321 ve inek siitiinden izole edilen Q1140 suslar1 olmak tizere iki farkli kaynaktan
identifiye edilmistir. QpDV plazmidinde hem 6zgiin olan hem de QpH]1 ile homolog olan
sekans bolgeleri belirlenmistir. Kros hibridizasyon deneylerinde ise bu dort plazmidin,
plazmid icermeyen C. burnetii Scurry Q217 susunda oldugu gibi ayn1 16-kilobaz fragmenti

icerdigi ve bu fragmentin ¢ekirdek fragment oldugu bildirilmistir (Valkova ve ark 1995).

C. burnetii etkenlerinden izole edilen genomik DNA’larin RFLP (restriction
fragment lenght polymorphism) ile analiz edilmesi sonucu, gruplandirma agisindan yiiksek
derecede heterojenik bantlarin  elde edildigi bildirilmistir. Giiniimiizde yapilan
calismalarda, degisik kaynaklardan izole edilen 36 adet C. burnetii etkeni BamHI, EcoRI,
HindIII enzimleriyle birlikte RFLP teknigi ile analiz edilmistir. Bu analiz sonucunda da 6
farkli genomik grup belirlendigi bildirilmistir (Baere ve ark 2006). Ik iic grupta bulunan
izolatlarin baglica akut infeksiyonlarla iligkili bulundugu ve QpHI1 plazmidi barindirdigi
tespit edilmistir. QpRS plazmidinin ise grup IV’deki suslarda bulundugu ve bu grupta
incelenen serotiplerin kronik Q atesi hastaliina yol acgtigir tespit edilmistir. Diger
calismalarda da C. burnetii etkeni RFLP analizi ile birlikte tek lokus sekanslama yontemi

ile de saptanmistir (Nyugen ve ark 1999).

Yakin zamanda yapilan bir calismada Avrupa, Kanada, Birlesik Devletler ve
Japonya’dan toplanan 173 C. burnetii izolat1 Multispace sekans tiplendirmesi yontemi ile
incelendigi ve bu yeni metodun farkli genlerin internal bolgelerinin niikleotid sekanslama

yontemi ile karsilastirildiginda benzer genleri yiiksek oranda tespit edebildigi bildirilmistir
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(Glazunova ve ark 2005). Bu yeni metotta her bolge i¢in belirlenen sekanslardaki
farkliliklar, allellik derecesine gore saptanmis ve organizmanin allelik profilinin ortaya
cikarilmast acisindan 6nemli bulunmustur. Sekans tiplendirilmesinin ve 10 kromozomal
bolgenin dagilimi temel alindiginda 3 adet farkli monofilogenetik grup ile birlikte birkag
adet altgrup da tanimlanmustir. Cografik 6zelliklerin ve sekans tipi dagiliminin korelasyonu
olarak diinyada bulunan suslarin filogenetik iliskileri de ortaya konulmustur. QpRS
plazmidi iceren suglar akut, QpDV plazmidi iceren suslar ise hem akut, hem de kronik
infeksiyonlar ile iliskili olarak bulunmustur. Genetik dagilimin patojenik faktorler,
filogenetik durum ve bakteriyel virulans ozellikleri ile birlikte korelasyonunun ortaya
konulmasi i¢in umut teskil eden bir diger teknik ise komparatif genom hibridizasyon
teknigidir. Tek yada birden ¢ok agik okunan bantlarin negatif hibridizasyonu olarak
tanimlanan genetik polimorfizm, mikroarray ¢ipleri ile belirlenerek C. burnetii Nine Mile
susu acisindan biitiin genetik fragmentler ortaya ¢ikarilmis durumdadir (Brennan ve ark
2004). Tiplendirilen 20 adet C. burnetii izolatinin RFLP ile gruplandirilmasi ve komparatif
genom hibridizasyonu ile dogrulanmasi sonucu grup VII ve grup VIII olmak iizere 2 yeni
genomik grup simiflandirilmistir. Glazunova ve arkadaglarinin (2005) yaptigi ¢alismadaki
sonucglara uyumlu olarak grup izolatlarimin diinyaca yayilimindaki diisiik genetik
polimorfizm &zelligi ile izole edilen suslarin antik 6zelligi oldugu ortaya konmustur. ilk
izolasyonundan itibaren suslarin genetik ozelliklerinde kisith degisiklik olmasi da bu
durumu desteklemektedir. Elde edilen verilerde grup I izolatlarin, diger filogenetik

gruplarin atas1 oldugu da bildirilmistir (Grieshaber ve ark 2006).

1.4. Epidemiyoloji

Coxiella burnetii s1g1r, koyun, keci gibi ¢iftlik hayvanlari, yabani hayvanlar, keneler
ve insanlar1 iceren genis bir konak¢i spektrumuna sahiptir. Dogal siklusunu kene ve
kemiricilerde gecirdikten sonra koyun, keci, s18ir, kopek, kedi gibi evcil hayvanlar: infekte
ederler (Echaniz ve ark 1992). Zoonotik bir infeksiyon olan Q atesinin epidemiyolojisinde,
etkenin kurumaya ve diger fiziksel faktorlere yiiksek diren¢ nedeniyle, konak¢1 hiicresi
disinda uzun siire canli kalmasinin 6nemli oldugu belirtilmistir. Etkeni iceren aeresol
yiikksek derecede infekte oldugu icin kuru hava, kuvvetli riizgar ve infekte aerosoliin
yayilmasi arasinda yakin bir iligki olduqu ve bu nedenle etkenin infekte hayvanlarla direkt

iliskisi olmayan duyarli konakg¢ilara da bulagtigi bildirilmistir (Ripoll ve ark 1997).
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Infekte gebe hayvanlarin plasenta ve fetal sivilarin ¢ok miktarda (109/gr) etken
icerdigi, dogumu izleyen haftalarda canli mikroorganizmalarin 150 giine kadar toprakta
bulundugu ve ineklerin dogum sonrasinda etkeni 32 aya kadar siitleri ile ¢ikardiklari
belirtilrnistir. Seropozitif ineklerin potansiyel bulastiric1 olarak diisiiniilmesi gerektigi ve
infekte sigirlarin Q atesinin epidemiyolojisinde biiyiik 6nerne sahip oldugu vurgulanmistir.
Dogum oOncesi infeksiyona yakalanan kadinlarin siit ve plasentalarinda da ¢ok miktarda C.

burnetii saptanmistir (Diaz Morant ve ark 1995).

Pastorize edilmernis siitten hazirlanan peynir gibi siit iirlinlerinin 1-2 ay siireyle
canl1 mikroorganizmalar1 barindirabilecegi, 63°C'de 30 dakika ya da 85-90°C'de birkag
saniye siireyle 1sitma isleminin etkeni 6ldiirmeyebilecegi, ancak 74°C'de 15 saniye siireyle
uygulanan pastorizasyon islemi sonucu etkenin kia siirede inaktive oldugu bildirilmistir

(Sixl ve ark 1987).

Infekte sigir, koyun, keci gibi ciftlik hayvanlariyla temasin, infeksiyonun insanlara
bulagmasinda en onernli risk faktorii oldugu bildirilmistir. Hayvanlarda saptanan baz1 Q
atesi olgularinda, 6zellikle infekte gebe kedilerin de bulagsmada rol oynadig1 gosterilmistir.
Infekte partikiillerin solunmasi, infeksiyonun insanlara bulasrnasmda en onernli yoldur
(Von ve ark 1993). Coxiella burnetiinin insan plasentasindan izole edilmesine ve
laboratuvar farelerinde veneral yolla bulastigi saptanmasina karsin dogal kosullarda insan
ve hayvan tiirlerinde Q atesinin veneral yolla bulasip bulasmadig: tartismalidir. Deri ve
mukozalardaki siyriklardan ve konjunktiva yoluyla da etkenin bulastigi bildirilmistir. Bazi
arastirmalarda kenelerin de bulasrnada onernli rol oynadig1 saptanmstir. Insandan insana

bulasma son derece seyrektir (Sanzo ve ark 1993).

Q atesi infeksiyonunun biiyiik kismi, 6zellikle hayvanlarin et, siit ve siit iiriinleriyle
yakin temasta olan veteriner hekimler, mezbaha iscileri, laboratuar ve ciftlik ¢alisanlari
olusturmaktadir. Ayrica infekte ruminantlarla temas halinde olan kisilerin bulundugu

yerlesim yerlerinde Q atesi salgini riskinin bulunabilecegi belirtilmistir (Marrie 1990).

Sigir, koyun ve keciler, Q atesi hastaliginin primer rezervuarlandirlar. C. burnetii
etkenleri, infekte hayvanlarin uterus ve meme bezlerinde lokalize olmaktadir. Fakat C.

burnetii ise memeliler dahil kuslar1 ve artropodlar1 da infekte edebilmektedir. Cesitli
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hayvan rezervuarlarinin olmasinin onemi, daha once sekillenen salginlarin niteliklerine
bakilarak anlasilabilmektedir. 1999°dan 2004’e kadar 12 degisik iilkede toplam 18 adet
salgin bildirilmistir. Alt1 adet salgin koyunlardan, ii¢ adet salgin kecilerden, bir adet salgin
keci giibresine maruz kalinmaktan, bir adet salgin koyun giibresine maruz kalinmaktan, bir
adet salgin ise vahsi hayvanlara maruz kalinmaktan, bir adet salgin kedi ve kopek kaynakli
olarak ortaya cikmustir. Iki adet salgiin ise kaynag bilinmemektedir (Punda-Polic ve ark
2005).

Hayvanlarda Q atesi infeksiyonu genel olarak asemptomatik olarak seyretmektedir,
fakat abort, Oli dogum ve disik canli agirlikli hayvan vakalarnt da siklikla
goriilebilmektedir. Aborte fetuslar, genel olarak normal goriinimliidiir. Abort yiizde
oranlart % 3’ten % 80’e kadar degismektedir. En yiiksek oranlar ise keci siiriilerinde
goriilmektedir. Infekte plasentalarda intrakotiledonar fibroz kalinlasma ve eksudat birikimi
belirlenmistir. Koyun siiriilerine nazaran sigir ve keci siiriilerinde siit ile yayilma daha uzun
siiren ve siklikla goriilen bir durumdur. Koyunlar ise vajinal akintilarinda etkeni daha fazla
miktarda ve daha uzun siire yayarlar. Kegilerde ise dogum Oncesi ve sonrasinda digki ile
etkenin atilmasi siklikla goriilmektedir. Bu siirecte ise etkenin atilma donemi ortalama 20
giin olmaktadir. Infekte inekler ise etkeni siitle 32 aya kadar atabilmektedirler (Literak ve
ark 1994). C. burnetii’'nin yiiksek konsantrasyonlari, infekte plasentada, dogum sirasinda
meydana getirilen aerosollerde bulunabilmektedir. Ayrica bu kontamine aerosollerin

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

Sanford ve arkadaslart (1994), bes adet keci siiriisinde meydana gelen atik
olaylarinin sadece yeni dogum yapmis iic adet keciden kaynaklandigini bildirmislerdir.
Biitiin keciler ayn1 yerde barindirilmislardir. infeksiyona maruz kalindiktan 21 giin sonra,
her siirlide abort vakalari, gebe hayvanlarda % 20’den % 46’ya kadar artmis ve
immunohistokimyasal analizler sonucu organizmanin hem yiizeyde, hem de koryoallantoik
membranda mevcut kaldig1 gozlenmistir. Infekte koyunlarin plasentasinda her dokuda
ortalama 10° bakteriyel etken tespit edilmistir. Olii dogum orani ise infekte kedilerde % 70
oraminda goriilmiistiir. Infekte olmayan kedilerde ise 6lii dogum orami % 10 olarak
belirlenmistir. Siit¢ii inekler de Q atesi hastaligin1 yayma acisindan onemli rezervuarlardir.
Vahsi ortam ise sigirlarin infekte olmasinda énemli bir etken olabilmektedir, fakat genis

capl s1g1r siiriilerinde infeksiyonun kaynagi bilinmemektedir (Stoker ve ark 1995).
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Yaban tavsanlar1 ve normal tavsanlar vahsi hayvanlar arasinda bircok infeksiyon
tirtini  yapilarinda  barindirabilmektedirler. Webster ve arkadaslarinin  (1995)
Oxfordshire’da yaptiklar1 ¢calismada, % 7-53 oraninda kahverengi yaban ratlarinin (Rattus
norvegicus) C. burnetii agisindan seropozitif oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismanin
sonucunda da ratlarin kediler agisindan potansiyel bir av olmasi sonucu kedilerin de infekte

oldugu kanisina varilmastir.

Infekte keneler, muhtemelen C. burnetii’nin yasam siklusunu devam ettirebilmesi
icin en Onemli rezervuar olmaktadirlar. Infekte keneler, tavsan, keci, sigir, koyun vce diger
bircok hayvanda kan emici olarak bulunabilmektedirler. Kenelerin bir yerden bir yere
tasinmasinda da kuslarin roliiniin 6nemli oldugu bildirilmistir. Q atesi hastaliginin
insanlarda direkt olarak yayilmasinda da kuslarin rolii oldugu Giiney Fransa’da
aerosollerden kaynaklanan bir salginda bildirilmistir. Etkenin giivercin diskisindan izole
edildigi ve bu sekilde insanlara aerosol yolla yayildig: bildirilmistir. Baz: iilkelerde, vahsi
yada evcil hayvanlar ile temas eden insanlarda hastaligin daha fazla goriildiigii, temas riski
olmayan bolgelerde ise daha az Q atesi infeksiyonu goriildiigii bildirilmistir (Webster ve

ark 1995).

1.5. Bakteriyolojik Ozellikler

C. burnetii etkeni obligat intraselliiler, hareketsiz, okaryotik konak¢i hiicrelerde
yilksek sayida replike olma o©zelligine sahip pleomorfik kokobasiller halinde
goriilmektedir. Boliinebilme zaman 20 saatten 45 saate kadar degismektedir. (Baca ve ark
1983). Diger gram negatif etkenler ile dis membran proteinleri, lipopolisakkarit ve
peptidoglikan varlig1 agisindan benzer hiicre membrani yapisina sahip olmasina ragmen
Gram boyamada giivenilir bir boyanma karakteri gostermemektedir. C. burnetii etkenleri,
Gimenez boyama metodu ile iyi boyanmaktadirlar ve tamida bu yontemden siklikla

yararlanilmaktadir (Gimenez ve ark 1964).

C. burnetii etkenleri dogal olarak aerosol yolla yayilir ve primer durumda parazitik
olarak alveoler makrofajlar ve monositlerce hiicre icine alinmaktadir. Bu endositik
vezikiiller, normal siklus cercevesinde bakteriyel etkenlerin elimine edildigi
fagolizozomlara doniismektedir. Bir¢ok invaziv bakteriyel etken, lizis yada fagositik

vezikiiller yoluyla endositik eliminasyon mekanizmasindan kacabilmektedir. Fagozom
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kontroliiniin bakterinin eline ge¢cmesi yada fagolizozomal fiizyon olaymin inhibisyonu da
bakterilerin hiicre i¢i yasamlarin siirdiirebilmelerini saglamaktadir (Meresse ve ark 1999).
Coxiella spp. etkenlerinin hiicre i¢i yasam siklusunun baglamasindan sonra vakuoller,
hacim olarak artar ve fagozomal vakuoller olusur. Bu vakuoller, konak hiicrenin neredeyse
tim sitoplazmik alanim1 kaplayabilmekte olup aymi zamanda konak hiicrenin yasamini
devam ettirebilmesine de olanak saglamaktadir. Bu fagozomal vakuoller, asit fosfataz,
katepsin D ve lizozomal proteinler gibi sekonder fagolizozom karakterini tasidiklari igin,
immun sistem hiicreleri tarafindan antijen olarak taninma ozelliklerini biiylik oranda
kaybedebilmektedir. Fagozomlarin olgunlagmasi, invaziv bakterinin hiicre i¢i ortamda
iireyebilme yetenegine baghdir. Ornegin, Coxiella burnetii ile filogenetik akrabalig
bulunan L. pneumophila etkeni, fagositik mekanizmay1 bloke edebilir ve endositik
aktivitede diisiise yol acabilmektedir. Legionella etkenlerinin vakuollerde yasamini
stirdiirebilmeleri de imc/dot genleri tarafindan kodlanan efektdr molekiillerin sentezledigi
Tip IV sekresyon sistemi sayesinde diizenlenmektedir (Vogel ve ark 1999). C. burnetii
etkeni de hemen hemen biitiin imc/dot genlerini yapisinda bulundurmaktadir ve
fagolizozomal fiizyonu etkisiz hale getirebilmektedir. Metabolik olarak aktif olan
fagozomal vakuollerin de 6lii bakterilerden farkli olarak fagolizozomal fiizyon etkinligini

diisiirdiigii bildirilmistir (Sexton ve ark 1995).

