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OZET

MAVILI Z. S. (2015): Disi Sigirlarda Q Hummasinin Molekiiler (Real-time PCR) ve
Serolojik (ELISA) Yontemlerle Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Mikrobiyoloji Anabilim Dali Doktora Tezi. Istanbul.

Bu tez calismasinda, Istanbul ili ve Trakya ydresinde yetistirilen, farkli
isletmelere ait siit sigirlarinin kan ve siit 6rneklerinde Coxiellla burnetii’nin varliginin
real-time PCR teknigi ile molekiiler diizeyde arastirilmasi ve ayni hayvanlara ait spesifik
antikor titrelerinin ELISA ile degerlendirilmesi amaglanmistir. Arastirmada, ayrica
reprodiiktif problemlerin varligi, kan sayimi, yas, yetistirildigi sehir, mastit varligr ve

kene enfestasyonu gibi etkenlerin istatistiki 6nemlerinin saptanmasi amaglanmastir.

Bu amagla, reprodiiktif problemleri olan (infertil, metrit, abort) ile bu
problemlerin goriilmedigi hayvanlar segilerek karsilastirildi. Calismada toplam 200
hayvanin 20 (%10)’si ELISA ile pozitif saptanirken, reprodiiktif problemi olan ineklerden
alinan 100 serum orneginin 11 (%11)’i ve reprodiiktif problemi olmayan ineklerden
alinan 100 serum 6rneginin 9 (%9)’u seropozitif bulundu. Toplam 12 adet abort yapmis
inegin 4 (%33)’1 seropozitif olarak belirlendi. Abort goriilen hayvanlardaki seropozitiflik
orani diger gruplara gore daha yiiksek olarak saptanmis olup, fark istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (p<0,05). ELISA sonuglarina gore, Istanbul'da %8,4, Tekirdag'da
%38,6, Kirklarelinde %10,5, Edirne'de %17,9 oraninda pozitiflik saptandi. En yiiksek
pozitiflik oran1 Edirne ilinde yetistirilen hayvanlarda goriilmekle birlikte, illere gore fark
istatistiksel olarak Onemli saptanmadi. Ayrica, seropozitif sigirlarin oranlar yaslarina,
mastit ve kene varligina gore karsilastirildiginda, aradaki fark istatistiksel olarak 6nemli

bulunmada.

Hayvanlarin antikoagulantli tiiplere alinan vendz kan orneklerinden tam kan
sayimi tayini yapilarak, ELISA seropozitif olan sigirlarin seronegatif olan sigirlara gore
RBC, HCT ve HGB ortalama degerlerinin yiiksek oldugu; WBC ve PLT ortalama
degerlerinin ise distiigli ancak bu farkliliklarin higbirinin istatistiki olarak anlamli
olmadig1 belirlendi. ELISA seropozitif saptanan reprodiiktif sorunlari olan sigirlarin;

reprodiiktif sorunu olmayan sigirlara gére RBC, HCT, HGB ve PLT ortalama
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degerlerinin yiikseldigi; WBC ortalama degerlerinin ise diistiigli ancak bu farkliliklardan
sadece HGB degerinin istatistiksel 6nemli oldugu saptandi (p<0,05).

Ayni hayvanlarin kan ve siitlerinden elde edilen genomik DNA diriinlerinden,
IS1111 primerleri kullanilarak, 260 bp uzunlugundaki bolge amplifiye edildi ve SYBR
Green hidrolizine bagli floresan artigi goriilen inceleme oOrnekleri Coxiella burnetii
yoniinden pozitif olarak saptandi. Incelenen 200 siit drnegin 2 (%1)’sinde Coxiella
burnetii DNA’s1 saptanirken, kan Orneklerinde spesifik DNA saptanmadi. Reprodiiktif
problemi olan ineklerden alinan 100 siit 6rneginin 1 (%]1)"1 ve reprodiiktif problemi
olmayan ineklerden alinan 100 siit 6rneginin 1 (%1)'i PCR pozitif saptandi. Abort yapan
toplam 12 hayvana ait siit 6rneklerinin 1 (%8,3)’1 PCR pozitif olarak belirlendi.

Sonug olarak, bu calismada, Istanbul ili ve Trakya ydresinde yetistirilen, farkli
isletmelere ait siit sigirlarinda Q hummasinin seroprevalansi % 10 olarak saptanmis olup
abort olgularinda mutlaka akla getirilmesinin énemli oldugu kanisina varilmistir. Siitle

sacicilik real-time PCR teknigi %1 olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Coxiella burnetii, ELISA, Real-time PCR, Sigir, Tam Kan Sayim1

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 8341
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ABSTRACT

MAVILI Z. S. (2015): Investigation of Q fever in cattle by molecular (Real time PCR)
and serological (ELISA) tests. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Microbiology. Istanbul.