1.5.1. Asidofilik Yasam Sekli

Fagozomal vakuollerde C. burnetii etkeni diisiik pH ortaminda yiiksek derecede
aktive olmaktadir, ayrica besin tasinmasi ve substrat metabolizmasi da indiiklenmektedir.
Membranin iginden aktif tasinmanin saglanmasi i¢in nétral bir sitoplazmik pH
gerekmektedir ve bu ortam, diger aktif yada pasif mekanizmalarla saglanabilmektedir. Bazi
sodyum/proton degisiminde gorevli olan ve temel pl proteinini iceren molekiillerin hiicre
i¢ci homeostazisi sagladig: bildirilmistir. Bakteriyel sitoplazma ve fagolizozom ortamindaki
pH degisikligi genel olarak besin tasinmasini arttirmaktadir. Bu olayda da proton
stimiilatorleri rol oynamaktadir (Ho ve ark 1995). Yiiksek derecede adaptif yasam seklinin
adenozin trifosfat (ATP) tarafindan olusturuldugu diisiiniilmektedir. Asidik ortam altinda
ATP etkinliginin hiicresel baglamda artmasi, C. burnetii i¢in esansiyel bir substrat olan
glutamatla birlikte oksidatif fosforilasyon sayesinde olmaktadir. Bu sebepten dolay1 C.
burnetii etkeninin, oksijen transportunun yogun oldugu dokulara affinite gosterdigi

diistiniilmektedir. ATP acisindan yogun olan ortamlarda pH derecesi 7.0 seviyesinde
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sabitlenir, yeni bir ATP molekiilii hiicre i¢ine tekrar girinceye kadar metabolik aktiviteler
hiicre disinda dengeli olarak devam eder. Bu durumun sonucunda da C. burnetii
etkenlerinin iiremeleri kolaylagsmaktadir. Peptidoprolil izomeraz (CbMip) ve disiilfid
oksidorediiktaz gibi molekiillerin esliginde C. burnetii etkeninin iiremesi icin elverisli bir
ortam saglanmis olmaktadir. Bazi calismalarda C. burnetii replikasyonu ve fagozomal
vakuol maturasyonu agisindan interferonlarin ve timor nekrozan faktorlerin (TNF) inhibe
edici Ozellikleri bildirilmistir. Oksijen radikallerinin varhig ile birlikte nitrojen
radikallerinin uretiminin diizenlenmesinin artmasinin, C. burnetii’nin vakuollerdeki
replikasyonunu kontrol eden bir 6zellik oldugu bildirilmistir (Howe ve ark 2002). Yiiksek
oksidatif aktiviteden korunmak ic¢in C. burnetii etkenlerinin enzim sistemleri
bulunmaktadir. Siiperoksit anyonlarinin detoksifikasyonu, SodA ve Sod C olmak iizere
sitoplazmada  bulunan iki adet siiperoksit dismutaz  enzimi araciligiyla
gerceklestirilmektedir. Daha sonraki asamada ise katalaz enzimi tarafindan ortamdaki
hidrojen peroksit, oksijen ve suya indirgenmektedir. Genomik analizler sonucu
alkilhidroksiperoksidaz genlerinin katalaz aktivitesini baslattig1 belirlenmistir. Bu bulgular
sonucu C. burnetii ile infekte makrofaj ve notrofillerin oksidatif aktiviteyi baglatamadiklar1

bildirilmistir (Miller ve ark 2002).

1.5.2. Metabolik Mekanizma

C. burnetii etkeninin biyosentetik kapasitesi olduk¢a genistir ve trikarboksilik asit
siklusu, ayrica pentoz-fosfat yolu ile sekeri kullanabilmektedir. Bu mekanizmada ise bazi
tam aminoasitlerin, lizin ve triptofan gibi anahtar enzimlerin rol oynamamasi da ilging bir
ozelliktir. Aragtirmalarda sonraki basamaklarin konak hiicrenin metabolik faaliyetleri ile
yiriitiildiiglinii gostermistir. ATP’den saglanan enerji, oksidatif fosforilasyon ve elektron
tasima sistemi ile olusturulmaktadir. Purin ve pirimidin niikleotid metabolizmas1 sentez
asamalari, yag asidi, fosfolipid, kofaktor sentezi de sekans siralamalarina dayanmaktadir.
Izoprenoid, izopentil difosfat, hiicre duvar1 biyosentezinde gorev almaktadir (Seshadri ve

ark 2003).

1.5.3. Tasinma

Genom rediiksiyonu, metabolik kapasiteyi de icermekle birlikte intraselliiler

bakteriler arasinda yaygin goriillen bir olaydir ve konak¢i faktorleri ile birlikte degisim
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gosterir. Tasima mekanizmalarinin gelisimi, besin maddelerinin ve prekiirsorlerin ortamda
bulunup bulunmamasina gore degismektedir. C. burnetii etkeni, glikoz ve ksiloz i¢in iki
adet proton bagimli tagima sistemine, onbes adet aminoasit tagima sistemine ve 3 adet
peptid tasiyicisina sahiptir. Purin ve pirimidinlerdeki bozulmamis sentez mekanizmalarina
ragmen, purin niikleozidleri aktif tasima ile pirimidin niikleozidleri ise difiizyon olayi ile
sentezlenebilmektedir. C. burnetii etkeni, diger asidofilik bakterilerde oldugu gibi hiicre i¢i
pH homeostazisini notral dengede tutmaya calismaktadir. Hiicresel tasima sistemini
olusturan genlerin biiyiik cogunlugunu, konak defensinlerine ve antibiyotiklere karsi
direnci meydana getiren genler olusturmaktadir. C. burnetii, diger tipik intraselliiler
bakterilerde oldugu gibi ATP’yi konakcidan karsilayacak olan enzimlere sahip degildir.
ATP maddesi fagolizozomlarda nadiren bulunmaktadir ve ATP/ADP degisim mekanizmasi

spesifik ortamlarda C. burnetii icin uygun olamayabilmektedir (Veras ve ark 1995).

1.5.4. Gelisimsel Yasam Siklusu

C. burnetii etkeni icin en onemli Ozellikler, fiziksel ve kimyasal faktorlere karsi
oldukga direngli olmasidir. Bu 6zellik, etkenin dogada siirekli canli ve infeksiydz halde
kalmasini saglamaktadir. Bu stabil 6zelligin temelinde ise bifazik yasam siklusu icerisinde
bakterinin degisik hiicre tipleri ile persistens olarak meydana gelmesi bulunmaktadir. C.
burnetii etkeni, okaryotik hiicrelerin fagolizozomal boéliimlerinde iki farkli hiicre tipinde
goriilebilmektedir ve bu ozellik ilk kez Davis ve Cox tarafindan 1938’de bildirilmistir.
McCaul ve Williams da (1981) vejetatif formasyon ve sporogenezis seklindeki gelisimsel
yasam siklusunu ortaya koymuslardir. Bu arastirmacilar, kiigiik hiicre varyant1 (SCV), ve
genis hiicre varyant1 (LCV) olmak iizere iki farkli hiicre tipi belirlemislerdir. Bu hiicre
tipleri dansitedeki degisim ve morfolojik isaretleyiciler sayesinde belirlenebilmektedir
SCV’ler tipik olarak 0.2-0.5 pm c¢apinda ve comak seklinde ve yogun kromatin
iplik¢ikleriyle birbirine bagli intrasitoplazmik membrandan olusmustur. Bu hiicre formu,
1s1 sokuna, basinca, ultrasonik vibrasyonlara, ozmatik soka ve oksidatif strese dayanikli
olmaktadir. LCV’ler ise daha biiyiiktiir, biiyiikliikleri 1 um’yi gecer ve daha pleomorfik
yapida goriilmektedirler, ayrica kromatinleri daginik ve filamentdz halde bulunmaktadir.
Tipik gram negatif bakterilerde olan eksponansiyel fazi igeren sitoplamik membran,
periplazmik bosluk ve dis membran komponentlerini yapilarinda barindirmaktadir

(McCaul ve ark 1991).
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C. burnetii’'nin yasam siiklusunu anlayabilmek i¢in, fagozomal vakuollerdeki
morfolojik hiicre diferansiyasyonunu diizenleyen genler identifiye edilmistir. SCV ve LCV
hiicre tiirleri arasindaki farkliliklar immunoblotting, yiizey iyonizasyonu ve iki boyutlu
poliakrilamid jel elektroforezi yontemleri ile ortaya konmustur. Bu metodlarla 29 kDa
biiytikliiglindeki P1 dis membran proteini identifiye edilmistir. P1 proteini anyon selektif
porin olarak gorev yapmaktadir. Porin komponenti, 7.4 pH derecesinde agik olarak
bulunur ve ekstraselliler ortama gore pH’nin notr kalmasimmi saglar. Diisik pH
derecelerinde ise fagolizozomlarda oldugu gibi porin aktivitesi degisir ve porinler genelde
kapali olarak kalmaktadir. Porinlerin agik kaldig: diisiik pH derecesinde ise kompanzasyon,
C. burnetii i¢in yararli bir karbon kaynagi olan glutamat ile saglanir (Varghees ve ark

2002).

Gen ekspresyonu profili analizleri sonucu LCV ve SCV spesifik genlerin, P1’in,
alternatif sigma faktorii rpoS’in ve hcbA’nin infeksiyondan sonra erken donemde meydana
getirildigi belirlenmistir. Daha 6nceki caligmalara gore P1 geninin besin alimindaki rolii,
asidik fagolizozomlarda belirlenmistir. Escherichia coli bakterisinde, latent donemden
tireme donemine gecisteki gen regiilasyonu Rpo geni tarafindan diizenlenmektedir. LCV
hiicre tipindeki Rpo’lar ise lireme regiilasyonundan ziyade intraselliiler ve ekstraselliiler
ortama uyum saglanmasi agisindan C. burnetii etkeninde gorev almaktadir. Diferansiye
gen ekspresyonuna verilebilecek bir ornek ise uzama faktorii genleridir. EF-Ts (tsf) ve Ef-
Tu (tufB) genleri LCV hiicre tipleri icin translasyonel element olarak belirlenmistir. Bu
genler, aminoagil tRNA ribozom baglanmasini, transkripsiyonu, ve C. burnetii i¢in stres

cevabi olaylarini aktive edebilmektedir (Abdelrahman ve ark 2005).

SCV spesifik bir gen olan hcbA ise Hql tarafindan kodlanmaktadir ve bu
komponent, Chlamydia tiirlerinde bulunan histon benzeri protein ile yagi bakimindan
korelasyon gostermektedir. Hql, daha ¢ok LCV ve SCV diferansiyasyonu sirasindaki
yogun niikleoid formasyonundan sorumludur. SCV proteini olan scvA’nin fonksiyonu ise
tam olarak anlasilamamistir. Ciinkii bu genin in vitro ortamdaki DNA baglanma aktivitesi,
kromozom stabilizasyonu ve topolojik DNA’nin indiiksiyonu, dolayisiyla LCV
hiicrelerinin ~ SCV  hiicrelerine  diferansiyasyonunda  farkliliklar  g6zlenmektedir
(Abdelrahman ve ark 2005).

C. burnetii etkeninin morfolojik diferansiyasyonu Chlamydia spp. ve Legionella

spp. tirleri ile benzerlik gostermektedir. Hem SCV’ler, hem de Klamidyal elementer
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komponentler (EB) yogun kromatin ipliklerini icermektedir. Bu yapilar, metabolik olarak
daha az aktiftirler ve ekstraselliiler yasama gore adaptasyon saglamislardir. C. burnetii ile
karsilastinlldiginda, L. pneumophila etkeni amipsi formlarda diferansiyasyona gitmektedir.
Kist benzeri yada olgun intraselliiler form (MIF) SCV ile karsilastirilabilir durumdadir ki
her iki hiicre varyanti intraselliller biiylime boyunca dis ortam kosullarina gore stabil
kalmaktadir. C. burnetii i¢in ifade edilen bifazik yasam tarzi 2 farkli fazi icermektedir.
Birinci faz olan replikatif fazda metabolik olarak aktif durumdaki LCV hiicreleri ve diger
fazda ise infeksiyon siklusunda cesitli adaptasyonlarin goriildigti SCV hiicreleri

olmaktadir (Garduno ve ark 2002).

1.5.5. Faz Varyasyonu

1.5.5.1. Faz I ve Faz II Lipopolisakkaritlerin Yapisi

C. burnetii etkeninde antijenik varyasyonlar konak hiicreye bagimli olarak
gerceklesmektedir. Embriyolu tavuk yumurtast veya hiicre Kkiiltiirlerindeki pasajlar
sonucunda bakteriyel populasyonlarin Enterobacteriaceae familyasindaki etkenlerde
oldugu gibi virulant fazdan (Faz I) avirulant faza (Faz II) gectikleri goriilmiistiir. C.
burnetii Faz 1 etkeninde lipopolisakkaritler tam olarak olugmaktadir ve bakteriye yliksek
derecede infektivite kazandirmaktadir. Bu etkenler insanlar, hayvanlar ve artropodlarda da
goriilmektedir. Faz varyasyonu, tek asamada gerceklesen bir olay olmayip, avirulant faza
gecis sirasinda bir ara faz da bulunmaktadir. Faz II etkenlerde sadece govdeden ibaret ve
yapist bozulmus lipopolisakkarit formu belirlenmistir. Bu formda ayrica yiizey proteinleri

ve hiicre dansitesi de yapisal olarak farklilik gostermektedir (Toman ve ark 1998).

O antijenik polisakkaritleri galaktozaminuronil-a-(1,6)-glukozamin disakkarit
[GalU-a-(1,6)-GIcN] ve L-dihidroksistreptoz [3-C-(hidroksimetil)-liksoz] molekiillerinden
olusmustur. O antijeninin kesin iinit membran1 tam olarak belirlenememistir, fakat B-D-
virenoz ve L-dihidroksistreptoz komponentlerini icerdigi tahmin edilmektedir (Toman ve
ark 1998). Lipopolisakkarit yapisindaki suslar arasi antijenik varyasyonlar bant ciftlerinin
dizilimine gore Faz I bakterilerde ortaya konmustur. Ayrica dizilimlerin dagilimlarinin Q
atesi hastaliginin akut ve kronik formlarindan izole edilen suslarla korelasyon gosterdigi de
saptanmistir. C. burnetii Nine Mile ve Priscilla suslart  kimyasal olarak

karsilastirildiklarinda akut ve kronik hastaliklara neden olan etkenlerde yan zincir seker
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kompozisyonunda belirgin farkliliklarin oldugunu ve C. burnetii O serotiplerinde
varyasyonlar meydana gelebildigi bildirilmistir. Ara faz etkenlerde bulunan
lipopolisakkaritler ise Faz I etkenlerin yapisinda olan lipopolisakkaritler ile benzerlik
gostermektedirfakat bu fazda B-D-virenoz bulunmamaktadir. Faz II etkenlerde O-
polisakkarit yan zincir sekeri ise tamamiyla bulunmamaktadir. Faz II lipopolisakkaritleri
ise enterobakteriyel i¢ cekirdek bolgesi ile karsilastirildiginda D-mannoz (D-man), D-
glisero-D-mannoheptoz (D,D-Hep) ve 3 deoksi-a-D-manno-oct-2-ulopiranozid (Kdo)
komponentlerinden olusmaktadir. Genellikle dis ¢ekirdek, yaygin piranozidik heksozlarin
dall1 oligosakkaritlerinden meydana gelmistir. C. burnetii Faz 11 etkeninde terminal D-Man
molekiilii bulunmaktadir ve bu molekiil, dis ¢ekirdek bolgesinin sentezlenmesi sirasinda
mutasyonel olaylarda rol oynamaktadir. C. burnetii lipid A molekiilii ise tipik B-(1,6)-bagl
D-glukozamin (GlcN) disakkarit catisindan olusmaktadir. Hekzaacil enterobakteriyel lipid
A molekiilinden farkli olarak C. burnetii’nin icerdigi Lipid A molekiilii tetraacil

yapisindandir (Honstettre ve ark 2004).

Immun hiicrelerin lipopolisakkaritler ile aktivasyonu olayr primer Lipid A
molekiilii ile gerceklestirilmektedir ve bu olaydaki varyasyonlar biyolojik aktivitenin
dramatik bir halde diismesine yol acmaktadir. Tipik enterobakteriyel lipopolisakkaritlere
karst monositlerden salinan sitokin miktar1 ise C. burnetii etkeni i¢in salinan sitokin
miktarindan daha yiiksek olarak saptanmustir. In vivo ortamda Toll-like-reseptorlerin
(TLR) bakteriyel fagositozda 6nemli rol oynadig: bilinmektedir, fakat bu reseptorlerin, C.
burnetii infeksiyonunun organizma icinde kontrol altina alinmasinda etkisiz kaldigi
bildirilmistir. TLR2 reseptorlerinden yoksun makrofajlarin  C. burnetii Faz 11
infeksiyonuna kars1 olduk¢a duyarli oldugu ve yangisal sitokinlerin bu infektif donemde
salgilanmadig belirlenmistir. Ayrica C. burnetii lipid A molekiiliiniin antagonistik etkisi
ve enterobakteriyel lipopolisakkaritlerin TLR4 aktivasyonunun biyosentetik prekiirsér olan
Lipid IV molekiilii ile saglandigi da saptanmistir. Dendritik hiicrelerin aktivasyonu ve
maturasyonunun sadece Faz I etkenlerinde goriildiigii bildirilmistir. Faz I etkenlerdeki
lipopolisakkaritlerin yapisinin komple oldugu ve bu yapisal 6zelligin bakteriyi TLR2
reseptorlerinden korudugu saptanmistir. Patojenlerle iliskili ¢esitli kalip molekiillerin dogal
bagisiklik sistemi tarafindan tanindigi bilindigine gore bakteriyel etkenin fagositozdan
kurtulmasinin, TLR interaksiyonlarindaki varyasyonlara dayandigi sonucuna ulasilmistir

(Golenbock ve ark 1991).
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1.5.6. Genetik Organizasyon ve Lipopolisakkarit Biyosentezi

LPS yapisinda bulunan O polisakkaritlerin ve oligosakkaritlerin biyosentezi i¢in
meydana getirilen genetik kod, siiregelen genlerin kiimelenmesi ile olusmaktadir. Bu
genler farkli bolgelerde bulunmalarina karsin bakteriyel kromozomlara yakin olarak
yerlesmektedir. Lipid A biyosentezini yonlendiren genler yiiksek derecede korunmaktadir
ve genom etrafinda lokalize olmus sekildedir. C. burnetii etkeninde O antijen geni ve
cekirdek oligosakkarit gen kiimeleri i¢in iki farkli bolge bulunmaktadir. O polissakkarit
gen kiimeleri, 30 kilobazlik bir alanda yerlesmektedir ve niikleotid difosfat (NDP) —aktive
seker prekiirsorleri glikozil transferaz enzimleri gibi genlerin sentezinden sorumlu
olmaktadir. Genlerin kiimelenme organizasyonu kisithidir ve muhtemel transkripsiyonel
initeler o-polisakkarit genleri ile ilgili olmayan genler tarafindan durdurulmaktadir. O
polisakkarit gen kiimelerinin kromozomal lokalizasyonu da yiiksek derecede
korunmaktadir ve enterobakterilerde ise his geni lokusunu icermektedir. C. burnetii
etkeninde his lokusu varlig1 belirlenememistir, fakat hisB benzeri bir genin varligi, gen
kiimesinin 5' ucunda belirlenmistir. Bu nadir organizasyon, gen kazamimi ya da gen
diizenlenmesi olaylar belirtmektedir ve potansiyel olarak gen kiimesi boyunca siralanmig

olan iki adet transpozaz enzimi ile iligkilidir (Shannon ve ark 2005).

O antijeni {init yapistyla ilgili olarak GalU-0-(1,6)-GlcN disakkaritinin
formasyonuigin aktive edilen seker prekiirsorii metabolit havuzundan karsilanmaktadir. C.
burnetii spesifik B-D-virenoz sekeri ve L- dihidroksistreptoz molekiillerinin sentezlenme
yollar1 heniiz agiklanamamistir, ancak dogada benzer seker rezidiileri bulunmaktadir.
Yersinia enterocolitica O:8 serotipinin O antijeni 6-deoksi-guloz rezidiisiine sahiptir.
Yersinia icin tasarlanan biyosentez asamalarinda 6-deoksi-guloz molekiilii, bazi
boliimlerde NDP-heksoz prekiirsorleri tarafindan sentezlenebilmektedir. L-hidroksistreptoz
ise streptomisinin seker pargasi olarak bilinmektedir ve Streptomyces griseus bakterisinin
sekonder metabolizma iiriinii olarak sentezlenmektedir. Biyosentez asamalari iyi derecede
karakterize edilmistir analog fonksiyona sahip enzimler C. burnetii etkeninde de

bulunabilmektedir (Pissowotzki ve ark 1991).

C. burnetii etkeninde O polisakkariti sentezlenmesi, ATP tasiyic1 molekiiller
sayesinde olmaktadir. O polisakkarit zinciri, tamamiyla sitoplazmik membranin i¢

tarafindan sentezlenmektedir. Sentezlenen boliimde yiiksek derecede spesifik ve aktif olan
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glikoziltransferaz enzimleri lokalize olmaktadir. O polisakkarit gen kiimeleri i¢in iki adet
glikoziltransferaz enzimi gorevlidir ve ilave transferaz enzimleri de gerekebilmektedir. O
polisakkarit zincirlerinin terminal modifikasyonu, ATP tasiyict molekiillerin zincir
terminasyonu olay1 ile iliskilendirilmistir. B-D-virenoz ve L-dihidroksistreptoz molekiilleri
C. burnetii icin bildirilmistir ve seker rezidiilerinin transferi de zincir terminasyonu ve O

polisakkaritlerinin ihraci ile baslamaktadir (Raetz ve ark 2002).

Cekirdek oligosakkarit gen kiimeleri i¢in belirlenen bolgeler ise yaklasik 27
kilobazlik bir alanda mevcut bulunmaktadir ve seker prekiirsor sentezi ve heksoz
rezidiilerinin transferinden sorumlu genler, bu bolgelerde bulunmaktadir (Zhang ve ark

1997).

C. burnetii Nine Mile susunun faz degisim asamasinda O antijenlerinden sorumlu
polisakkaritleri olusturan genlerin sekansiyel kayiplar1 goriilmektedir. Faz 1 ve Faz II
izolatlarinda RFLP (restriction fragment lenght polymorphism) kalip karsilastirmasi
sonucu O antijeni genlerinin kayb1 ve kromozomal delesyon olaylarinin iki faz arasinda
benzerlik gosterdigi ortaya konulmustur. Fakat bazi izolatlarin sekans analizleri sonucu
kromozomal delesyon ve lipopolisakkarit kemotipi arasinda herhangi bir korelasyon
saptanmamustir. C. burnetii RSA514 ve Avustralya’da izole edilen bir sus olarak AUST II
etkenlerinde ara fazda O-spesifik zincirde [B-D-virenoz bulunmamaktadir. AUST II
susunda ayrica O antijen kiimelerinde 32 kilobazlik bir alan kaybolmus vaziyettedir. C.
burnetii RSA514 ve ve Avrupa ast susu M44 serotiplerinde tam LPS bulunmaktadir.
RSA34 susunda ise 26 kilobazlik bir alan silinmis olarak bulunmaktadir. Gram negatif
etkenlerdeki faz varyasyonlari, replikasyon hatalari, erken terminasyon sonucu gelisen
kalip mutasyonlar1 sebebiyle genellikle spontan bir siire¢ izlemektedir. Alternatif olarak
PmrA/PmrB ve PhoP/PhoQ gibi bakteriyel duyu sistemleri, ¢evre kosullarina tepki ve
konak hiicrede yasama adaptasyon gibi durumlarla iligkili olarak LPS molekiillerinin
indirgenmesine yol agmaktadir. C. burnetii etkenindeki kromozomal delesyonlar, faz
degisimi icin olan tek mekanizma degildir. LPS biyosentez asamalarinin daha detayh
analiz edilmesiyle birlikte diger mekanizmalarin saptanabilecegi diisiiniilmektedir (Gunn

ve ark 1998).

1.6. Genomik Ozellikler
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C. burnetii etkeni, 2 Mbp’lik kiigiik sirkiiler bir kromozom yumag: icermektedir.
Cogu izolat, 32 kilobaz ile 51 kilobazlik plazmidleri icermektedir ve bu plazmidler, toplam
genom formasyonunun % 2’lik bir kismimi olusturmaktadir. Kalici plazmid tasimayan
suglarda 16 kilobazlik plazmid benzeri sekanslar kromozomlara entegre halde
bulunmaktadir. Genomda G+C konsantrasyonu toplam molekiiler agirlhigin % 43’{inii
olusturmaktadir. Intraselliiler bakterilerde genom rediiksiyonu olayi, spesifik konak
hiicrelerinde yasama adaptasyon saglamak acisindan onemli bir olaydir. Bu siire¢ sirasinda
ilgisiz genler elimine edilmektedir. C. burnetii i¢in 83 psodogen identifiye edilmistir. Bu
genlerin ¢ogu tek kalip halindedir ve nokta mutasyonlarini igcermektedir. Psodogenler, C.
burnetii genomunda gen rediiksiyonunun baslamasinin erken oldugunu gosterir ve bir
onceki orjin susun konak hiicreye adaptasyon sagladiginin belirleyici faktoriidiir. Diger
intraselliiler bakterilere nazaran, mobil genetik elementlerin cesitliligi, C. burnetii
genomunda sabit olarak bulunmaktadir. 3 adet dejenere transpozon ve 29 adet IS element
belirlenmigtir. IS111 elementi yaklasitk 1400 bp’lik inzersiyon sekansi icerir ve bu

sekanslar 7 bp’lik kaliplar halinde kendini tekrar etmektedir (Guo ve ark 1997).

Kromozomal bir kdken saptanmasi i¢in kullanilan plazmid kurtarma teknigi sonucu
5.8 kilobazlik EcoRI kalib1 iizerinde bulunan otonom replikasyon sekansi saptanmistir.
Plazmid replikasyonu i¢in gereken minimum alan ise 403 bp kalip araligina kadar
indirilebilmistir. Bu minimum otonom replikasyon sekansi, onemli bir homolog yap1
gostermemektedir, fakat kromozom benzeri bir orjine dayandirilmaktadir. Bu yapiya denk
gelen kaliplardan 60 kDa biiyiikliiglinde i¢ membran proteini mpA ve rpmH genleri
tarafindan kodlanmaktadir. Normal olarak bu genler diger bakterilerde oriC geninin
yakinlarinda bulunmaktadir. Bu yapisal benzerliklere ve E. coli etkeninde olan plazmid
replikasyonu desteklenmesi durumuna ragmen ars geninin kromozomal replikasyonu
baglatict 6zelligi i¢in herhangi bir deneysel calisma yapilmamistir. Ayrica oriC geninin C.
burnetii etkenindeki fonksiyonu belirsizligini korumaktadir. Ars geninin izolasyonu ve
identifikasyonu ile birlikte C. burnetii etkeninin manipiilasyonu i¢in gereken stabil genetik
sistemlerin gelistirilmesi de miimkiin olabilecektir. Ilk yapilan calismalarda ColE1 tipi
vektor geni olusturulmasi icin gereken ars geni, C. burnetii-spesifik replikon olarak
kullanilmistir. Transformant genomlarin geneteik analizleri sonucu vektoriin otonom
replike sistemleri agiga cikarilmistir. ARS gen yumaklarinin transformant genomlarda
duplikasyonu ve entegre vektor ile koprii kurmasi, replikasyon olaymnin devamliligi ve

dayanikliligi acisindan C. burnetii i¢in potansiyel bir genetik manipiilasyon oldugunu
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ortaya koymustur. Seleksiyon olay1 ise spontan direngli bakterilerde engellenmis bir
siirectir ve uzun siireli ampisilin tedavisinde plazmid DNA’s1 ortadan kaybolmaktadir. Bu
zorluklara karsilik replikon olarak yesil floresan proteini kodlayan 5,8 kilobazlik ars kalibi
meydana getirilmistir. Bu yeni metotla hiicre kiiltiiriinde elde edilen transformant
genomlarin saptanabilir hale gelmesi ve patojen-konakci arasindaki interaksiyonlarin

belirlenebili olmasi saglanmistir (Lukacova ve ark 1999).

1.7. DNA Tamir Mekanizmalari

C. burnetii etkeni, fagolizozomlardaki asidik ortam sarti sonucu DNA’ya hasar
veren etkenlere maruz kalmaktadir ve genomik stabilite ve entegre olabilme yetenegi,
genetik dagilim acisindan ortam sartlarina gore kritik bir faktor haline gelmistir. DNA
tamir mekanizmalari, direkt tamir, eksizyon tamiri ve rekombinasyonel tamir olmak iizere
tic onemli kategori altinda incelenmektedir. Direkt tamir en basit formdur ve normal DNA
yapist gen catis1 bozulmadan enzimatik olarak eski haline getirilir. Bu mekanizmada
fotoreaktivasyon sistemi (phrAB) ve metiltransferaz ile metil gruplarinin uzaklastirilmasi
bulunmaktadir. C. burnetii ise fotoliaz sistemine ait phrB genini icermektedir (Morimatsu

ve ark 2003).

Eksizyon tamiri ise aktif yer degistirmeyi icerir ve hasarli baz yada komsu
niikleotidlerin zarara ugratilmasi esasina dayanir. Eksizyon tamirinde niikleotid eksizyonu,
baz eksizyonu ve uyumsuz tamir olaylar1 meydana gelir. Niikleotid eksizyon olay1 C.
burnetii i¢in ortaya konmustur. DNA glikozilaz ve endoniiklez enzimleri de baz eksizyon
olayi ile iligkili olmaktadir. Uyumsuz tamir sistem ise DNA replikasyonu sonrasi uygunsuz
olarak dizilen baz c¢iftlerini tanimaktadir. Uyumsuz tamir sistemi, C. burnetii etkeninde tam
olarak bulunmamaktadir. Sadece mutL ve mutS genleri vardir ve diger bakterilerde
saptand1 gibi mutH geninin yoklugu, uyumsuz gen tamiri olayi i¢in yetersizlik meydana
getirmektedir. Konak hiicrenin 6nemli bir savunma mekanizmasi olan oksidatif DNA
hasari, mutasyonel uyumsuzlugun giderilmesini de biiylik 0Olciide engellemektedir.
Rekombinasyonel DNA tamir sistemi i¢in iki ana mekanizma bilinmektedir. RecA geni, bu
mekanizma i¢inde major regiilator gen pozisyonundadir ve DNA hasar1 sonucu hemen

devreye girmektedir (Morimatsu ve ark 2003).
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Derrick tarafindan Q Fever hastaliginin 1937 yilinda tanimlanmasindan bu yana C.
burnetii etkeninin dogal yapisinin anlagilmasi icin Onemli c¢alismalar yapilmistir.
Legionellales takiminin yeniden siniflandirilmasi, y Proteobacteria familyasi iginde
fenotipik ve genotipik benzerliklerin C. burnetii ve Legionella pneumophila arasinda
ortaya konmasi1 bu calismalara 6rnek olarak gosterilebilir. Her iki patojen de membrana
bagli vakuol icinde bulunmaktadir ve yiiksek derecede direncgli ekstraselliiler hiicre
formasyonuna doniisebilmektedir. Cogu intraselliiler bakterinin kendi hiicre igi
homeostazisi saglayabilmektedir. Buna kanmit olarak, Legionella pneumophila etkeninde
bulunan tip IV sekresyon sisteminde efektor molekiiller 6nemli rol oynamaktadir. C.
burnetii etkeninde de fagozom maturasyonunun engellenmesi, genis vakuollerin
formasyonu ve oksidatif aktivitenin Onlenmesi i¢in efektor molekiiller devreye

girebilmektedir (Vogel ve ark 2004).

Fagozomal vakuoller, sekonder fagolizozomlara benzemektedir. Dogal bagisiklik
sisteminin komponenti olan fagositik hiicrelerin boliimii olarak bazi1 enzimleri, defensin,
oksijen ve nitrojen radikallerini icermektedir. Bu yapilar invaziv bakterilerin inaktivasyonu
ve degradasyonuna yol a¢cmaktadir. Bu yikict ortam sartlarinda C. burnetii etkenini
tiremesi i¢in yiiksek adaptif fizyolojik hiicre yapist ve koruyucu mekanizmalar
gerekmektedir. Genom sekanslanmasi ve biyokimyasal oOzelliklerin karakterizasyonu
sonucu C. burnetii etkeninde genis spektrumlu metabolik kapasite ve tasima sistemleri
saptanmistir. Konak hiicre disinda minimal aktivitenin devam ettirilebilmesi i¢in ATP
havuzunun yaratilmasi hilesi, C. burnetii etkeninin konak hiicreye ve infeksiyon siklusuna
yiiksek derecede adaptasyon saglamasina yaramaktadir. Buna ek olarak bazi enzimlerin
ekspresyonu, alkilhidroksiperoksidazlar ve DNA tamir sistemindeki ¢esitlilikler de konakg¢1
kaynakli oksijenin ve nitrojenin aktive olmamis fagositik hiicrelerde miktarinin

diisiiriilmesini saglamaktadir (Clifton ve ark 1998).

C. burnetii etkeninde faz varyasyonu lipopolisakkaritlerin kemotipi ve virulans
kaybr ile sekillenmektedir. Faz degisiminin molekiiler mekanizmas1 tam olarak
anlasilmamistir ve kromozomal delesyon olayi ile korelasyon gostermektedir. Tam LPS’ler
Faz I bakterileri TLR bagimli taninma mekanizmasina kars1 koruyabilmektedir (Weinberg

ve ark 2000).

1.8. Patogenezis
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Coxiella burnetii siklikla kontamine toz ve damlaciklarin solununmasiyla, daha az
oranda infekte siit ve siit iirlinlerinin alinmasi ve derideki siyriklardan igeriye girmesi ile
insana bulasir. Etken Once akcigerlere yerlesrnekte oradan hematojen yolla diger organlara
yayilmaktadir. Inkubasyon periyodu alinan inokulum dozuna bagli olarak 14-39 giin
arasinda degismektedir. Q hurnmasi infeksiyonu asemptomatik, akut ve kronik olmak
iizere iic farkli klinik seyir gostermektedir. Infeksiyonun, olgularin cogunda hafif hatta

belirtisiz seyrettigi bildirilmistir (Mandell ve ark 2000).

Coxiella burnetii infeksiyonlar1 genellikle sivisal ve hiicresel immun yanit ile
kontrol edilmektedir. Akut infeksiyondan hemen sonra faz II’ye kars1 IgM antikorlar1 daha
sonra da IgA ve IgG tipi antikorlar olusrnaktadir. C. burnetii infeksiyonu T hiicre cevabi
ile kontrol edilmektedir. Ancak hiicresel immunite infekte konaktan C. burnetii'nin
eradikasyonunu saglayamadigi icin kazanilmis immunsupresyonu olan hastalarda

tekrarlayan infeksiyonlara yol agabilir.

Q atesinde esas belirti akcigerlerdedir. Tipik histopatolojik lezyon konsolidasyon,
interstisyel infiltrasyon ve alveoler eksudasyondur. Alveoler eksudat icinde rnononiikleer
hiicreler, fibrin ve eritrositler bulunur. Akcigerde damar tutulumuna bagl olarak kanama
ve nekroz alanlan saptanir, Akcigerdeki patolojik bulgular Q atesi i¢in spesifik degildir,
atipik pnomoni yapan diger etiyolojik ajanlarin bulgulan ile (Legionella pneumophila,

Chlamydia pneumoniae, C. psittaci) karisabilir (Westlake ve ark 1987).

Karaciger dokusunun histopatolojik incelemesinde fokal hepatoseliiler nekroz,
makrofaj, lenfosit ve polimorf I6kositlerden olusan infiltratif hiicreler, ayrica tipik "halka
seklinde" graniilomlar (Doughnut graniilomu) goriiliir. Bu granulomlarin rnerkezinde
yogun bir fibrin halkasi, multiniikleer dev hiicreler ve cevresini saran bir yag vakuolil
vardir. Bu graniillomlar Q atesi icin oldukca tipik olmakla birlikte Hodgkin hastaliginda,
tifoda ve enfeksiyoz mononiikleozda da goriilebilir. Kemik iligi lezyonlar1 genellikle
karacigerde bulunan lezyonlara benzemektedir. Burada da Doughnut graniilomlar: ile
birlikte makrofaj, lenfosit, polimorf Iokositler ve multiniikleer dev hiicreler bulunur.
Infekte kalp kapaklarindaki tipik vejetasyonlar oldukca kiiciiktiir ve ekokardiyografi ile
saptanmas1 zordur. Histolojik bulgular nonspesifiktir, fibrin, trombus, nekroz, nekrotik

hiicre yikimlari, kalsifikasyon ve fibroblastlar genelde bulunmaktadir. C. burnetii
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immunohistokimyasal  yontemlerle infekte kapak Orneklerinden siklikla izole
edilebilmektedir. Vejetasyonlardan kaynaklanan arteriyel emboliler baslica dalak, bobrek
ve beyin olmak iizere bir ¢ok organda infarktiise neden olabilirler. Aynca Q atesi
endokarditi esnasinda basta glomerulonefrit olmak {izere immun komplekslere bagli

komplikasyonlar ortaya ¢ikabilmektedir (Silver ve ark 1984).