In this study, presence of Coxiella burnetii in blood and milk samples of dairy
cattle raised in Istanbul province and Trakia district by real-time PCR was aimed. And
specific antibody titers of matching animals were also investigated by ELISA.
Furthermore, statistical significances of obtained data such as presence of reproductive
problems, total blood count, age, city, presence of mastitis and presence of tick
infestation were studied.

For this purpose, cattle with and without reproductive problems (infertil,
metritis and abortus) were chosen and compared. In total, 20 of 200 (10%) sera were
found to be positive by ELISA. Eleven of 100 (11%) sera from cattle with reproductive
problems were positive while 9 of 100 (9%) sera were positive from cattle without
reproductive problems. Four of 12 (33%) sera of the aborted cattle were found to be
positive. Seropositivity of aborted cattles rate was higher than the other groups and the
difference was statistically significant (p<0.05). Seropositivity rates were 8.4% in
Istanbul, while 8.6% in Tekirdag, 10.5% in Kirklareli and 17.9% in Edirne. The highest
positivity rate was seen in cattle reared in Edirne, although there were no statistically
significant difference according to the provinces. Also seropositive rates of cattle
according to age, presence of mastitis and presence of ticks were examined and
differences were not found statistically significant.

Complete blood counts were determined from the matching animals. RBC, HCT
and HGB mean values in ELISA seropositive cattles were found to be higher than mean
values in seronegative ones, while WBC and PLT mean values were lower. These
differences were found to be statistically insignificant. RBC, HCT, HGB and PLT mean
values in ELISA seropositive cattles with reproductive problems were found to be higher
than mean values in ELISA seronegative ones, while WBC mean values were lower.
Only HGB mean value difference was found to be statistically significant (p<0.05).

Genomic DNAs extracted from milk and blood samples of the animals were

amplified using with 1S1111 primers (260 bp) and samples with flourescence increase
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due to SYBR Green dye were consedered as C. burnetii DNA positive. In total, 2 of 200
(1%) milk samples were positive by real- time PCR (one with reproductive problems and
one without). One of 12 (8.3%) milk samples of the aborted cattle were positive by PCR
while none of the blood samples were found to be positive.

In conclusion, in this study, seroprevalence of Q fever in dairy cattle belonging
to different farms in Istanbul and Thracia district is determined as 10% and the infection
should be considered in abortion cases. Spreading of the agent by milk was found 1% by

real-time PCR technique.

Key words: Coxiella burnetii, cattle, ELISA, Hemogram, Real-time PCR

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No.
8341



1. GIRIS VE AMAC

Query (Q) hummasi zorunlu, hiicre i¢i bir bakteri olan Coxiella burnetii nin
neden oldugu, bulasici ve zoonoz bir infeksiydz hastaliktir. Ilk kez 1933 yilinda
Avustralya'da mezbahada calisan isgilerde tanisi konulamayan atesli bir salgin halinde
ortaya ¢ikmistir. Daha sonra gergeklestirilen ¢aligsmalar sonucunda, insan ve

hayvanlarda diinya ¢apinda yaygin ve énemli bir hastalik oldugu bilinmektedir.

Coxiella cinsi mikroorganizmalar Gram negatif, pleomorfik ve hareketsizdirler.
Etken mononiikleer hiicrelerin fagozomlar i¢inde, plasenta ve embriyolu yumurtanin
sar1 kesesi gibi diger hiicrelerin intrasitoplazmik vakuollerinde ve hiicre kiiltiirlerinde
tirerler. Coxiella cinsi Legionellales takimi, Coxiellacceae familyasi iginde yer
almaktadir. Tim hayat siklusu bilinmemekle birlikte elektron mikroskobisi ¢aligsmalari,
dogada uzun siire canli kalmasini saglayan direngli kii¢iik hiicre varyanti (SCV) ve
konak¢1 hiicrelerinde ¢ogalan biiyiik hiicre varyantlarimi (LCV) ortaya ¢ikarmustir.
Dogadaki kiiglik hiicre varyantlari, endospor benzeri yapilar1 sayesinde cevresel (is1,

basing ve kimyasal degisiklikler) olumsuzluklara kars1 oldukca direnglidir.

Mikroorganizma dogal siklusunu kene ve rodentlerde gecirdikten sonra koyun,
keci, s1gir, kdpek, kedi gibi evcil hayvanlara ve yabani hayvanlara bulasir. Infeksiyonun
kenelere bagli olmayan siklusunun ise Ozellikle sigirlar1 kapsayan evcil hayvan
popiilasyonlari i¢inde gelistigi vurgulanmigtir. Etken, infekte hayvanlarin siitii, idrari,
diskist ve dogum/abort materyalleri ile sagilir. Infeksiyonun hayvanlar arasinda
bulagmasi solunum ve sindirim yollar1 basta olmak tizere vertikal ve veneral yollar ile
gerceklesir. Insanlarda da infeksiyonun en énemli bulasma sekli solunumdur. Mezbaha
calisanlar1 ve kasaplar, hayvan bakicilar1 ve giftgiler, veteriner hekimler, laboratuvar
caliganlar1 hastalik agisindan risk grubunu olusturmaktadir. Ancak, etken toz ve riizgar
ile tasinabildiginen dolayi, hayvanlar ile direk temasi bulunmayan insanlarda da

infeksiyonlar goriilmektedir.

Sig1r, koyun ve kegiler infeksiyondan klinik olarak en fazla etkilenen tiirler olup
ozellikle insanlardaki infeksiyonlarin da en onemli kaynaklaridir. Evcil hayvanlarda
infeksiyon genellikle subklinik seyretmektedir. Ancak, evcil ruminantlarda abort, zayif
yada olii dogum, metrit, infertilite gibi 6nemli reprodiiktif problemler goriilmektedir.

Hastalik, neden oldugu iireme bozukluklar: ve mastitten dolay1 biiyiik ¢apta ekonomik



kayiplara yol agmaktadir. Insanlarda infeksiyon, asemptomatik, akut (grip benzeri
tablodan yogun bakim gerektirecek ciddi pneumoni, hepatit) veya kronik infeksiyon

seklinde gecirilebilmektedir.

Infeksiyonun ruminantlarda bolgesel epidemiyolojisinin daha iyi anlasilmas,
boyutlarinin ortaya ¢ikarilmasi, korunma-kontrol stratejilerinin ortaya konmasi ve
izlenebilmesi i¢in 1iyi planlanmis ve dogru tekniklerin kullanildigi prevalans
calismalarinin 6nemli oldugu bildirilmektedir. Tanisal ve arastirma amaciyla, etken
izolasyonu igin biyogiivenlik seviye 3 standartlarina gereksinim duyulmaktadir. Bu
nedenle hayvanlarda C. burnetii infeksiyonunun tanisinda komplement fikzasyon (KF),
indirekt IFA (indirek fluoresan antikor) ve ELISA (Enzyme-linked immunosorbent
assay) testlerini igeren serolojik metotlar siklikla kullanilmaktadir. Siirii taramalarinda
ELISA ve KF’ nin tercih edildigi ancak, ELISA testinin KF ve diger testlere nazaran
daha duyarli oldugu bildirilmistir. Son yillarda tan1 ve aragtirma amaciyla PCR testleri

de etken DNA’sinin saptanmasi i¢in basariyla uygulanmaktadir.

Ulkemizde arastiricilar sigirlarda infeksiyonun prevalansina yonelik gesitli
calismalar gergeklestirmislerdir. Arastirilan bolge, hedeflenen popiilasyon ve test
teknigine gore infeksiyonun seroprevalansinin %5,8 ile %53,1 arasinda degistigi rapor
edilmistir.

Sigirlardan alinan kan 6rneklerinde PCR yontemi ile C. burnetii 'nin varligini
saptamak amaciyla yapilan bir ¢alismada ise, %4,3 oraninda pozitiflik saptanmustir.

Literatiir taramasi sonucunda, Tiirkiye’nin en biiyiik sehri olan Istanbul ve
kitalararas1 kapr niteligindeki Trakya yoresinde yetistirilen sigirlarda Q hummasi

izerine molekiiler teknikleri de igine alan kapsamli bir ¢alismaya rastlanilmamistir.

Bu tez calismasinda, Istanbul ili ve Trakya ydresinde yetistirilen, farkli
isletmelere ait reprodiiktif problemi olan ve olmayan siit sigirlarinin kan ve siit
orneklerinde Coxiellla burnetii’nin varligimin real-time PCR teknigi ile molekiiler
diizeyde arastirilmasi ve ayni hayvanlara ait spesifik antikor titrelerinin ELISA ile
degerlendirilmesi amac¢lanmistir. Arastirmada, ayrica reprodiiktif problemlerin varligi,
tam kan sayimi bulgulari, yas, yetistirildigi sehir, mastit varligi ve kene enfestasyonu

gibi faktorlerin istatistiki onemlerinin saptanmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hastaligin tanim ve tarihgesi

Query (Q) hummasi, diinyada yaygin olarak goriilen, zorunlu hiicre i¢i bir
mikroorganizma olan Coxiella burnetii'nin neden oldugu bulasici ve zoonoz bir
infeksiyoz hastaliktir (CFPSH 2007; OIE 2010).

Hastalik insanlari, evcil ve yabani hayvanlari etkilemektedir. Insanlarda akut
grip benzeri bir hastaliktan pneumoni, hepatit ve kronik endokardit’e kadar degisen
skalada patolojilerin goriildiigii bildirilmistir. Hayvanlarda ise yavru atma ve
infertiliteye neden olabilir. Hayvanlardan insanlara bulastig1 i¢in, halk saglhigi agisindan
biiyiik 6nem tagimaktadir (Howe ve ark. 2009; OIE 2010).