1.9. Q Atesi Hastahginda immun Yamt

Q Fever hastaligi, C. burnetii tarafindan meydana getirilmektedir. Bu obligat
intraselliiler bakteri Legionella tiirleri ve Francisella tularensis ile filogenetik olarak
benzerlik gostermektedir. Infekte bireyler genellikle etkeni aerosol yolla almaktadirlar.
Bunun sonucunda primer infeksiyon olugmaktadir. Primer infeksiyonlarin ¢ok azi kesin
teshisle sonuglandirilmistir. Ciinkii klinik olarak hasta bireylerin yarisindan fazlasinda
semptomlar  belirgin  degildir ve elde edilen serokonversiyon ile teshis
desteklenememektedir. Cogu zaman akut Q atesi hastaligi  kendiliginden
sonlanabilmektedir. Fakat bazi durumlarda hastalik persiste edebilir ve antibiyotik tedavisi
goren bireylerde tekrar ortaya cikabilmektedir. Infekte bireylerde hastalik, aylar hatta yillar
sonra kronik formda ortaya cikabilmektedir. Q atesi hastaliginin ana semptomu
endokarditis olarak saptanmistir. Kan kiiltiiri negatif olan bireylerin % 48’inin C. burnetii
ile infekte oldugu bildirilmistir. Q atesi hastaligina baglh endokarditis vakarlinda fibrozis
ve kalsifikasyon goriilmektedir. Doksisiklin ve klorokuin kombinasyonlu terapilerde
hastaligin prognozu degismektedir ve bu tedavinin uygulandig: bireylerin sadece % 5’inde
18 ay sonra tekrarlayan Q atesi hastaligr goriilmiistiir. Doksisiklin kan konsantrasyonu ve
antikor seviyelerinin diismesinin de korelasyon gosterdigi bildirilmistir. Ayrica C. burnetii

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

1.9.1. Primer Q Atesi Hastaliginda Protektif Immun Yamt

Primer hastalikta infeksiyonun kontrolii sirasinda sistematik hiicre kaynakli immun
yanit ve granulom formasyonu goriilmektedir. Granulomatoz lezyonlarda makrofajlar ve
epitelyal hiicreler, ayrica multiiniikleer dev hiicreleri de bulunmaktadir. Akut hastalikta
hepatitis goriilen bireylerde proliferatif yanitlar gézlenmistir. Formalin ile inaktive edilen
etken ile asilanmis hastalarda spesifik lenfoproliferasyon ve interferon miktarlarinda artis

gozlenmistir. Granulom formasyonu ve interferon itretimi, immun yanitin Thl tip
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polarizasyon gsterdigini ortaya koymustur. Q atesi hataliginin immun kontrolii ise etkenin
eradikasyonunu saglamamaktadir ve hayvanlarda C. burnetii yayilimi devam etmektedir.
Akut infeksiyondan yillar sonra bile kan dolasiminda ve kemik iliginde etken DNA’s1

bulunabilmektedir (Izzo ve ark 1988).

Infeksiyonun yayilma yolu, organizmaya giris miktar1 gibi etkenler, hastaligin
seyrini etkilemektedir. Ayrica hastaligin meydana gelmesinde solunum yolu ile pnémoni,
hepatitis ile intraperitoneal yol birbiriyle iliskili olmaktadir. Hastalik erkek bireylerde, disi
bireylere nazaran daha fazla goriilmektedir. Ostradiol 17-B’nin etkisi, cinsiyet farkliligi
acisindan onemli olarak saptanmistir. CB6BL/6 farelerde, erkek bireylerde granulomlarin
daha fazla goriildiigii bildirilmistir. Ayrica farelerde yas faktorii de hastalik olusumu
acisindan arastirilmistir. Bakteriyel doku hasar1 ve granulom sayisinin 14 aylik farelerde, 1

aylik farelere nazaran daha fazla oldugu goriilmiistiir (Leone ve ark 2004).

1.9.2. Kronik Q Atesi Hastahiginda Defektif immun Yanit

C. burnetii infeksiyonu, immunkompromize hastalarda kronik hale gelebilmektedir.
Hiicresel immunite bozuklugu olan farelerde hastaligin kronik hale geldigi bildirilmistir.
Kortikosteroid tedavisi ve biitiin viicudun irradyasyone edilmesi, deneysel infeksiyonlarda
hastaligin kronik hale gelmesine yol agmaktadir. Fareler siklofosfamid aldiklar1 zaman

infeksiyonun tekrar ortaya ¢iktig1 gozlemlenmistir (Sabatier ve ark 1997).

Kronik Q atesi hastaliginin defektif hiicresel immunite ile karakterize edilmesi ile
hiicresel immunitenin korunmada 6nemli rol oynadigi ortaya c¢ikmaktadir. Gelismemis
hiicresel immunite, karacigerde granulomlar yerine lenfosit infiltrasyonu ve nekrozis ile
Olciilebilmektedir. Q  atesi  endokarditis  hastalarinda  lenfosit  proliferasyonu
goriilmemektedir. Bunun nedeninin olgunlasmamis T hiicrelerinin alterasyonu oldugu,
fakat CD4" lenfopenisi saptanan tedavi edilmis bireylerde immun yanitin normal seviyelere
ciktig1 belirlenmistir. Spesifik supresyon olay1 ise prostaglandin E2 yada sitokinler gibi
immunregiilator mediyatorler tarafindan saglanmaktadir. Interlokin 10 (IL-10)’un,
ozellikle kronik Q atesi hastaliginda asir1 derecede iiretilmesinden dolay1
immunsupresyona ve regiilator T hiicrelerinin indiiksiyonuna yol a¢cmaktadir. Sitokin ve
kemokinlerin defektif olarak etkilemesinin immunokompetent hiicrelerin hedefe yonelik

yetersiz migrasyonuna neden olmaktadir. Ayrica C. burnetii ile infekte monositlerin timor
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nekrozis faktorii (TNF) ile birlikte endotelyumlarda defektif transmigrasyona ugradigi da
bildirilmistir (Dellacasagrande ve ark 2000).

Kronik Q atesi hastaliginda immunsupresyon olayr ekzakarbasyona ugramis
yangisal yanit ile iliskilidir. Endokarditis ile seyreden vakalarda siddetli yangi olusumu
belirlenmistir (Sabatier ve ark 1997). TNF ve IL-6 seviyeleri de dolasimda yiikselmektedir.
Lokosit aktivasyon molekiilii olan CD23’ler, IgE’lere diisiik affinite gostermelerine karsin
hastaligin kronik doneminde hizla artmaktadir. Buna ek olarak TNF ve IL-1 diizeyleri,
endokarditis semptomu gosteren hastalarda akut donemde belirgin diizeyde artmaktadir.
TNF iiretimi, hastalifin aktivitesi ile dogru orantili olmaktadir. ik zamanlarda, hastaligin
teshisinin yeni konuldugu bireylerde TNF iiretimi yiiksektir. Tedavi siirecinin baslamasi ile
birlikte diizey diismektedir. Daha sonra, TNF iiretimindeki en yiiksek artis, IgG seviyesinin
yiikseldigi zamanda goriilmektedir. Kemokinlerin ve monosit kemoatraktant proteinlerin
(MCP-1) iretimi de akut endokarditis ile seyreden Q atesi hastaliginda monositlerden
yiiksek oranda elde edilmektedir. IL-6 iiretimi ise hem akut, hem de kronik Q atesi
hastaliginda yiiksek seviyede goriilmektedir. Sonucta immunsupresyon ve ekzakarbe

inflamasyon olaylar1 kronik Q atesi hastaligi ile iligkilidir (Capo ve ark 1999).

1.9.3. Q Atesi Hastaliginda Dogal Bagisikhik

C. burnetii etkeni, miyeloid kokenli hiicrelerde obligat intraselliiler olarak yagamini
siirdirmek zorunda olan bir etkendir. Bu nedenden dolayi, makrofajlarin mikrobisidal ve
fagositik aktivitesinin bozulmasi, etkenin rahatlikla {ireyebilmesi i¢in gerekli olan baslica

faktorlerdendir (Pentilla ve ark 1998).

1.9.4. C. burnetii Fagositozu

C. burnetii etkeni, fagositozdan kurtulmak i¢in daha Once diger intraselliiler
bakterilerde bildirilmemis bir strateji gelistirmistir. Monositlerde, C. burnetii etkeni zayif
olarak internal bolgede bulunmaktadir, buna ragmen basarili bir sekilde yasamini
stirdiirebilmektedir. Fakat avirulant tip etkenler yeterli derecede ve hizli bir sekilde elimine

edilmektedir. Virulant C. burnetii etkenlerinin fagositozu avf3 integrinlerin vasitasiyla
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gerceklesmektedir. Virulant etkenlerin diisiik derecede olan fagositoz olayr ise C.
burnetii’nin integrinler ile kros reaksiyona girmesinden dolay:1 sekillenmektedir. Ayrica
monositlerin daha ©6nceden virulant etkenlerle karsilasmasi sonucu integrin kaynakli
aktivasyonu Onlemektedir. avB3’iin diger integrinlerden ayrilmasi sonucu macrofajlar
uygunsuz bi¢cimde aktive olur, protein tirozin kinaz (PTK) sentez mekanizmasi devreye
girmektedir. Virulant C. burnetii etkenleri filamentdz aktinlerin (F-aktin) psddopodal
ekstensiyonunu uyarmaktadir, ancak avirulant etkenlerin bu konuda herhangi bir etkisi
bulunmamaktadir (Meconi ve ark 1998). F-aktin organizasyonu da PTK aktivasyonuna
baghdir. C. burnetii etkeni erken PTK aktivitesini indiikler, boylece endojen substratlarda
tirozin fosforilasyonu olay1 baslamis olmaktadir. Tirozin kinaz aktivitesi stimiile hiicre
fraksiyonlarinda gozlenmektedir ve tirozin fosfoproteinleri protruzyonlar icinde F-aktin
molekiilleri ile birlikte lokalize halde bulunmaktadirlar. Daha sonra psédopodal
ekstensiyon ise C. burnetii intenaslizasyonunda daha kompleks bir role sahiptir. Diger
yandan bu olay, enteropatojenik E. coli tarafindan stimiile edilen makrofajlarda belirtilen
pedestal formasyondaki fagositoz bozuklugu ile de iliskilidir. Fakat bu makrofajlar, F-aktin
protruzyonlar1 ile beraber lokalize olduklar1 icin, virulant C. burnetii etkeninin
internalizasyonu igin gerekli komponentlerdir. Integrin molekiilleri de monositlerde C.
burnetii tarafindan indiiklenen psodopodal ekstensiyonlarin disinda kalmaktadir. Monosit
stimiilasyonundan sonra psodopodal ekstensiyonlara integrinlerin girisi sekillendigi
takdirde C. burnetii fagositozu olayr da artis gostermketedir. Bundan dolay1 fagositoz
reseptorlerinin lokalizsyonu, C. burnetii etkeninin hiicre i¢ine alinma olaymi ve etkenin

yasamini kontrol eden bir durum olmaktadir (Goosney ve ark 2000).

1.9.5. C. burnetii’nin Intraselliiler Dolasimi

Internalize C. burnetii etkeninin asidik ortama kars1 adaptasyonu, diger bakterilere
nazaran yasamini etkileyen oOnemli faktorlerdendir. Bu olay ayrica fagozom
maturasyonunu da bozmaktadir. Intraselliiler yasama C. burnetii’nin adaptasyonu
fagozomlarda bulunan asidik pH ile iligkilidir. Asidik pH, C. burnetii i¢in gerekli olan
besin maddelerinin hiicre i¢ine alinmasini saglamaktadir, ayrica bakteriyi antibiyotiklerden
korur. Bundan dolayr fagozomal kompartmani alkali ortama ceviren klorokuin gibi
lizozomotropik ajanlar, makrofajlarin mikrobisidal aktivitesini artirmak i¢in doksisiklin

gibi ilacglarla kombine edilmektedir. C. burnetii etkenleri asidik ortamda yasamlarini
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sirdiiriirken, bu kompartmanin fagolizozom oldugu diisiiniilmektedir. Farelerdeki makrofaj
hiicrelerinde ve nonfagositik hiicrelerde C. burnetii etkenleri lizozomlarla fiizyona ugrayan
genis vakuollerde iiremektedir. Bu vakuoller de maya gibi etkenleri ya da Mycobacterium
etkenlerini iceren diger vakuoller ile birlesebilmektedir. Verohiicreleri gibi nonfagositik
hiicrelerde C. burnetii’yi igeren vakuoller de proton ATPaz, lizozom iliskili membran
proteinleri, katepsin D ve asit fosfataz gibi olgun fagolizozomlar gibi hareket
edebilmektedir. Bu molekiillerin bakteriyel vakuollerle olan interaksiyonlari, peptid
yiiklenmesinin azaltilmasi ile antijenik peptid formasyonunun geciktirilmesi olayina
dayanmaktadir (Lem ve ark 1999). Yapilan calismalarda avirulant suslar kullanildig: icin
virulant C.  burnetii  etkenlerinin  makrofajlardaki  yasam  siklusu yeterince
aydmlatilamamistir.  Ornegin  virulant C. burnetii’nin replikasyonu makrofajlarda
sinirliyken, avirulant suslarda yiiksek sayida bakteriyel hiicre proliferasyonu
goriilmektedir. Ayrica virulant suslar memeli makrofajlarinda yasamlarini siirdiirebilirken,
avirulant suslar ise elimine edilmektedir. Hem virulant, hem de avirulant olan organizmalar
asidik fagozomlarda hayatlarimi siirdiirebilmektedirler. Bundan dolayr makrofajlarda C.
burnetii’nin yasamina devam etmesi vakuoler pH’ya bagli bir durum olmamaktadir.
Virulant C. burnetii etkenini iceren fagozomlarda olgunlasma tam olarak
gerceklesmemektedir. Elimine edilen avirulant varyantlar, olgun fagozomlarda bulunmakta
ve katepsin D ile birlikte nonfagositik hiicrelerde oldugu gibi lokalize sekilde
seyretmektedirler. Bu bulgular 1s18inda C. burnetii etkeninin makrofajlarda fagositoz ile
kontrolii saglanmaktadir ve fagolizozomal fiizyon olusumu engellenmektedir. Infekte
bireylerden elde edilen monositlerde yetersiz olgunlagsma ve mikrobisidal aktivitede diisiis
tespit edilmistir. Defektif fagozom maturasyonu, ekzojen IL-10 ile birlikte monositlerde
gerceklesmektedir. Bundan dolay1 etken eliminasyonu ve fagozom maturasyonu, Q atesi
hastaligiyla iligkili olmaktad1 ve sitokinler tarafindan kontrol edilmektedir (Feldmann ve

ark 2005).

C. burnetii genom analizleri sonucu, fagozom maturasyonunu makrofajlarda
kontrol edebilecek bazi komponentler ortaya ¢ikmistir. Ayrica ayni genetik formasyona
sahip olan L. pneumophila ve C. burnetii etkenlerinde tip IV sekresyon sistemi identifiye
edilmistir. L. pneumophila, F. tularensis ve C. burnetii etkenlerinde fagozomal tasiyici
sistemler de ortaya konmustur. Bu tasiyicilar, fagozomal besin maddesi depolama

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

Toll-like reseptorler (TLR), infeksiyoz patojenlere karsi hem dogal direngte, hem
de kazanmlmis bagisiklikta kritik bir oneme sahiptir. TLR’ler, mikrobiyel etkenlerde
korunan molekiiler yapilar1 tan1yip patojen kontroliinii saglamakla gorevlidirler. C. burnetii
ise TLR2 ve TLR4 ile taninabilmektedir. C. burnetii etkeninde LPS olmasi, sensorler ile
birlikte bakteriyel taninmay1 kolaylastirmaktadir. C. burnetii’nin fagositozu da TLR4 ve
LPS’ler ile iliskilidir. TLR4’lerin LPS’ler ile olan baglanmasi sonucu avf3 integrinler
indiiklenmektedir. C. burnetii’nin makrofajlarla olan interaksiyonu sonucu aktin
hiicrelerinin yeniden organizasyonu da TLR4 hiicrelerine baghdir. Ayrica, filopodlarin
formasyonu ve sikistirilmast TLR4 yoklugunda miimkiin olmamaktadir. C. burnetii bir kez
hiicre i¢ine alindiginda, ortamdaki TLR4 varligina bagli olarak fagozom maturasyonu ve

mikrobisidal aktivitede artis gdzlenebilmektedir (Takeda ve ark 2003).

TLR4 bulunmayan farelerde yapilan bir c¢alismada, granulom formasyonu
arastiritlmistir. Deneysel C. burnetii infeksiyonu sonucu, doku infeksiyonu ve C. burnetii
klirensinin normal farelerde ve TLR4 yetersiz farelerde ayn1 diizeyde oldugu saptanmistir.
Fakat granulom formasyonunun ve sitokin iiretiminin TLR4 yetersiz farelerde bozuk
oldugu goriilmiistiir. Bundan dolayi, TLR4’iin yangisal cevabi1 kontrol ettigi, fakat
mikrobisidal kompetens agisindan herhangi bir etkisinin olmadigi sonucuna varilmistir

(Takeda ve ark 2003).

Pepetidoglikan ve lipopeptidler taniyan TLR2’ler ise C. burnetii infeksiyonu ile
yakindan iligkilidir. Zamboni ve arkadaslarinin (2003) TLR2’den yoksun farelerde
yaptiklar1 bir ¢alismada TLR2’nin TNF ve interferon iiretimiyle iligkili oldugu ortaya
konmustur. TLR2 yetersiz farelerde avirulant C. burnetii etkenlerinin ¢ogalmasinin son

derece yiiksek oldugu belirlenmistir (Boehm ve ark 1997).