Brisbane, Queenland’da (Avustralya), 1933 yilindan itibaren giderek artan
sayilarda mezbahada ¢alisan is¢ilerde tanis1 konulamayan atesli bir salgin ortaya ¢ikmis
ve saglik otoritelerinin dikkatini ¢ekmeye baslamistir. Bunun sonucunda, hastalik ilk
kez Agustos 1935 yilinda, Saglik Merkezi Direktorii Sir Raphael Cilento tarafindan
gorevlendirilen, Queensland Saglik Merkezi Mikrobiyoloji ve Patoloji Laborutuvar sefi
olan Edward Holbrook Derrick’in incelemeleri sonucu tanimlanmig ve goriilen bu
hastalik Derrick tarafindan "Q ya da Query fever" olarak isimlendirilmistir. Derrick ilk
once klinik belirtileri tanimlayarak, 7-24 giin i¢inde sonuglanan ates, bas agrisi,
anoreksi ve miyalji ile hastalifin karakterize oldugunu bildirmistir. Hastalarin kan
orneklerinden gerceklestirilen kan kiiltiirlerinde {ireme gerceklesmemistir. Influenza,
tifus, tifo, paratifo, leptospiroz ve diger zoonoz hastaliklara yonelik yapilan serolojik
incelemeler de negatif saptanmistir. Arastirici, daha sonra atesli bir hastaya ait materyali
kobaya inokule etmis ancak etkeni izole edememistir. Derrick, Ekim 1936’da Frank
MacFarlane Burnet’e (Melbourne, Avustralya) infekte kobayin karacigerini emiilsiyon
halinde gondermistir. Burnet ve calisma arkadaslari, gonderilen emdiilsiyonu farkl
hayvan modellerine (fare, maymun ve embriyonik yumurtanin korinoallantik
membrani) inokule etmislerdir. Arastiricilar, inokule ettikleri farenin dalagindan yapilan
incelemelerde, hiicre boyutunda oval alanlar gérmiig; Castaneda metoduyla hazirladikari
preparatlarda ise, fazla sayida riketsiyalara ait hiicreler gordiiklerini bildirmislerdir
(McDade 1990; Maurin ve Raoult 1999; Lederberg 2000).

Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) ilk o6nce Gordon Davis, Rocky
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hastaliga neden olan Dermacentor andersonii tiirii keneler tizerinde yaptig1 ¢calismalarla
etkeni tespit etmis ancak Rickettsia rickettsii bakterisi oldugunu diisiinmiisiir. Arastirici,
daha sonra yapilan deneysel ¢alismalar sonrasi, farkli bir etken oldugunu, 1936 yilinda
yapilan Amerikan Halk Sagligi Kongresi’nde sunmustur. Cox ile Davis bu yeni etkeni
“Nine Mile etkeni” olarak bildirmislerdir (McDade 1990; Maurin ve Raoult 1999).

Cox, ilk olarak virusler ile riketsiyalarin bazi o6zelliklerini gostermesi ve
filtrelerden gegebilmeleri nedeniyle bu etkene Rickettsia diaporica adini vermistir.
Diger taraftan, Derrick tarafindan, Dr. Burnet’e ithafen hastaligin etkeni Rickettsia
burnetii olarak isimlendirilmistir. Son olarak, Burnet ve Cox’un yapmis olduklar
calismalar1 onurlandirmak igin etkenin adi Coxiella burnetii olarak belirlenmis olup
giiniimiizde de kabul gérmektedir (Philip 1948; McDade 1990; Marrie ve ark. 1996).

Hastalik, II. Diinya Savasi sirasinda Akdeniz ¢anaginda yaptigi salginlar sonucu
askeri birliklerde epidemiler halinde dikkat ¢ekmistir. Ozellikle Balkan gribi olarak
isimlendirilen atipik pneumoni salginlari, 1943-44 kisinda Italya, Bulgaristan ve
Yunanistan’da gorilmiistiir. 1946-1947 yillar1 arasinda Amarillo ve Chicago
(ABD)’daki et paketleme tesislerinde salginlar tespit edilmis ve Shepard’in yaptigi
epidemiyolojik ¢alismalar sonucu hastaligin aerosol olarak bulastigini ilk kez
yayinlanmistir (McDade 1990). Luton ve Huebner 1950 yilinda ilk kez bir sigira ait
plasentada etkeni izole etmisler ve insan infeksiyonlar1 i¢in sigirlarin 6nemli bir kaynak
oldugunu bildirmislerdir (McDade 1990). Etkenin farkli antijenik faz varyantlari ise,
1956 yilinda Stoker ve Fiset tarafindan tanimlanmistir (Stoker ve Fiset 1956).
Insanlardaki salgmnlar, II. Diinya savasindan sonra Balkan iilkelerinde rapor edilmeye
devam edilmis olup 6zellikle 1990’11 yillarin bagindan itibaren olgu sayilarinda artis
tespit edilmistir (Panaiotov ve ark. 2008). II. Diinya savasindan hemen sonra
Almanya’da, 1956 yilinda ise Hollanda’da ilk salginlarin ortaya ¢iktigi bildirilmistir
(Westra ve ark. 1958).

2.2. Etken ozellikleri

Coxiella cinsi Gammaproteobacteria sinifinda, Legionellales takiminda,
Coxiellaceae familyasina aittir. Rickettsia benzeri bir mikroorganizma olarak
bilinmesine ragmen 16S rRNA gen dizilimi ve genom analizine dayanarak Rickettsia

cinsinin yer aldig1 Proteobacteria ailesinin alfal (al) alt grubunda degil, Proteobacteria



ailesinin gama () alt grubundaki Legionellales takiminda simiflandirilmistir (Garrity ve
ark. 2005). Coxiellaceae ailesindeki tek tiir olarak yer alan, Gram negatif, kii¢iik (0,2-
0,5 um genisliginde ve 0,4-1,0 um uzunlugunda), hareketsiz, comak seklinde, kokoid,
diplokok veya siklikla pleomorfik mikroorganizmalardir (Fournier ve ark. 1998; Maurin
ve Raoult 1999; OIE 2010). Hiicre duvari yapist Gram negatif bakterilerde oldugu gibi
peptidoglikan, protein ve lipopolisakkaritten (LPS) olusmaktadir. Gram negatif
bakterilere benzer dis membrana sahip olmalarina ragmen Gram boyama yontemi ile
boyanmazlar. Stamp, Gimenez, Macchiavello, Castaneda metoduyla Giemsa ve
Modifiye Ziehl-Nielsen yontemiyle boyanabilmektedir. LPS, etkenin virulans: i¢in
onemlidir ve ayrica organizmada goriilen antijenik faz degisikliginden de sorumlu
yapidir. Hiicre duvari yapisi, her biri 6,5 nm kalinliginda olan iki membran ve bu
katmanlar arasinda elektron yogun bir tabakadan olugsmaktadir (Stoker ve Fiset 1956;
Moos ve Hackstadt 1987; Maurin ve Raoult 1999; Paracikoglu 2006).

Etken mononiikleer hiicrelerin fagolizozomlart ve oOncelikle makrofajlarin
icinde, plasenta ve embriyolu yumurta sar1 kesesi gibi diger hiicrelerin intrasitoplazmik
vakuollerinde ve hiicre kiiltiirleri gibi sadece Okaryotik hiicrelerde ¢ogalirlar. Ayrica
deneysel olarak infekte edilen fare ve kobaymn dalaginda ¢ok sayida bulunur. Ureme
yavag olur, jenerasyon siiresi 8 saatten daha uzundur. Canli hiicrede lizozomal
vakuollerin igerisinde yasar ve iirerler. Gelisme siklusu igerisinde bakterilerin endospor
formlarma benzer dayanikli cisimcikler olustururlar. Bu yap1 endospor olarak
tanimlansa da yapilan spor boyama sonucu hiicrede, spor hiicre duvarinda bulunan
dipikolinik asidin bulunmadigi tespit edilmistir. Ancak vejetatif hiicrede olusan bu
sporogenezi andiran goriiniim mikroorganizmaya cesitli fiziksel ve kimyasal etkenlere
(sicak, kuruma, dezenfektanlar) karsi Onemli oOlgiide dayaniklilik sagladigi
diistiniilmektedir (Arricau-Bouvery ve ark. 2006; ECDC 2010; EFSA 2010).

Elektron mikroskobu ile yapilan incelemelerde, etkenin degisik varyasyonlar
sonucu sekillenen bir hiicre i¢i yasam dongiisii oldugunu bildirmistir. Bu dongi
dayanikli ve metabolik aktivite géstermeyen kiigiik hiicre varyantlart (SCV- small cell
variants) ile kirilgan ve metabolik aktif biiyiik hiicre varyantlart (LCV- large cell
variants) arasinda doniisimlii bir bifazik gelisimsel ozelligi ortaya g¢ikarmaktadir
(Raghavan 2008). Kiiciik hiicre varyantlarinda, karisik bir zar yapist ve biiylik bir
elektron yogunlugu bulunur. Organizmanin bulasma 6zelligi yiiksek olan hiicre disi

formudur ve metabolik olarak aktif degildir. Kii¢iik hiicre varyantlari, lizis yada



ekzositoz yolu ile infekte hiicreden ayrilir ve komsu konak hiicrelerini infekte eder. Bu
varyant, siit, idrar ve digki ile sacgilir ve amniyotik sivi ile plasentada da yiiksek
konsentrasyonda (10° ID 50/gr) bulunmustur. Konak hiicre membrania baglanan kiigiik
hiicre varyantlari hiicre i¢ine alinir ve metabolik olarak aktif olan biiyiik hiicre varyanti
formuna doniisiir. Bu varyant, genis bir periplazmik araliga ve hafif elektron
yogunluguna sahip olup bu oOzelligi ile kiiclik hiicre varyantindan ayrilmaktadir
(Fournier ve ark. 1998). Biiyiik hiicre varyantlari, monosit ve makrofajlarin asidik
fagolizozomlar1 iginde oksidatif stresten kendini korur ve canliligini siirdiiriir (Lockhart
2010).