1.9.7. Dendritik Hiicreler

Dendritik hiicreler, hem antimikrobiyel immuniteyi baslatma, hem de self
toleransin devam edebilmesi icin Onemli hiicreler olmaktadir. Olgunlasmamis dendritik
hiicreler, periferal dokularda bulunmaktadir ve yiiksek kapasitede bakteriyel yiik tagima

oranina sahiptirler. Bir kez aktive olduklarinda, olgunlagsmak icin lenf nodiillerine go¢
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ederler ve adaptif immuniteyi desteklerler. Monosit kdkenli dendritik hiicreler, intraselliiler
bakterilere kars1 olugsan antimikrobiyel immuniteyi indiiklemektedirler. Miyeloid dendritik
hiicrelerin de C. burnetii ile infekte olabilecegi belirtilmistir. Ayrica bu hiicreler, C.
burnetii’nin replikasyonu icin protektif bir nis olusturmaktadir. C. burnetii, dendritik
hiicrelerin olgunlasmasim stimiile edememektedir. Aslinda konak¢i immun yaniti
tarafindan elimine edilen C. burnetii avirulant varyantlart ise dendritik hiicre

olgunlagmasini ve IL-12 iiretimini stimiile etmektedir (Colonna ve ark 2006).

1.9.8. Sitokin Ag ve C. burnetii Oliimii ya da Replikasyonu

Infeksiy6z hastaliklarin rezolusyonu icin Th1 gibi mikrobiyel sitokinlerin iiretimine
dayali olan immun yanitin stimiile edilmesi gerekmektedir. infeksiyoz hastaliklarin kronik
evolusyonu, IL-10 gibi immunregiilator sitokinlerin etkinligi ile sekillenmektedir. Spontan
olarak ortadan kalkabilen akut Q atesi hasligi ise Thl immun yanmti tarafindan kontrol

edilmektedir (Yoshiie ve ark 1999).

1.9.9. interferon Gamma

IFN-y akut Q atesi hastaliginda iiretilmektedir. Kronik dénemde ise interferonun
tiretimi defektif olarak ortaya ¢ikmaktadir. IFN-y, makrofajlarda oksijen bagimli ve oksijen
bagimsiz mekanizmalarda kompetensi indiikleyen giiclii bir sitokindir (Dellacasagrande ve
ark 1999).

C. burnetii icin olusturulan IFN-y’nin mikrobisidal mekanizmasi reaktif oksijen
komponentlerine bagli olarak gerceklesmez. C. burnetii, reaktif oksijen komponentlerinden
kacmak icin stratejiler gelistirmesine ragmen, bu komponentler, etken i¢in protektif bir rol
oynamamaktadir. Ik basta C. burnetii, monositlerden siiperoksit anyonlar1 ve hidrojen
peroksit salimin1 uyarmaz, daha sonra etken alveoler makrofajlarda nitrik oksit iiretimini
indiikler, fakat nitrik oksit inhibitorleri, makrofajlardaki infeksiyon diizeyini

belirleyemezler (Zamboni ve ark 2003).

IFN-y C. burnetii’ye kars1 olusacak olan mikrobisidal programi oksijen bagimli
mekanizma ile stimiile etmektedir. IFN-y infekte monositlere alindiginda fagozomal pH’da
bir degisiklik olmaz. Ancak monositler infekte olmadan hiicre i¢ine interferon alindig

zaman fagozomlar alkali olarak sekillenir. Bundan dolayr uzun siire kullanilan
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antibiyotiklerin etken iizerinde herhangi bir bakterisidal aktivitesi kalmamaktadir.
Vakuoler alkalinizasyonu uyaran doksisiklin ve klorokuin C. burnetii’ye karst olusan in
vitro bakterisidal aktiviteyi indiiklemektedir. IFN-y’nin C. burnetii’yi ortadan kaldirma
yetenegi, demir metabolizmasinin regiilasyonu ve polimorf lokositlerin fiizyonu,

doksisiklin ve klorokuin aktivitesini tamamlamaktadir (Wahl ve ark 2001).

Obligat intraselliiler bakterilerin yasamlarin1 devam ettirebilmesi i¢in konak
hiicrelerin de Olmemesi gerekmektedir. Bundan dolay1 hiicre apoptozisi ve bakteriyel
eliminasyonun sekillenmesi i¢in ek uyaricilara ihtiya¢ olmaktadir. IFN-y ise C. burnetii ile
infekte makrofajlarin apoptozisini uyaran bir etkendir. IFN-y’nin bu apoptotik etkisi,
TNF’lerden dolay1 sekillenir. Ayrica IFN-y, TNF iiretimini regiile etmektedir. Apoptozisi
uyarmast ile birlikte, TNF’ler, makrofajlarin  mikrobisidal aktivitesini de
desteklemektedirler. Bu etki, fagositoz asamasimi etkiler, fakat mikrobisidal siireci
geciktirmez. Ayrica anti-TNF antikorlarin nétralize edilmesi, monositler tarafindan etkenin
alinmasin1 Onler, fakat uzun donemde bakterinin yasam siklusuna herhangi bir etkide
bulunmaz. Diger intraselliiler organizmalar icin belirtildigi gibi inflamatuar sitokinlerin
aktivitesinin Onlenmesi, yikict etki stratejisi olarak ele alinabilir. Virulant C. burnetii
etkenleri, monositlerden TNF salinimimi avirulant suslara gére daha az miktarda uyarirlar.
Bu sinirlt etki, LPS’lerin zayif aktivitesinin bir sonucu degildir. Normal olarak virulant
suslarin LPS’leri, avirulant suslarin LPS’lerinden daha fazla miktarda immun sistemi
uyarir. Fakat virulant suslarin monositlere baglanma aktivitesi daha zayif oldugundan
dolay1, hedef hiicrelere yeterli miktarda LPS molekiilii sunulamamaktadir. C. burnetii
makrofajlarda transferin reseptor ekspresyonunu ve bunun sonucunda da hiicrelerde demir
birikimini saglamaktadir. Intraselliiler demir selatorleri ve desferoksamin gibi maddeler de

C. burnetii replikasyonunu suprese etmektedir (Moore ve ark 2001).

1.9.10. Makrofaj Deaktivator Sitokinler

IL-10, IL-4 ve IL-13 ile birlikte makrofajlarin milkrobisidal aktivitesini
diizenlemektedir ve bu olay intraselliiler organizmalara kars1 olan artmis duyarhilik ile ilgili
olmaktadir. Ilk olarak IL-10, Q atesi hastaligina yakalanmis bireylerde mononiikleer
hiicrelerden sentezlenmektedir. Akut hastaliklarda diisiik IL-10 seviyesi ile birlikte etkenler
hiicre i¢inde elimine edilirken, kronik hastalik tablosunda ise yiiksek IL-10 seviyeleri ile

birlikte hiicre ici etkenler c¢ogalabilmektedir. IL-10 notralizasyonu ile birlikte klinik
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hastalik belirtileri gosteren bireylerde monositlerin mikrobisidal aktivitesinin arttig1
bildirilmistir. IL-10 sitokini, immun hiicrelerin periferal dokuya go¢ etmesine yol
acmaktadir. Mononiikleer hiicrelerin transendotelyal migrasyonu, IL-10’un nétralize

edilmesi ile ortadan kalkmaktadir (Ghigo ve ark 2001).

Q atesi hastaliginin patofizyolojisi, etkenin makrofajlarda iireyip lirememesine
baghdir. Etkenin makrofajlarda yasamasi ise IL-10 gibi deaktivator sitokinlerin iiretilip
tiretilmemesi ile iligkilidir. Gebelik gibi stres faktorleri de fotal allograftlarda IL-10
sitokinlerinin iiretilmesini indiikler ve bdylece kronik hastalik evresine gecilmis olur.
Aslinda dinlenme fazindaki monositler, C. burnetii etkeninin replike olmadan hayatini
devam ettirebilmesini saglar. Bakteriyel fagositoz, polimorf I6kosit fiizyonu ve yangisal
sitokinlerin modulasyonu gibi durumlarda etken immun sistem hiicrelerine yakalanmadan
rahathikla yasamim siirdiirebilmektedir. Bu durum, etkenin persistens 06zelligini
aciklamaktadir, fakat hiicresel immun yanit gelisimi ile yakindan iliskili bulunmamaktadir.
Spesifik hiicresel yanitin aktivasyonu sonucunda IFN-y iiretilmektedir. Boylece polimorf
lokosit fiizyonu gerceklesirken C. burnetii etkenleri de elimine edilmektedir. TNF
molekiilleri de bdylece ortamda birikmekte ve infekte hiicreleri apoptozise
gotiirebilmektedir. Eger IFN-y iiretimi bozulursa, bakteriyel eliminasyon asamasi
gerceklesemez. Bunun sonucunda da bakteriyel persistens ve replikasyonlar meydana

gelebilmektedir (Ghigo ve ark 2001).

1.10. Klinik Bulgular

Q atesi hastalig1 diinya capinda goriilebilen zoonotik bir infeksiyondur. Etiyolojik
ajan1 olan C. burnetii ise obligat intraselliiler bir organizmadir. C. burnetii etkenini genel
rezervuarlart olan sigir, koyun ve keciler bakteriyi idrar, digki, siit ve postpartum
materyaller ile yaymaktadirlar. Kedi, kopek, tavsan gibi infekte pet hayvanlart da
hastaligin insanlara bulagsmasina ve salginlarin sekillenmesine neden olabilmektedirler.
Insanlarda infeksiyon genellikle kontamine aerosollerin inhalasyonu ile sekillenmektedir.
Organizma yiiksek derecede infeksiyozdiir ve potansiyel biyoterdrizm ajant olarak
diisiiniilmektedir, ayrica Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (OIE) tarafinda Kategori B
biyolojik ajan olarak siniflandirilmaktadir (Madariaga ve ark 2003).
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Cesitli klinik belirtilere yol agmasindan dolayr C. burnetii infeksiyonlarinin
prevalansi kesin olarak saptanamamaktadir ve laboratuvar ¢alismalarina agirlik verilmesi
gerekmektedir. C. burnetii’ye karsi immunize olmayan bir birey, etkenle kontakt haline
geldikten ve yaklasik 3 haftalik inkubasyon periyodu gectikten sonra primer infeksiyon
semptomatik ya da asemptomatik olarak sekillenebilmektedir, boylece akut Q atesi

hastalig1 ortaya ¢ikmaktadir (Bellamy ve ark 2001).

Kendini tekrarlayan ategli hastalik, Q atesinin en sik goriillen klinik seklidir,
semptomatik hastalarda, baslangi¢c anidir. Yorgunluk, yiiksek ates, miyalji, Oksiiriik
goriilebilir. Q atesinin en sik goriilen klinik belirtisi yiiksek atestir. Q atesi olan hastalarda,
ates 2-4 giin i¢inde 42°C’ye ulasir. Plato yaptiktan sonra 5-14 giin i¢inde normale doner.
Tedavi edilmeyen hastalarda ates 57 giine kadar uzayabilir. Bu sebepten akut Q hurnmasi
sebebi bilinmeyen atesin bir nedenidir. Erigkin hastalarda ates uzayabilmesine ragmen iki

hafta icerisinde kademeli olarak diiser (Levy ve ark 1999).

Atesli bir hastada ortaya ¢ikan pnémoni, Q atesi pndmonilerinin en yaygin goriilen
seklidir. Atipik pnomoni, daha cok genclerde goriilen, kuru Oksiiriikle karakterize ve
balgam kiiltiirleri negatif olan klinik sekildir. Hastalik bazen sinsi, bazen de aniden baslar.
Ates her hastada vardir. Oksiiriik farkli sekillerde infekte hastalann % 24 ile
%90'1nda bildirilmistir. En sik goriilen fiziksel bulgu krepitan rallerdir. Hastalarin % S'inde
splenomegali bulunur. Q atesi pndmonisinin radyolojik bulgular1 degisiktir, yuvarlak, tek
ya da multipl opasiteler, atelektazi ve plevral effiizyon seklinde olabilir (Lovey ve ark
1999). Lokosit sayist genellikle normal olmakla beraber hastalarin iicte birinde yiiksektir.
Hastalarin hemen hepsinde serum transaminaz seviyeleri 2-3 kat artmistir, ikterus

goriilebilir, ancak serum bilirubini genellikle normaldir (Fenollar ve ark 2001).

Fransa gibi bazi iilkelerde hepatit, Q atesinin en sik goriilen klinik seklidir. Hepatit
genellikle serum transaminaz seviyelerinde 2-3 kat bir artis ile ortaya cikar ve siklikla buna
ates, istahsizlik, depresyon, kusma ve ishal eslik etmektedir. Herleyici ikterus ve
hepatomegali genelde mevcuttur. Karaciger dokusunun asir1 yikimina baglh hepatik koma

ve Oliimle sonucglanan olgular bildirilmistir (Ayres ve ark 1998).

Karaciger biyopsisinde tipik "halka seklinde" granulomlar goriiliir. Hepatitli

hastalarda siklikla diiz kas antikorlan, anti-kardiolipin antikorlar, anti-fosfolipit antikorlar,
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sirkuler antikoagulan antikorlar ve antinukleer antikorlar pozitif bulunabilir (Ayres ve ark

1998).

Miyokardit, Q atesinde nadir goriilen ancak yasami tehdit edici bir klinik belirtidir.
Hastalarin % 5-11’inde goriilmektedir. Hasta hayvanlarin cogunda elektrokardiyografi ile
tan1 konulrnaktadir. En sik goriilen elektrokardiyografi bulgusu T- dalgas1 degisikligidir.
Hastalarda siklikla tasikardi, daha az olarak ventilator destegi gerektiren hipoksi ve kalp

yetrnezligi gelisir (Boyle ve ark 1999).

Perikarditis, akut Q atesinde nadir goriiliir. Olgularin cogu Ispanya'dan
bildirilmistir. Perikarditis akut Q atesinde miyokarditis ya da plevritis ve kronik Q atesinde
cogu kez endokarditis ile beraberdir. Klinik belirtiler spesifik degildir, ates siklikla
mevcuttur. En sik goriilen elektrokardiyografi bulgusu T-dalgas1 degiskligidir.
Ekokardiyografi ile plevral effiizyon saptanabilir. Genellikle spontan diizelmekle beraber,

tekrarlama egilimindedir (Boyle ve ark 1999).

Coxiella burnetii 11k tanimlandig1 zaman deri dokiintiilerinin olrnamasi yiiziinden,
diger Riketsiyalardan farkli bir etken olarak tanimlanmustir. Son klinik ¢aligmalarda, Q
atesi olan olgularin % 5-21'inde makul, papul ve purpura seklinde deri dokiintiilerinin

ortaya c¢iktigi bildirilrnistir (Brouqui ve ark 1993).

Kronik Q atesinin en sik goriilen klinik tablosu endokardittir. Olgularin % 60 -
70'inde endokardit bulunur. Ingiltere ve Galler'de 1975-1981 yillari arasinda tanist
konulrnus tiirn endokarditlerin % 3'li, Fransa’da ise % 5'1 Q atesine baghdir. Endokardit
spontan olarak 6liime neden olabilirse de uygun antibiyotik tedavisi ile mortalite % 10'dan

daha az, tekrarlama orani ise yaklasik % 50 civarindadir (Brouqui ve ark 1993).

Cok basit ve duyarliligr yiiksek bir test olan IFAT Q atesinin tanisinda kullanilan
referans bir testtir. Onemli bir avantaji cok az miktarda antijene gereksinim duyulmasi, Faz
I ve Faz II'ye karsi olusan IgG, IgM ve IgA antikorlar1 saptayabilmesidir. Arastirmacilar
IFAT testinin bir¢ok laboratuarda uygulanabilen basit bir teknik oldugunu, ancak c¢ok
miktarda ornek i¢in uygulanmasinin kolay olmadigini, bu nedenle de epidemiyolojik
arastirrnalar icin degil, bireysel bazda tami i¢in standart bir test olarak diisiiniilmesi

gerektigini bildirmislerdir (Waag ve ark 1995).
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Son zamanlarda Coxiellozis tanist i¢in molekiiler yontemler, biyogiivenlik
seviyesinin yiiksek olmasi, tanida zaman kaybetmeden sonu¢ vermesi ve antibiyotik
tedavisine hemen baslanabilmesi acisindan kullanimi yayginlasmistir (Kirkan ve ark 2008).
[zositrat dehidrogenaz genleri, siiperoksit dismutaz genleri ve transpozon benzeri
tekrarlayan bolgelerin belirlendigi PCR tabanli teknikler de kullanilmaktadir. PCR
yontemi, biyolojik orneklerden C. burnetii identifikasyonu agisindan kullanigsh bir metot
olmaktadir. Tekrarlayan transpozon benzeri elementlerden meydana gelen primerler ile
yapilan PCR uygulamalarinda C. burnetii infeksiyonlariin tanisinda yiiksek derecede
spesifite ve sensitivite elde edilmistir. Bu uygulamalarda ayrica c¢ok diisiik miktardaki

spesifik DNA sekanslar1 da saptanabilmektedir (Kirkan ve ark 2008).

1.11. Tedavi

Hafif veya subklinik olgular, antibakteriyel ilaclara gerek olmadan kendiliginden
iyilesirler. Klinik olarak tanis1 konulan hastalarin hepsi tedavi edilmelidir. Antibakteriyel
tedavi klinik tabloya gore degismektedir. Atipik pnomonide, tedavi hastaligin ilk ii¢
giiniinde basladiginda etkili olmaktadir. Bu nedenle ciddi olgularda, serolojik tani

beklenmemelidir (Mejia ve ark 2000).