Immunolojik ve sitokimyasal ydntemler ile C. burnetii'nin konaga bagl iki ayr1
fazi saptanmistir. Faz [ organizmalari, hasta insan/hayvanda bulunan viriilent
organizmalardir ve hiicre duvarinda uzun lipopolisakkarit (LPS) O zinciri
bulunmaktadir (OIE 2010). Bu zincirin kisalmast sonucu organizmalar avirulent faz II
olurlar. Embriyolu yumurta sari kesesine ve hiicre Kkiiltiirlerine devamli pasajlar
yapilarak faz I, aviriilent faz II’ye dondstiiriilebilir. Faz 11 halindeki etkenler ise deney
hayvanlarina verilerek viriilent faz I’e doniistiiriilebilir. Ancak, kromozal delesyon
sonucu gelisen mutasyona bagli olarak kalici doniisiimde s6z konusu olabilir (Hoover
ve ark. 2002). Her iki faz arasinda antijenik bilesenler, LPS’lerin karbonhidrat bilesimi,
agliitine olma 6zelligi, boyalara afinitesi ve fagositoza direnclilik agisindan farkliliklar
vardir (Arricau-Bouvery ve ark. 2006; EFSA 2010).

Bu iki faz arasindaki doniisiim, etkenin 6zel bir stratejisi olup konagin immun
yanitindan kagmak icin kullanilir. Faz varyasyonlar1 akut ve kronik Q hummasinin
laboratuvar tanisinda ve as1 iretiminde O6nemlidir (Fournier ve ark. 1998; Arricau-
Bouvery ve Rodolakis 2005; Raoult ve ark. 2005). Akut Q hummasinda faz I ve faz 11
antijenlere karsi IgM antikorlar1 gelisirken, faz II antijenlere karsi sadece IgG
antikorlart olusur ve hizli bir sekilde yiikselir. Kronik Q hummasinda ise hem faz I
hemde faz Il antijenlerine karsi antikor yanit1 (IgG ve IgA) gelisir ancak faz I karsi
gelisen antikor yanit antijenik stimulasyon nedeniyle daha yiiksektir (Kovacova ve
Kazar 2002; Woldehiwet 2004; Brouqui ve ark. 2007; Waag 2007Db).

C. burnetii fiziksel ve kimyasal ajanlara kars1 dayaniklidir. Etken ¢ogu zorunlu
hiicre i¢i patojenlerinin aksine, hiicre dis1 ortamda aylarca dayanabilir (Williams 1991).
Kurumus krasede 30 giine kadar, tozda 120 giin, 15-20° C’deki hayvan yiin ve
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19 ay boyunca canli kaldigi saptanmistir. Soguk ortamda (4-6° C)’daki siitte
organizmalarin 42 ay ve yinde 12 ile 16 ay, c¢esme sularinda ise 30-36 ay
yasayabildikleri belirlenmistir. Embriyolu yumurta kiiltiirlerinde ise en az sekiz yil
saklanabilmektedir. Tereyaginda 41 giinden sonra infeksiyon yetenegini kaybettigi
bildirilmistir. Liyofilize suslar en az 8 yil infektivite 6zelligini korumaktadir (Maurin ve
Raoult 1999; Woldehiwet 2004; Madariaga ve ark. 2003; Arricau-Bouvery ve
Rodoloakis 2005; OIE 2010). Degisik oranlarda dezenfektanlarin (%5 Lizol, %2
Roccal, %5 formalin) etkene karsi 30 dakika iginde etkinligini yitirdigini
saptanmamustir. Yiizde 70 etil alkol ve %5 kloroformun organizmayi 30 dakika i¢inde
inaktive ettigi bildirilmistir. Ayrica formaldehit gazi (ortamda %80 oraninda nem
varliginda)’ da etkene karsi kullanilan etkili sterilizasyon yontemlerinden biridir (Scott
ve Williams 1990). Etken ultraviyole 1sinlarina ise olduk¢a duyarlidir. Gama 1ginlariyla
sterlizasyon dozu 6,6x10° rads olarak &l¢iilmiistiir (Scott ve Williams 1990; Waag
2007a). Yiiksek sicaklik pastorizasyonu (UHT) canli organizmalari yok eder.
Organizmanin 63° C’de 30 dakika veya 85-90° C’de birka¢ saniyede inaktive oldugu
bildirilmistir (Garrity ve ark. 2005).