Tedavide ilk secilecek antibiyotik tetrasiklin grubudur. Tetrasiklin (4 x 500 mg
/giin), doksisiklin (2 x 100 mg/giin), aynca kloramfenikol, kinolonlar, kotrirnaksazol,
rifampin ve eritromisin de klinik ve laboratuvar calismalarda etkili bulunmustur. Tedavi
suresi 15-21 giindiir Jorm ve ark 1990). Endokardit tedavisinde hem uygun kombinasyon
hem de siire konusunda bir goriis birligi yoktur. Kronik Q atesinde tedavi icin kombine ilac¢
kullanilmast gereklidir. Doksisiklin + kotrimoksazol, doksisiklin + rifampisin veya
doksisiklinin + kinolon kombinasyonlarindan en az bir yil kullanilmas:1 Onerilmektedir.
Hepatitiste iki haftalik antibiyotik tedavisinin yeterli oldugu bildirilrnistir (Tissot-Dupont
ve ark 1992).

1.12. Korunma ve Kontrol

Ortaya c¢ikan infeksiyonlarda ana kaynak ciftlik hayvanlandir. Diinyanin bazi

bolgelerinde hayvanlarin ¢ogu infekte olup siit, idrar, diski ve dogum sivilart ile etkeni
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ortama yaymaktadirlar. Hastaliga kars1 korunma onlemleri, tip ve veteriner hekimliginin
isbirligi ile yapilmalidir. Herhangi bir salgin ortaya c¢iktiginda hastalar, saglam
hayvanlardan ayr1 olarak tedavi edilmelidir. infekte hayvanlarla iliskide olan personelin sik
sik infeksiyonu alip almadiklar1 da incelenmeli, infekte olanlar da tedavi edilmelidir.
Pastorizasyon yiiksek 1s1 yonteminde (70 °C / 15 saniye) yapilmalidir. Ozellikle dogum
aninda plasenta ¢ok infekte oldugundan hemen imha edilmeli, ortamdan uzaklastirilmali,
ortam siirekli olarak dezenfektanlar ile dezenfekte edilmeli ve hayvanlarin yasadig1 yerler

infeksiyon odag1 olarak degerlendirilmelidir (Tissot-Dupont ve ark 1992).
Tez calismamizda, Q atesi hastalig1 etkeni Coxiella burnetii’nin sigir, koyun ve

kecilerde varliginin  serolojik, immunohistokimyasal ve molekiiler yontemlerle

arastirilmasi hedeflenmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. GEREC
2. 1. 1. Kan Ornekleri

Yapilan bu tez ¢alismasinda Aydin ili ve ¢evresinde bulunan dort adet farlik sigir,
koyun ve keci ¢iftliginden, her ¢iftlikten 50’ser 6rnek olmak iizere 200 adet sigir, 200 adet
koyun ve 200 adet keciden kan Ornegi alinmak suretiyle iizere toplamda 600 adet

ornekleme yapildi.

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

50x konsantrasyonda stok solusyon asagidaki gibi hazirlandi:

IS BaSE. ettt s 40 mM
ASEHK A ST .« ettt 20 mM
BT A oo 1 mM

Buffer solusyonu olarak stoktan 20 ml alimip distile su ile hacim 1000 ml’ye

tamamlanarak oda sicakliginda saklandi.

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

Bromofenol mavisi..........cooeiiiiiii 25 mg

SUKIOZ 4¢g

HoO 10 ml’ye
tamamlanda.

2.1.2.3. Serum Diliient (Vircell®)
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Protein stabilizeri ve proklin iceren mavi renkli fosfat buffer iceren kullanima hazir

25 ml’lik solusyon serum diliienti olarak kullanildi.

2.1.2.4. IgG Pozitif Kontrol (Vircell®)

ELISA testi i¢in proklin iceren 500 ul’lik iiretici firma tarafindan hazirlanan reajan

pozitif kontrol olarak kullaniladi.

2.1.2.5. IgG Negatif Kontrol (Vircell®)

ELISA testi icin proklin iceren 500 ul’lik iiretici firma tarafindan hazirlanan reajan

negatif kontrol olarak kullanildi.

2.1.2.6. IgG Cut-Off Kontrol (Vircell®)

ELISA testi icin proklin iceren 500 ul’lik iiretici firma tarafindan hazirlanan reajan

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

Proklin, % 0.2 bovin serum albumini ve % 0.2 fosfat buffer solusyonu iceren
peroksidaz isaretli 1 mg/ml konsantrasyondaki iiretici firma tarafindan hazirlanan reajan,
ELISA testinde konjugat olarak kullanildi.

2.1.2.8. Substrat Solusyonu (Vircell®)

ELISA testi i¢cin tetrametilbenzidin iceren {iretici firma tarafindan hazirlanan 15

ml’lik reajan substrat solusyonu olarak kullanildi.

2.1.2.9. Stop Solusyonu (Vircell®)
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ELISA testi icin 0.5 M siilfiirik asit iceren iretici firma tarafindan hazirlanan 15

ml’lik reajan, stop solusyonu olarak kullanildi.

2.1.2.10. Wash Buffer (Vircell®)

ELISA testi icin Tween-20 ve Proklin igeren iiretici firma tarafindan hazirlanan 50

ml’lik 20X konsantrasyondaki reajan, wash buffer olarak kullanildi.

2.1.2.11. Fosfat Buffer Solusyonu (Vircell®)

IFA testi icin toz halindeki pH 7.2’ye ayarlanmis olan fosfat buffer solusyonu, 1

litre steril distile suda ¢ozdiiriilerek hazirlandi.

2.1.2.12. IgG Pozitif Kontrol (Vircell®)

IFA testi i¢in sodyum azid igeren 200 ul’lik iiretici firma tarafindan hazirlanan

reajan pozitif kontrol olarak kullaniladi.

2.1.2.13. IgG Negatif Kontrol (Vircell®)

IFA testi i¢in sodyum azid iceren 200 pl’lik iiretici firma tarafindan hazirlanan

reajan pozitif kontrol olarak kullaniladi.

2.1.2.14. IgG Anti-Goat Konjugat (FITC) (Abcam®)

9%0.09 sodyum azid, % 0.2 bovin serum albumini ve % 0.2 fosfat buffer solusyonu
iceren floresein isaretli liretici firma tarafindan hazirlanan reajan, IFA testinde konjugat

olarak kullanildi.

2.1.2.15. Mounting Medium (Vircell®)
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Sodyum azid igeren iiretici firma tarafindan hazirlanan buffer gliserol, IFA testinde

slaytlarin tizerine lamel sabitlemek i¢in kullanildi.

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

2. 1. 3. 1. Kullamilan Cihazlar
PCR 25 ornek kapasiteli Eppendorf MasterCycler kademeli termal dongiileme
cihazinda gercgeklestirildi.

2. 1. 3. 2. MgCl,, Hot Start I Taq DNA Polymerase, 10X Taq Buffer, ANTP Set

25 mM MgCl,, Hot Start II Taq DNA polimeraz (5U) (Phire®), 10X Taq Buffer
(100 mM (Tris-HCI, pH 8,3, 500 mM KCI) 100mM deoksiniikleotid trifosfat (ANTP) set
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Fermentas®) kullanildi.

2. 1. 3. 3. Primerler

Coxiella burnetii genlerinin tespiti icin arastirmamizda kullanilan primerler Cizelge

2. 1.’de gosterilmistir.

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

Primer Sekans 5°-3’ Bant genisligi

Trans-I | TGG TAT TCT TGC CGA TGA C

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

2. 1. 4. Elektroforez Cihaz1
Elektroforez islemi Biorad® marka, elektroforez tankinda, goriintiileme islemi
Vilber Lourmat marka goriintiileme cihazinda gerceklestirildi.

2. 1. 4. 1. Agarose Jel Hazirlanisi

Agarose (Prona) ..o 2g
TAE (0,5X) «eneiiiitiii e 100 ml
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Buffer, sise igerisindeki agarozun iizerine ilave edilip, karistirildi ve mikrodalga
firinda yaklasik 3-5 dk. kaynatilan karisim, 50°C’ye kadar sogutuldu. Etidyum bromiir
ilave edildikten sonra, halen sivi halde olan karisim, jel kalibinin igerisine yavasga,
kabarcik birakmayacak sekilde dokiildii ve igerisine yiikleme kuyucuklarini olusturacak
olan taraklar yerlestirilerek, 15-20 dakika oda 1sisinda sogumaya birakildi. Sogutulan jel,

kaliptan ¢ikarilarak, elektroforez tankina dikkatlice yerlestirildi.

2.1.4. 2. Marker

Marker olarak 100 bp lik DNA ladder (Fermentas®) kullanildi.

2. 1. 4. 3. Etidyum Bromiir

Elektroforez isleminden once goriintiileme icin jelin boyanmasinda Biochemica®
marka % 1’lik Ethidium Bromiir 50°C’ye kadar sogutulan agaroz jel igerisine 5 ul

miktarinda eklenerek kullanildi.

2. 1. 4. 4. Standart Suslar

Anabilim Dalimiz stoklarinda bulunan, fenol ile inaktive edilmis, purifiye ve

liyofilize C. burnetii Nine Mile Faz I susu standart sus olarak kullanilmistir.

2. 2. Yontem

2. 2. 1. Orneklerin Alinmasi

2. 2. 1. 1. Kan: Her kan 6rnegi alinirken, juguler ven bolgesi su ve siinger yardim ile
temizlenip kurulandi ve % 70’lik alkol ile silindi. Eller sabunla yikandiktan sonra eldiven
giyilip holder yardimi ile vena jugularis’ten steril kan ve serum tiipleri i¢ine 10’ar ml
miktarda alindi. Alinan Ornekler, soguk zincirde laboratuvara getirildikten sonra tam kan
ornekleri -20 derin dondurucu igerisine kaldirilirken, serumlarin ayrilmasi icin 5.000 rpm

devirde diger kan ornekleri 10 dakika santrifiij edildi.

2.2.2. ELISA Testi
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Elde edilen tiim serum oOrneklerine ELISA testi uygulandi. ELISA testi i¢in
Vircell® marka kiti kullanilarak test prosediirii liretici firmanin 6nerdigi sekilde asagidaki
gibi gerceklestirildi. Arastirmamizda testin konjugati modifiye edilerek peroksidaz isaretli
anti-goat IgG konjugati (Abcam®) kullanildi. ELISA testini prosediirii su sekildedir:

*Ben mari 37°C’ye ayarlandi.

*Biitiin reajanlarin oda sicakligina gelmesi beklendi.

*Biitiin reajanlar ¢calkalandi.

*Pleytler paketten ¢ikarildi, 2 kuyucuk cut off serum i¢in, 1 kuyucuk pozitif kontrol
icin, 1 kuyucuk da negatif kontrol icin ayrildi.

*Biittin kuyucuklara 100 pl serum diliienti eklendi. 5 pl her ornekten, 5 pl pozitif
kontrol, 5 ul negatif kontrol, 5 ul cut off kontrol kuryucuklara eklendi ve pleyt 2 dakika
calkalandi.

*Pleytin iizeri kagit ile kapland1 ve etiivde 37°C’de 45 dakika inkubasyona
birakildi.

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

*Hi¢ zaman kaybetmeden 100 ul peroksidaz isaretli 1/200 oraninda sulandirilmis
anti-goat IgG konjugati (Abcam®) kuyucuklara eklendi.

*Pleyt tizeri kapl halde 37°C’de 30 dakika inkubasyona birakildi.

*Pleyt tierindeki kagit ¢ikarildi, sivilar aspire edildi ve 0.3 ml yikama solusyonu ile
5 kere yikandi.

*Hi¢ zaman kaybetmeden 100 pl substrat solusyonu kuyucuklara eklendi.

*Qda sicakliginda karanlik bir ortamda 20 dakika inkubasyona birakildi.

*Pleyt kuyucuklarina 50 ul stop solusyonu ilave edildi.

*Pleytler 450-620 nm dalga boyuna ayarlanmis spektrofotometrede 1 saatlik stop
reaksiyonundan sonra okundu. ELISA testi sonuglar1 ise Cizelge 2.2’ belirtilen kriterlere

gore degerlendirilmistir.

Cizelge 2.2. ELISA testi degerlendirme tablosu

Indeks Degerlendirme
<9 Negatif
9-11 Ekivokal
>11 Pozitif
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Resim 2.2. Calismada kullanilan ELISA pleyti
2.2.3. IFA Testi

IFA testi i¢in Vircell® marka kiti kullanilarak test prosediirii iiretici firmanin

onerdigi sekilde asagidaki gibi gerceklestirildi:

*Biitlin reajanlar oda sicakligina getirildi.
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*10 ul serum 6rnegi, 630 ul PBS ile sulandirild1 ve 1/64’liik serum diliisyonu elde
edildi.

*1/64’liikk serum diliisyonundan 20 pl slayt iizerindeki kuyucuklara eklendi. Pozitif
ve negatif kontrol i¢in ayni1 islemler uygulandi.

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

*Slaytlar PBS ile nazikce yikandiktan sonra 10 dakika PBS iceren sale icerisinde
bekletildi. Daha sonra distile su ile yikand.

*Slaytlar havada kurutuldu.

*Daha sonra 20 pl FITC isaretli 1/200 oraninda sulandirilmis anti-goat IgG
konjugati (Abcam®) kuyucuklara eklendi.

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

*Slaytlar PBS ile nazikce yikandiktan sonra 10 dakika PBS iceren sale icerisinde
bekletildi. Daha sonra distile su ile yikandu.

*Slaytlar havada kurutuldu.

*Az miktarda mounting medium kuyucuklara eklendikten sonra slaytlarin iistii slip
ile kapatildi, slaytlar Leica® R-101 immun floresans mikroskobunda 400X biiyiitmede
incelendi, UVP® Bioimaging goriintiilleme programi ile slaytlarin fotograflart dijital
ortama aktarildi. Degerlendirmede mikroskopta elma yesili floresans gosteren gram negatif
kokobasillerin varlig1 pozitif olarak kabul edildi, hi¢ floresans gostermeyen oOrnekler

negatif olarak kabul edildi.
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Resim 2.3. Calismada kullanilan IFA test kiti
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Resim 2.4. Calismada kullanilan IFA slayti
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2.2. 2. 2. Genotipik Identifikasyon

DNA Ekstraksiyonu

Tam kan oOrneklerinden total DNA ekstraksiyonu ticari bir genomik DNA
ekstraksiyon kiti (Fermentas®) kullanilarak {iiretici firmanin 6nerdigi sekilde asagidaki gibi
gerceklestirildi:

*200 ul kan 6rnegi 400 pl lizis solusyonu ile siispanse edildi. 65°C’de 5 dk inkiibe
edildi.

*600 ul kloroform ilave edildikten sonra 10.000 rpm.de 2 dk santrifiij yapildi.
Siipernatant atild1.

*800 ul presipitasyon solusyonu pelet iizerine ilave edildikten sonra oda
sicakliginda 1-2 dakika karistirildi.

*10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra DNA iceren pelet 1.2 M NaCl
solusyonunda ¢ozdiiriildii.

*300 ul etanol eklendikten sonra 10 dakika -20°C’de bekletildi. 10.000 rpm’de 3
dakika santrifiij edildikten sonra % 70’lik etanol ile yikandi. Daha sonra 100 pl steril
distile suda ¢oziildii. Her bir PCR reaksiyonu i¢in 5 pl template DNA kullanildi.

Resim 2.5. Calismada kullanilan DNA Ekstraksiyon kiti
2.2.2.2. 1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Tam kan orneklerinde C. burnetii geni varligi incelendi. Tiim PCR reaksiyonlarinda

bir 6rnek i¢cin PCR amplifikasyonu 50 pl toplam hacimde, son konsantrasyon 10X Taq
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enzimi tampon cozeltisi 1X, magnesium kloriir (MgCl,) 4 mM, dNTP 0,2 mM, primer (her
biri i¢in) 0,4 pmol, Taqg DNA polymerase 1,5 U, Template DNA (her bir 6rnek i¢in) 300

nM olacak sekilde gerceklestirildi. Kullanilan malzemeler ve voliimleri Cizelge 2. 3.’de

belirtilmistir.
Cizelge 2. 3. Mastermiksin hazirlanma oranlari

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

TOPLAM 50

Mastermiks hazirlandiktan sonra 0,2 mL’lik tiipler, ©rnek adedi kadar
numaralandirilip, i¢lerine 45’er pl hazirlanilan mastermiksden ilave edildi. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA’dan 5’ser ul alimp, ilgili tiiplerin i¢lerine eklenerek ve agizlari
stkica kapatildi. Hazirlanan tiipler daha sonra termal dongiileme cihazina yiiklenip,
programlandi. C. burnetii gen analizlerinde kullanilan PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire

diyagram sirasi ile Cizelge 2. 4.”de gosterilmistir.

Cizelge 2. 4. Touchdown PCR iglemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayisi Sicakhik Siiresi
Denatiirasyon 94°C 30 sn

66 + 1 (birbirini
izleyen her

Baglanma > basamakta sicaklik I dk
1°C dustiriildii)

Uzama 72°C 1 dk

Denatiirasyon 94°C 30 sn

Baglanma 40 61°C 30 sn

Uzama 72°C 1 dk

Bekletme 1 4°C oo dk
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2. 2. 2.2.2. Amplikonlarin Elektroforez Tankina Yiiklenmesi

6x loading dye boyasindan pipetin ucuna 3 ul kadar alinip, daha sonra elde edilen
10 pul PCR iiriinleriyle karistirildi. Olusturulan karistmdan 10 pl alinarak, jeldeki uygun
pozisyondaki kuyucuga yiiklendi.

2. 2. 2. 2. 3. Amplikonlarin Elektroforez Tankinda Yiiriitiilmesi

Hazirlanmis olan jele, istenilen ornekler ve markerlarin yiliklemesi yapildiktan
sonra, elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonlara baglanarak,
100 voltluk akimda 40 dk yiiriitiildii.

2. 2.2.2.4. Goriintiileme ve Degerlendirme

Siire sonunda yiiriitiillen jel, bilgisayara bagli durumdaki transilluminator
cihazindaki (UVP® Bioimaging System, EC3 Chemi HR410, Almanya) odaciga
yerlestirilerek, UV 15181 altinda fotograflanip, degerlendirildi.

Degerlendirmede Trans-I ve Trans-II primerleri i¢in 687 bp uzunlugunda bant
arand1 (Lorenz ve ark 1998).
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3. BULGULAR

Bu calismada Aydin ili ve ¢evresinde bulunan dort adet farkli sigir, koyun ve keci
ciftliginden, her c¢iftlikten 50’ser 6rnek olmak tizere 200 adet sigir, 200 adet koyun ve 200
adet kecinin kan orneklerinden toplam 600 adet 6rnekleme yapilarak Adnan Menderes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’da C. burnetii varlig
yoniinden ELISA, IFA ve PCR yontemleri ile serolojik, immunohistokimyasal ve

molekiiler olarak incelendi.

3.1. ELISA Bulgulan

Incelenen 600 ornegin toplam 140’inda (% 23.33) C. burnetii antikorlari
saptanmustir. Toplam 460 6rnekte (% 76.77) ise C. burnetii antikorlarina rastlanmamaistir.
Sigirlardan elde edilen serum Orneklerinde pozitif 6rnek sayisi 1. ciftlikten 10, 2. ¢iftlikten
12, 3. ciftlikten 12, 4. ciftlikten 6 adet olmak iizere toplam 40 adet (% 20.0), koyunlardan
elde edilen serum orneklerinde pozitif 6rnek sayist 1. ciftlikten 14, 2. ciftlikten 17, 3.
ciftlikten 11, 4. ciftlikten 16 adet olmak {izere toplam 58 adet (% 29.0), kecilerden elde
edilen serum Orneklerinde pozitif 6rnek sayis1 1. ciftlikten 10, 2. ciftlikten 11, 3. ¢iftlikten
7, 4. ciftlikten 14 adet olmak iizere toplam 42 adet (% 21.0) olarak belirlenmistir. (Cizelge
3.1).

3.2. IFA Bulgulan
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Incelenen 600 ornegin toplam 148’inde (% 26.66) C. burnetii antikorlari
saptanmustir. Toplam 452 6rnekte (% 75.34) ise C. burnetii antikorlarina rastlanmamastir.
Sigirlardan elde edilen serum orneklerinde pozitif 6rnek sayisi 1. ¢iftlikten 10, 2. ciftlikten
12, 3. ciftlikten 12, 4. ciftlikten 10 adet olmak iizere toplam 44 adet (% 22.0), koyunlardan
elde edilen serum orneklerinde pozitif 6rnek sayist 1. ciftlikten 14, 2. ciftlikten 17, 3.
ciftlikten 11, 4. ciftlikten 16 adet olmak iizere toplam 58 adet (% 29.0), kegilerden elde
edilen serum Orneklerinde pozitif rnek sayisi 1. ciftlikten 10, 2. ciftlikten 12, 3. ciftlikten
9, 4. ciftlikten 15 adet olmak iizere toplam 46 adet (% 23.0) olarak belirlenmistir (Cizelge
3.1).

IFA testinin degerlendirmesinde ise floresansin yogunluguna gore +1, +2, +3, ve +4
olarak belirlenen oOrnekler, test kitinde belirtildigi gibi 1/64 titre ve iizeri olarak
degerlendirilmistir. IFA testi ile ilgili kullanilan kitin negatif ve pozitif kontrolleri ile IFA

pozitif sigir 6rnegi ile ilgili sekiller sirasiyla Resim 3.1., 3.2., 3.3."te gosterilmektedir.

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

Resim 3.3. IFA pozitif sigir kan 6rnegi (1/64 titre)

3.3. PCR Bulgulan

Polimeraz zincir reaksiyonu ile ayni Ornekler incelendiginde toplam 600 adet
ornegin 214’tinde (% 35.66) yaklasik 687 bp fragment aralifinda C. burnetii varlig tespit
edilmistir (Resim 3.1). Sigirlardan elde edilen kan 6rneklerinde PCR pozitif 6rnek sayis1 1.
ciftlikten 22, 2. ciftlikten 26, 3. ciftlikten 28, 4. ciftlikten 20 adet olmak iizere toplam 96
adet (% 48.0), koyunlardan elde edilen kan orneklerinde pozitif ornek sayisi 1. ciftlikten
17, 2. ciftlikten 20, 3. ciftlikten 15, 4. ciftlikten 20 adet olmak {izere toplam 72 adet (%
36.0), kecilerden elde edilen kan orneklerinde pozitif 6rnek sayis1 1. ¢iftlikten 10, 2.
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ciftlikten 12, 3. ciftlikten 9, 4. ciftlikten 15 adet olmak {iizere toplam 46 adet (% 23.0)
olarak belirlenmistir (Cizelge 3.1).

C. burnetii varligina yonelik elde edilen PCR goriintilleri Resim 3.4.°te

gosterilmektedir.

Resim 3.4. Sigir, koyun ve kegi kan orneklerinde Trans-PCR ile C. burnetii varliginin
tespiti - M: 100 bp isaretleyici; N: Negatif kontrol; P: C. burnetii Nine Mile pozitif kontrol;
1-2: Saigir kokenli C. burnetii pozitif Ornekler; 3: Koyun kokenli C. burnetii pozitif rnek;
4: Keci kokenli C. burnetii pozitif ornek.
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Cizelge 3.1. Coxiella burnetii varliginin arastirilmasinda kullanilan ELISA, IFA ve PCR testlerinin sonuglari

- ELISA testi sonuclar: IFA testi sonuclari PCR testi sonuclari
Orneklg.mf, yapl.lal.l Ornekleme - Pozitif Pozitif
hayvan tiirii ve ¢iftlik sayilari Pozitif Ornek | Yiizde Oram Ornek Yiizde Ornek Yiizde Oram
numarasi Sayisi (%) Oram (%) (%)
Sayisi Sayisi
SC1 50 10 20 10 20 22 44
SC2 50 12 24 12 24 26 52
SC3 50 12 24 12 24 28 56
SC4 50 6 12 10 20 20 40
KoC1 50 14 28 14 28 17 34
KoC2 50 17 34 17 34 20 40
KoC3 50 11 22 11 22 15 30
KoC4 50 16 32 16 32 20 40
KeC1 50 10 20 10 20 10 20
KeC2 50 11 22 12 24 12 24
KeC3 50 7 14 9 18 9 18
KeC4 50 14 28 15 30 15 30
Toplam 600 140 23.33 148 24.66 214 34.66

SC1: Sagrr ciftligi 1, SC2: Sigr ciftligi 2, SC3: Sigir ciftligi 3, SC4: Sigir ciftligi 4
KoC1: Koyun ciftligi 1, KoC2: Koyun ¢iftligi 2, KoC3: Koyun ciftligi 3, KoC4: Koyun ¢iftligi 4
KeCl: Keci ciftligi 1, KeC2: Keci ¢iftligi 2, KeC3: Keci ciftligi 3, KeC4: Kegi ciftligi 4
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4. TARTISMA

Q atesi diinyanin pek c¢ok yoresinde endemik olarak goriillen bir hastaliktir. Bu
hastalik hayvanlarda goriilen atesli hastaliklarin 6nernli bir nedeni olarak tanimlanmustir.

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

Hastalik etkeni olan Coxiella bumetiinin patoenitesi cok fazla olup tek bir
bakterinin solunum yolu ile alinmasi bile infeksiyonu bagslatmak i¢in yeterlidir. Aynca
fiziksel ve kimyasal ajanlara oldukca direngli olusu ve diger riketsiyalardan farkli olarak
cansiz cevrede uzun siire yasayabilrnesi, hastaliin kontroliinde O©nernli bir engel
olusturrnaktadir. Coxiella burnetii'nin primer rezervuari sigir, keci, koyun, kopek, at ve
kenelerdir. Hastalik hayvanlarda genellikle subklinik seyretmekte, buna karsin
mikroorganizma siit, idrar ve diski ile ¢ok miktarda ¢ikarilmakta, ayrica amniyotik sivida,
plasenta ve fetal membranlarda yiiksek oranda bulunrnaktadir. C. burnetii'nin infekte sigir,
koyun ve kecilerden sagilan siitlerden ve tereyagindan izole edildigine dair pek cok yayin
bulunmaktadir. Epidemiyolojik c¢alismalar gostermistir ki pastorize edilmemis siitler

insanlar icin Coxiella infeksiyonu kaynagi olabilmektedir (Andrews ve ark 1959).

Degisik klinik tablolar ile karsimiza cikarak tam giicliigiine neden olan Q atesinin
spesifik laboratuvar tanisinda kolay uygulanabilirligi ve laboratuvar ¢alisanlarina bulagsma
riskinin olmamasi nedeni ile serolojik tam1 yontemleri daha ¢cok Onerilmektedir. Coxiella
burnetii antijenik Faz varyasyonu gostermektedir. Faz 1 organizmalar infekte insan ve
hayvanlardan izole edilirken, Faz II organizmalari embriyolu yumurta sar1 kesesinde veya
in vitro hiicre kiiltiir sistemlerinde C. burnetii'nin seri pasajlarindan sonra elde
edilmektedir. Faz II antijenleri, infeksiyoz degildir, ancak gerek erken ve gerekse geg
donemde hasta serumlan ile pozitif sonu¢ verebilmektedir. Coxiella burnetii'ye karsi
gelisen antikorlar 6zgiildiir ve diger bakteriler ile ¢apraz reaksiyonlar bilinmemektedir. Q
atesi infeksiyonunda, spesifik IgM tipi antikorlann pozitifligi akut veya yeni gecirilmis bir
infeksiyonu gosterir. IgG tipi antikorlar infeksiyonun erken donerninde yiikselir ve yillarca
serumda saptanabilir kalmaktadir. Faz II antijen akut Q atesinde ilk olarak ortaya ¢ikan
antijen olup buna karsi olusan antikorlar IgM tiiriindedir. Kronik Q atesinde ise yliksek

diizeyde Faz I'e kars1t antikorlar olugsmaktadir. Coxiella burnetii'ye karsi olusan 06zgiil



antikorlann arastirilmasinda siklikla ELISA ve IFAT kullanilmaktadir (Varga ve ark 1997).
Komplement fikzasyon testi gecmiste Q atesi tanisinda cok kullanilmasina ragmen, ELISA
ve IFAT'a gore duyarliliginin daha diisiik olmasi, kronik infekte hastalarda yanlis negatif,
tavuk yumurtasindan hazirlanan antijenlerle capraz reaksiyona girip yanlis pozitif sonuc
vermesi ve daha uzun zaman almasi nedeniyle son yillarda pek kullanilmamaktadir. Bu
testin duyarliliklarin1 saptamak amaci ile yapilan ¢alismalarda Peter ve arkadaslar1 (1985),
ELISA i¢cin % 94, IFAT icin % 91 ve KF testleri icin % 78 oranlarinda duyarlilik
saptadiklarint bildirrnislerdir. Cruchaga D'Harcourt ve arkadaslari (1996), C. burnetii
infeksiyonu siiphesi olan hastalardan topladiklar1 158 serum ornegi ile ELISA ve IFAT
testlerinin karsilastirmali ¢calismasinda >1/160 titrede ELISA icin % 96.8 ve IFAT i¢in %

98.4 oraninda duyarlilik saptamiglardir.

ELISA ve IFA testlerinin duyarliliklar1 oldukga yiiksektir. Yine ELISA ve IFA
testlerinin hemolitik ve anti-komplementer serumlarda uygulanabilmeleri bu testlere
istiinliik kazandirmaktadir. Yapilan seroepidemiyolojik caligmalarda IFAT ve ELISA'nin
cok sayida seruma uygulanabilmesi disinda birbirlerine iistiinliikleri olmadig: bildirilmistir
(Domingo ve ark 1999). Arastirmamizda toplam 600 kan 6rneginin 140’inda (% 23.33)
ELISA pozitif, 148’inde (% 26.66) ise IFA testi pozitif sonuglar elde edilmistir. Elde
edilen pozitif sonuclar agisindan ELISA ve IFA testlerimiz arasinda yiiksek oranda
farklilik saptanmamustir. Farkli ciftliklerden alinan orneklerin dagiliminda ise sigir, koyun
ve kec¢i populasyonlarinda onemli derecede farklilik godzlenmemistir. Sigir Ornekleri
acisindan 4. ciftlikte IFA testinde 4 adet fazla pozitif 6rnek, kegi ornekleri agisindan 2. ve
4. ciftlikten 1’er adet fazla pozitif ornek tespit edilmistir. Koyun Ornekleri acisindan

ELISA ve IFA testleri arasinda herhangi bir farklilik gozlenmemistir.

Q atesi seroprevalansinin, arastirilan hayvan tiirline gore degismek iizere % 9 ile %
21 arasinda oldugu ve bolgesel olarak hayvan tiirleri arasindaki infeksiyonun paralel
seyrettigi bildirilmistir (Uhaa ve ark 1994). Tiirkiye'de hayvanlarda Q atesi varligi ilk defa
1946-1947 yillarinda siitlerden C. burnetii izole edilmesiyle ortaya konmustur (Cetinkaya
ve ark 2000). Son yillarda iilkemiz hayvanlarinda Q atesine yonelik yapilan seroprevalans
calismalarinda, degisik yorelerdeki hayvanlarda, C. burnetii seropozitifligi konusunda
degisik sonuclar bildirilmistir. Elazig’da yapilan bir calismada Cetinkaya ve arkadaslari
(2000), C. burnetii 1gG pozitifligini koyunlarda % 10.5, sigirlarda da % 5.8 olarak
bulmuslardir. Kili¢ ve arkadaslari, 2005 yilinda Aydin’da koyunlarda C. burnetii 1gG



seroprevalansinin % 3.0, Seyitoglu ve arkadaslar1 (2006) da yine 2005°te Erzurum'da
prevalansinin % 6.0 oldugunu belirtmislerdir. Bu calisma sonuglar1 iilkemizin cesitli
yorelerindeki hayvanlarda C. burnetii infeksiyonunun varligim gostermektedir. Ozgiir ve
arkadaslar1  (1997), Istanbul ve Trakya yoresinde ELISA ile inceledikleri sigir
serumlarindan infertilite sorunu olan 92 sigirin 35 (%35.5)’inde, saglikli 52 siit si8irinin 4
(%7.6)’tiinde ve risk grubunu olusturan 50 insan serumunun ise 23 (%46)’iinde antikor
saptadiklarini bildirmislerdir. Calismamizda ise Aydin ili ve cevresindeki sigir, koyun ve
keci populasyonlarindan ELISA testi sonucu C. burnetii 1gG antikorlar1 da saptanmistir.

ELISA testi sonucunda % 23.33 oranindaki seroprevalans dikkati cekmektedir.

Onceki calismalar (Lang ve ark 1990, Ho ve ark 1995, Maurin ve ark 1999) Q
atesinin ¢iftlik hayvanlarinda yaygin oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, c¢iftlik
hayvanlarindaki seroepidemiyolojik calismalarin ¢ogu 1960’larda yapilmistir ve cogu
yerlerde bu hayvanlarda C. burnetii infeksiyonunun gercek prevalanst hala
bilinmemektedir (Maurin ve ark 1999). Sigirlarda yapilan seroepidemiyolojik caligmalar C.
burnetii antikor seroprevalansinin 20-30 yil 6ncesinden daha yiiksek oldugunu gostermistir
(Lang ve ark 1990). Sigir, koyun ve keciler etkenin insanlara bulagmasinda primer
rezervuarlardir (Maurin ve ark 1999). Infekte hayvanlarin idrar, diski, siit ve dogum
artiklariyla mikroorganizma etrafa sacilir ve insanlara bulagabilir. Koyun ve kecilerde
yavru atma ve sigirlarda diisiik dogum agirligi ve infertilite kronik C. burnetii infeksiyonu
ile iliskilidir (Ho ve ark 1995). Epidemiyolojik veriler siit veren ineklerin kronik olarak
koyunlardan daha siklikla infekte oldugunu ve insan infeksiyonunun en énemli kaynagini
olusturdugunu gostermistir (Maurin ve ark 1999). Koyunlarla karsilastirildiginda infekte
siit veren ineklerin serumundaki spesifik antikorlarin uzun siire saptanabildigi ve C.
burnetii’nin siitle atitlmasinin uzun siirdiigii bildirilmistir (Ho ve ark 1995). Calismamizda
da Polimeraz Zincir Reaksiyonu metoduyla elde edilen verilere gore en fazla pozitif 6rnek
sigirlardan elde edilmistir. Bu durum da bolgemizde C. burnetii infeksiyonu tehlikesinin
oldugunu ve infekte olan ve teshis edilmeyen hayvanlardan alinan siitlerin tiiketimi sonucu

insanlarin da hastaliga yakalanmaya ag¢ik oldugunu desteklemektedir.

Amerika’da sigirlarda Q atesinin seroprevalansi eyaletten eyalete degisiklik
gostermekle birlikte, seroepidemiyolojik c¢alismalar son on yilda C. burnetii
infeksiyonunun Amerika’daki sigirlar arasinda arttigini gostermistir (Kim ve ark 2005).

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



belirgin bir sekilde artmistir. Yeni bir calismaya gore, Q atesi 1978-1999 yillar1 arasinda
21 vakadan 2000-2004 yillar1 arasinda 51 vakaya kadar artmistir ve vakalarin sayisinin
Kaliforniya’da en yiiksek oldugu bildirilmistir (McQuiston ve ark 2006). Bu veri Q
atesinin arttk Amerika’da bir meslek hastalig1 (¢iftciler, mezbaha calisanlar1 veya veteriner
hekimler) oldugunun diisiiniilmesi gerektigini gostermektedir. Son yillarda, Irak ve
Afganistan’a yerlesen Amerikan askerleri arasinda Q atesinin 30’dan fazla vakasi

bildirilmistir (Leung-Shea ve ark 2006).