C. burnetii’nin genomu tek bir ¢embersel kromozom igermektedir. Pek ¢ok
izolat, gen bilgilerinin yaklagik %2’sini tasiyan, 32-51 kb biiyiikliigiinde yeni
tanimlanmig 5 plazmidden (QpH1, QpRS, QpDG, QpDV ve Cin izolatindan elde
edilerek heniiz adlandirilmamis olan plasmid) birini ihtiva ederler (Ning ve ark. 1992;
Thompson ve Suhan, 1996). Ilk tespit edilmis olan QpH1 (36kb) plazmidi C.burnetii
Nine Mile RSA493 susundan izole edilmistir. QpRS (39kb) plazmidi ise aborte kegi
fetusundan izole edilen C. burnetii Priscilla Q 177 susundan izole edilmistir. Rodentten
elde edilen C.burnetii Dugway 5J108-111 izolatindan ise QpDG (42kb) plazmidi izole
edilmistir ve ayrica bu sus kobaylarda avirulent olarak saptanmistir. Plazmid QpDV
(33kb) ise C. burnetii Q 321 ve Q1140 suslarindan Rusya’da sirastyla insandan ve inek
stitinden izole edilmistir (Mallavia 1991, Mallavia ve ark. 1991). Plazmide sahip
olmayan suslarda ise kromozoma integre 16 kb’lik plazmid benzeri gen dizisinin var
oldugu saptanmistir (Mertens ve ark. 2007; Angelakis ve Raoult 2010). Bir¢ok
arastirmaciya gore, QpRS kronik infeksiyonlarda bulunurken, QpDV hem akut hem de
kronik infeksiyonlardan tespit edilmistir (Howe ve ark. 2009; OIE 2010). C.
burnetii’nin 6 farkli susunun (CBuG Q212, CbuK Q154, Dugway 5J108-111, RSA331,
RSA493, ve MSU Goat Q177) genomik dizi analizleri gerceklestirilmistir. Sonuglara



gore, C. burnetii genomu ortalama 2 Mb biiyiikliigiinde olup, yaklasik %90 kodlama
kapasitesine sahip genlerden olusmaktadir (~ 2300 kodon) (Raoult ve ark. 2005).
Bakterinin genlerinin %10’u intraselliiler hayata adaptasyonu saglayan pseudogenlerden
olugsmaktadir ve bu genlerin de %40’ inin fonksiyonlar1 bilinmemektedir (Beare ve ark.
2009). C. burnetii kromozomunda, %99 un tizerinde DNA homolojisi gosteren ii¢ tane
bozulmus transpozon ve 29 IS elementi identifiye edilmistir. Etken 21 kopya tek tip IS
1111, 5 adet 1S30 ve 3 tane ISAsl familya elementi igermektedir (Seshandri ve ark.
2003; CFSPH 2007; The Merck Vet. Manual 2012). Etkenin giinlimiize kadar 2
filogenetik klad i¢ine toplanmis 8 genomik grubu saptanmistir (Raoult ve ark. 2005).

Hastalik olusturacak infektif dozun arastirildigi bir ¢alismada, tek bir
mikroorganizma infeksiyona yol agabildigi bildirilmistir. Hava yoluyla bulasmasi,
disiik infektif dozu, pek ¢ok kaynagmin olmasi, ¢evresel direnci ve biiyiikk insan
gruplarinda gii¢siiz diisiiriicti bir hastaliga neden olma kapasitesinden dolayi, C. burnetii
biyoterdrizm agisindan potansiyel bir silah olarak (katagori B) diistiniilmektedir (Cutler
ve ark. 2002; McQuiston ve Childs 2002).

2.3. Epizootiyoloji

C. burnetii giftlik hayvanlari, diger evcil hayvanlar, yaban hayvanlari, keneler ve
insanlar1 igeren genis bir konak¢i spektrumuna sahiptir (Maurin ve Raoult 1999,
Paracikoglu 2006; OIE 2010). Artropodlar, baliklar, kuslar, rodentler, keseli hayvanlar
ve ¢iftlik hayvanlarindan C. burnetii izole edilmistir. Ayrica bes kitada 40’dan fazla (12
farkli cins) kene tiiriinde varligi saptanmistir. Etkenin bit, akar ve sinekleri de infekte
ettigi belirlenmistir (OIE 2010). Kersh ve ark. (2013), C. burnetii infeksiyonunun
ABD’nin Pasifik sahillerinde deniz memelileri arasinda yaygin oldugunu
bildirmislerdir. Marrie ve ark. (1996), Kirpi, maymun, fare, tavsan, sirtlan, kir faresi,
kaz, kaplumbaga, sig1ir, koyun, keg¢i, kopek, kedi, domuz, deve, leopar, hindi, yarasa ve
kuslarin da infekte oldugunu bildirmislerdir.