Tiirkiye’de hayvanlarda Q atesinin yayginligi yapilan arastirmalarla ortaya
cikarilmaya calisilmistir. Bu calismalar hastaligin hayvanlar ve insanlar icin olusturdugu
riski ortaya koymustur. Sigirlarda yapilan calismalarda seroprevalans oraninin % 5.8- 21.7
arasinda degistigi rapor edilmistir (Gokgcen 1989). Cetinkaya ve ark. (2000) Elazig ili ve
ilgelerinden sigir, koyun ve insanlardan toplanan serum Orneklerinden Q atesi
seroprevalans calismasinda, sirasiyla % 5.8 % 10.5 ve % 8 oraninda seropozitiflik tespit
etmiglerdir. Kalender (2001), Elazig ve komsu illerdeki koyunlarda C. burnetii
infeksiyonunun yaygiliginm1 ortaya koymak amaciyla yaptigi calismada, yavru atmis
koyunlarda % 38.6 ve yavru atmamis koyunlarda ise % 11 oraninda seropozitiflik
bulmustur. Aym arastirict Elazig’da % 20.0, Malatya’da % 20.0, Bingodl’de % 28 ve
Mus’ta % 27 oranlarinda pozitiflik saptamistir (Kalender 2001). Yine, Elazi1g’daki
koyunlardan alinan siitlerde immunomagnetik separasyon-PCR yontemi ile, C. burnetii
yoniinden % 3.5 oraminda bir pozitiflik bulunmustur (Ongor ve ark 2004). Antalya,
Diyarbakir ve Samsun il merkezlerinde toplanan serum Orneklerinden Q atesi
seroprevalans calismasinda, sirasiyla % 13.2, % 6.0 ve % 1,8 oraninda seropozitiflik tespit
edilmistir (Berberoglu ve ark 2004). Aydin ve ark. (2006), ic Anadolu bolgesi sokak
kedilerinde C. burnetii’nin seroprevalansim1 saptamak amaciyla yaptiklar1 bir ¢alismada,
Ankara’da % 1.4, Kayseri'lde % 8.3 ve Nigde’de % 7.4 oraninda seropozitiflik
saptamislardir. Calismamizda elde edilen verilere gore de Q atesi hastaliginin

bolgemizdeki aigir, koyun ve ke¢i populasyonlarinda varligi ortaya konmaktadir.

Eyigor ve arkadaslart (2006), calisma grubunu veteriner hekimler, celepler ve
kasaplarin olusturdugu arastirmalarinda serum oOrneklerinden ELISA yontemiyle Faz II
IgG ve IgM arastirmislardir. ELISA testinde kuskulu saptanan ve pozitif olan orneklerde
de Faz I veFaz Il IgM ve IgG antikorlarin1 arastirmiglardir. Toplam 20 kiside yapilan IFA
Faz II IgM testi yedi (% 7.6) olguda pozitif saptanmustir. C. burnetii 1gG antikorlar1t ELISA



ile olgularin 32’sinde (% 34.8) pozitif, dokuzunda (% 9.7) siipheli bulunmustur. Toplam 41
kiside uygulanan IFA testiyle, C. burnetii Faz 1l IgG antikorlar1 39 (% 42.3) kiside pozitif
bulunmustur. Bir kiside (% 2.4) IFA ile C. burnetii Faz 1 ve Faz II IgG birlikte pozitif
saptanmustir. Cesitli ciftliklerden alinan kan orneklerinden elde ettigimiz ELISA, IFA ve
PCR bulgularina gore hastaligin zoonotik karakteri goz Oniine alindigi zaman, bu
ciftliklerde calisan personel ve veteriner hekimlerin de Q atesi hastalig1 ile kars1 karsiya

kaldig1 soylenebilmektedir.

Son yillarda, Polimeraz Zincir Reaksiyonu insan ve veteriner hekimlikte Q atesinin
teshisini 6nemli Ol¢iide degistirmistir. PCR kitleri mevcuttur ve farkl klinik 6rneklerde C.
burnetii’yi saptamak i¢in PCR testleri spesifik, duyarli, yapilmas1 kolay ve c¢abuk bir
yontemdir (Arricau-Bouvery ve ark 2005). Cok sayida hayvan ve siiriileri test etmek icin
ELISA avantajhi bir testtir, fakat serolojik testler diski ve siit ile C. burnetii’yi sagcan
hayvanlar1 tespit etmede bazi dezavantajlara sahiptir (Arricau-Bouvery ve ark 2005).
Ciinkii vajinal mukus, diski veya siitle C. burnetii’yi disar1 ¢ikaran ¢ogu hayvanlar
seropozitif olmasina ragmen, bir kismi etkeni sagmadan seropozitif olabilir ve diger
taraftan seronegatif olanlarin bir kism1 da etkeni sagabilirler. PCR portorleri saptamak igin
en duyarli ve cabuk yontemlerden birisidir (Fournier ve ark 2003). Son yillarda, hiicre
kiiltiirlerinde ve klinik 6rneklerde C. burnetii DNA’sin1 saptamak i¢in PCR’1 baz alan
birkag teshis testi gelistirilmistir. Bu testler konvansiyonel PCR (Edingloh ve ark 1999),
nested PCR veya LightCycler, SYBR Green veya TagMan chemistry ile yapilan real-time
PCR’dir (Fenollar ve ark 2004). Tekrarli ve transpozon benzeri elementi (Trans PCR) baz
alan primerlerle yapilan bir PCR testi, C. burnetii infeksiyonlarinin laboratuar teshisi i¢in
yiiksek derecede spesifik ve duyarhidir. Ciinkii spesifik DNA sekansinin ¢cok az kopyasini
bile saptamaktadir (Willems ve ark 1994). Trans PCR testinin hayvanlarin siit, digk1 ve
dokularinda C. burnetii DNA’sim1 saptamak icin yiiksek derecede duyarli bir metot oldugu
ispatlanmistir (Willems ve ark 1994). Testlerin hedef sekanslar1 com1 veya htpB gibi tek
kromozomal genler, plazmidler (QpHI, QpRS) veya C. burnetii Nine Mile RSA 493
susunun genomunda 20 kopyada mevcut olan IS1111 insersiyon elementin transposase
geninden orijin almiglardir. IS1111 elementin multikopya sayisindan dolayi, bununla
yapilan PCR testi cok duyarlidir. Bununla birlikte, farkli Coxiella izolatlarinda mevcut
olan IS1111 elementlerinin sayilar1 bilinmedigi icin, hiicrelerin miktar1 IS elementini baz

alan PCR ile belirlenememektedir (Hoover ve ark 1992).



Son yillarda PCR metodu, C. burnetii etkenlerinin belirlenmesinde kullanilan hizli
ve duyarli metotlardan birisi olmaktadir. Konvansiyonel PCR yonteminde etkenin
saptanma oranlar1 serumda 1-500 bakteri/ml ve digskida ise 1 bakteri/mg seviyelerinde
bulunmaktadir (Nicollet ve ark 2007). Kim ve arkadaslarinin (2005) yaptiklari
caligsmalarda ise 27kDa biiyiikliiglinde dis membran proteini olan htpA ve htpB proteinleri
tespit edilmistir. Jager ve arkadaglari ise (1998) restriksiyon fragment polimorfizmi analiz
caligmalar1 sonucu sigir, koyun ve kegi siitlerinde mucZ genlerini tespit etmislerdir.
Svaraka ve arkadaglar1 (2006) tarafindan ortaya konulan multilokus degisken tandem
tekrarlayan analiz yontemiyle birlikte sekans tiplendirmesi agisindan daha etkili sonuglar
elde edilebilmistir. Glanuzova ve arkadaslar1 (2005) ise multispacer sekans tiplendirmesi
ile birlikte C. burnetii izolasyonuna gerek kalmadan klinik 6rneklerden etkenin varliginin
ortaya konulabilecegini saptamiglardir. Calismamizda kullandigimiz Trans-PCR metodu
sonucunda ise sigir ve koyunlarda, ELISA ve IFA metoduna gore PCR metodunun daha
spesifik sonuglar verdigi ortaya konmustur. Bu durumda da PCR metodunun giivenilirligi

desteklenmektedir.

Schneeberger ve arkadaslarinin (2009) yaptiklar1 calismada ise 500 adet sigirdan
elde edilen siit 6rneginin 146 adedinde C. burnetii’ye ait 1s1 sok protein geni tespit edilmis
ve bu identifikasyonun klinik belirtilerin goriilmesinden sadece 10 giin sonra ortaya ¢iktigi
bildirilmistir. Hastalik genellikle subklinik infeksiyonlara yol actig1 i¢in duyarli ve hizh
teshis i¢in PCR metodunun 6nemi bir kez daha g6z oniine gelmektedir.

Kirkan ve arkadaslari (2008)’da sigirlarda C. burnetii’nin varligint molekiiler
olarak arastirdiklar1 calismalarinda C. burnetii’ye ait transpozon benzeri tekrarlayan bolge
genlerini saptamay1 hedeflemislerdir. DNA Ekstraksiyon kiti kullanilan arastirma sonucu
toplam 138 6rnekte 6 (% 4.3) adet 6rnek PCR pozitif olarak saptanmistir. Calismamizda da
600 adet hayvandan almman kan Orneklerinde % 34.66 oraninda C. burnetii geni tespit

edilmistir.

Calismamizda ise ELISA testi acisindan sigirlardan elde edilen serum orneklerinde
pozitif ornek sayis1 1. ciftlikten 10, 2. ciftlikten 12, 3. ciftlikten 12, 4. ciftlikten 6 adet
olmak {iizere toplam 40 adet (% 20.0), koyunlardan elde edilen serum 6rneklerinde pozitif
ornek sayisi 1. ciftlikten 14, 2. ciftlikten 17, 3. ciftlikten 11, 4. ciftlikten 16 adet olmak
izere toplam 58 adet (% 29.0), kecilerden elde edilen serum 6rneklerinde pozitif 6rnek

sayist 1. ciftlikten 10, 2. ciftlikten 11, 3. ciftlikten 7, 4. ciftlikten 14 adet olmak iizere



toplam 42 adet (% 21.0) olarak belirlenmistir. IFA testi acisindan ise sigirlardan elde
edilen serum Orneklerinde pozitif ornek sayisi 1. ciftlikten 10, 2. ¢iftlikten 12, 3. ciftlikten
12, 4. ciftlikten 10 adet olmak iizere toplam 44 adet (% 22.0), koyunlardan elde edilen
serum Orneklerinde pozitif ornek sayisi 1. ¢iftlikten 14, 2. ¢iftlikten 17, 3. ¢iftlikten 11, 4.
ciftlikten 16 adet olmak iizere toplam 58 adet (% 29.0), kecilerden elde edilen serum
orneklerinde pozitif 6rnek sayist 46 adet (% 23.0) olarak belirlenmistir. Sigirlardan elde
edilen kan orneklerinde PCR pozitif 6rnek sayis1 1. ¢iftlikten 22, 2. ciftlikten 26, 3.
ciftlikten 28, 4. ciftlikten 20 adet olmak iizere toplam 96 adet (% 48.0), koyunlardan elde
edilen kan orneklerinde pozitif 6rnek sayisi 1. ¢iftlikten 17, 2. ciftlikten 20, 3. ciftlikten 15,
4. ciftlikten 20 adet olmak iizere toplam 72 adet (% 36.0), kecilerden elde edilen kan
orneklerinde pozitif 6rnek sayis1 1. ¢iftlikten 10, 2. ciftlikten 12, 3. ciftlikten 9, 4. ¢iftlikten
15 adet olmak iizere toplam 46 adet (% 23.0) olarak belirlenmistir Cizelge . Goriildiigi
tizere elde edilen pozitif sonuclar acisindan ELISA ve IFA testlerimiz arasinda yliksek
oranda farklilik saptanmamistir. Ancak her iki test ile PCR sonuglarini karsilastirdigimizda
ozellikle s1gir ve koyunlar agisindan elde edilen sonuclarda farkliliklar oldugu ve PCR ile
daha fazla pozitiflik elde edildigi goriilmektedir. Coxiella burnetii tanisinda PCR
yonteminin spesifite ve sensitivitesinin ELISA ve IFA testlerine gore daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Ayrica her ciftlikten alinan 6rneklerin hayvan tiirlerine gore dagilimi goz
oniine alindiginda Aydin yoresi ve c¢evresinde Coxiella burnetii etkeninin var oldugu

ortaya konmaktadir.

5. SONUC

Aydin ili ve cevresinde bulunan dort farkli sigir, koyun ve keci siiriilerinden elde
edilen kan materyallerinde C. burnetii’nin serolojik, immunohistokimyasal ve molekiiler
identifikasyonu amaciyla yapilan bu tez ¢alismasinda, ELISA metoduyla incelenen 600
ornegin 140’inda (% 23.33) C. burnetii antikorlar1 saptanmistir. Aym1 Ornekler IFA
metoduyla incelendiginde 600 Ornegin 148’inde (% 24.66) C. burnetii antikorlari
saptanmustir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile oOrnekler incelendiginde 600 Ornegin

214’tinde (% 35.66) C. burnetii varlig1 tespit edilmistir.



Elde edilen sonuglara gore saglikli goriinen hayvanlardan alinan kanlardan C.
burnetii varliginin tespitine yonelik en iyi identifikasyon metodunun Polimeraz Zincir

Reaksiyonu oldugu ortaya konulmustur.

Biitiin ciftliklerden alinan 6rneklerde sigir, koyun ve ke¢i populasyonlarinda C.
burnetii etkeninin varligl ortaya konmustur. Bu durumda Aydin ili ve cevresindeki
ruminant yetistiriciligi yapilan bolgelerde C. burnetii’ye yonelik arastirma sayisinin
arttirilmas1 gerekliligi ortaya cikmustir. Q atesi hastalifinin zoonotik karakteri de goz
Oniine alindig1 zaman, soz konusu bakteriyel etken ile miicadele edilmesinin Onemi

giindeme gelmektedir.

C. burnetii etkeni, genellikle subklinik olarak seyretmektedir ve pnomoni gibi hafif
olgularla sonuglansa da abortlara da yol agmakta ve verim kayiplarina neden
olabilmektedir. Zoonotik 6zelliginden dolay1 da insanlarda da infeksiyonlara yol a¢gma
tehlikesi de bulunmaktadir. Tez calismamizda elde edilen verilerin 1s18inda, ruminant
yetistiriciliginin yaygin oldugu Aydin ili ve cevresinde Q atesi hastalig1 siiphesi gosteren
hayvanlarin serolojik siirii taramalarimin ELISA ve IFA testleri ile yapilmasi, pozitif
sonuglar elde edilen ciftliklerde ise PCR metoduyla C. burnetii varliginin arastirilmasi
sonucuna varilmaktadir. Bu ¢iftliklerdeki hasta hayvanlarin siitlerinin tiiketime
sunulmamasi, portdr hayvanlarin infeksiyonu yaymasini Onlemek amaciyla siiriiden
ayrilmasi, cevreye kontamine digski ve althk materyallerinin yayilmasinin engellenmesi
gerekmektedir.

Ulkemiz genelinde oldugu gibi Aydin bolgesinin de Q atesi hastalifi salgini
acisindan riskli bir durumda oldugu ve ozellikle Veteriner sahada asis1 ve toksoidi
bulunmayan C. burnetii etkeni i¢in immunizasyon c¢alismalarinin hizlandirilmasi ve

koruma-kontrol 6nlemlerinin alinmasimin gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.



OZET

Sigir, Koyun ve Keci Siiriilerinde Coxiella burnetii Yayiliminin Saptanmasi

Bu calismada Aydin ili ve ¢evresinde bulunan 4’er farkh ciftlikte bulunan 200 adet
sigir, 200 adet koyun ve 200 adet kecinin her birinden kan alinmak iizere 600 adet
ornekleme yapilarak Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’'nda C. burnetii etkeninin varlig1 yoniinden serolojik ve molekiiler olarak

incelenmistir.

ELISA yoOntemine gore sigirlardan elde edilen serum Orneklerinde pozitif ornek
say1s1 40 adet (% 20.0), koyunlardan elde edilen serum Orneklerinde pozitif ornek sayisi 58
adet (% 29.0), kecilerden elde edilen serum 6rneklerinde pozitif 6rnek sayis1 42 adet (%

21.0) olarak belirlenmistir.

IFA yontemine gore sigirlardan elde edilen serum 6rneklerinde pozitif 6rnek sayisi
44 adet (% 22.0), koyunlardan elde edilen serum orneklerinde pozitif 6rnek sayis1 58 adet
(% 29.0), kegilerden elde edilen serum Orneklerinde pozitif 6rnek sayis1 46 adet (% 23.0)

olarak belirlenmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemine gore sigirlardan elde edilen kan
orneklerinde PCR pozitif 6rnek sayis1 96 adet (% 48.0), koyunlardan elde edilen kan
orneklerinde pozitif 6rnek sayis1 72 adet (% 36.0), kecilerden elde edilen kan 6rneklerinde

pozitif ornek sayisi1 46 adet (% 23.0) olarak belirlenmistir.
Elde edilen sonuglara gore saglikli goriinen hayvanlardan alinan kanlardan C.

burnetii varliginin arastirilmasi i¢in en duyarli metodun Polimeraz Zincir Reaksiyonu

oldugu ortaya konulmustur.

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



SUMMARY

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

In this study, a total of 600 sampling was made from 200 cattle, 200 sheeps and 200
goats from 4 different ranch in Aydin Province region, then blood samples were brought to
Adnan Menderes University Faculty of Veterinary Medicine Department of Microbiology

and investigated serologically and molecularly fort he presence of C. burnetii.

According to ELISA method, the number of positive samples gathered from sera
samples of cattle were 40 (20%), the number of positive samples gathered from sera
samples of sheeps were 58 (29%) the number of positive samples gathered from sera

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

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

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

According to Polymerase Chain Reaction method, the number of PCR positive
samples gathered from blood samples of cattle were 96 (48%), the number of positive
samples gathered from blood samples of sheeps were 72 (36%) the number of positive

samples gathered from blood samples of goats were detected as 46 (23%).
According to the results obtained, Polymerase Chain Reaction is the most sensitive

method for detecting C. burnetii from blood samples taken from animals which seems

healthy.

Keywords: C. burnetii, cattle, sheep, goat, blood, ELISA, IFA, PCR
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