Mikroorganizma, dogal siklusunu kene ve rodentlerde gegirdikten sonra koyun,
kegi, sigir, kopek, kedi gibi evcil hayvanlara ve yabani hayvanlara bulasir (Maurin ve
ark. 1992). Etken, infekte hayvanlarin siitii, idrar1, diskis1 ve dogum/ abort materyalleri
ile sagilir (Berri ve ark. 2002;Barlow ve ark. 2008). Disi hayvanlarin dogumu veya



abortu izleyen haftalarda uzun siire canli mikroorganizmalar1 sagtiklar1 bildirilmistir
(Maurin ve ark. 1992; Rodolakis ve ark. 2007; CDC 2013).

Infeksiyonun hayvanlar arasinda bulasmas1 baslica solunum ve sindirim yollar1
ile gerceklesir. Toz partikiillerinin yiiksek derecede etken igerebilmesinden dolay1 kuru
hava, kuvvetli riizgar ve tozla infeksiyonun yayilmasi arasinda onemli bir baglanti
oldugu tespit edilmistir. Kaynaktan itibaren infekte partikiillerin havayla yayilimi
sonucunda 5 km vyaricapli bir alanda, yiiksek infeksiyon riskinin ortaya c¢iktigi
saptanmistir (Guatteo ve ark. 2011; Forland ve ark. 2014). Ayrica, vertikal ve veneral
bulasmanin da sekillendigi bildirilmistir (Angelakis ve Raoult 2010; OIE 2010).

Insanlarda da infeksiyonun en énemli bulasma sekli solunum yolu olup deneysel
ve epidemiyolojik caligmalar kontamine aerosollerin 6nemini géstermistir (Marrie ve
ark. 1989). Gutzu ve ark. (1969) sindirim yolu ile bulasmayi ilk defa tanimlamislardir.
C.burnetii 'nin insandan insana bulagmasi ender goriilmekle birlikte, otopsi sirasinda
(Harman 1949; Gerth ve ark. 1982) ve infeksiyonu almis hastanin hastane personeline
bulastirmasiyla ilgili raporlar bulunmaktadir (Deutsch ve Peterson 1950). Ayrica,
insanlar arasinda veneral bulagsmayi gosteren bir ¢alisma bulunmaktadir (Milazzo ve
ark. 2001). Bununla birlikte parmaklar arasinda bulunan bir kenenin pargalanmasi
sonucu insana hastaligin bulagtigini belirten, bir olgu sunumu yayimnlanmistir (Eklund ve
ark. 1947). Kan transfiizyonu ile bulagsmay1 gosteren bir ¢alisma da mevcuttur (Harman
1949).

Infeksiyon ile ilgili olarak 1999 ile 2004 yillar1 arasinda 12 farkl iilkede 2 ile
289 insani kapsayan 15 salgin rapor edilmistir. Bunlardan 6 salginin infekte koyunlar;
3’iiniin kegiler; 1’inin kegi giibresi; 1’inin koyun giibresi; 1’inin yaban hayvanlar; 1’inin
ise kedi ve kopekler ile temas sonucu ve 2’sinin de bilinmeyen nedenlerle ortaya ¢iktigi
bildirilmistir (Arricau- Bouvery ve Rodolakis 2005).

Q hummasi, Tiirkiye'de ilk kez 1946 yilinda Dr. Sabahtattin Payzin tarafindan
saptanmigtir. Payzin (1949), koyun siit serumunda Coxiella burnetii antikoru saptamis
olup giiniimiize kadar farkli hayvan tiirlerinde gerceklestirilen arastirmalarda da etken
ve spesifik antikorlar saptanmuistir.

Tiirkiye’de arastiricilar  sigirlar ve farkli hayvanlarda yaptiklar1 bir ¢ok
calismalarda hastaligin prevalansini arastirmislardir. Sigirlarda yapilan g¢aligmalarda
seroprevalans oranlarinin bolge, test teknigi ve hayvanlarin semptom gosterip
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gdstermemesine gore %5,8 ile %53,1 arasinda degistigi rapor edilmistir (Ozyer ve ark.
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1990; Ozgiir ve ark. 1996; Ozgiir ve ark. 1997; Cetinkaya ve ark. 2000; Berberoglu ve
ark. 2004; Biike ve ark. 2006; Seyitoglu ve ark. 2006; Dogru ve ark 2010; Gazyagc1 ve
ark. 2011; Parin ve Kaya 2012, Can ve ark. 2015).

Ozyer ve ark. (1990), Cukurova bolgesinde abort yapmis siiriilerden alinan kan
serumlarimi KF ile incelemislerdir. Calisma sonucunda 1/8 titrede %44,5, 1/32 titrede
ise %22,8 oraninda pozitiflik saptadiklarini aciklamislardir.

Ozgiir ve ark. (1997), Trakya yodresinde ELISA ile inceledikleri sigir
serumlarindan infertilite sorunu olan 92 sigirin %36,45’inde, saglikli siit sigirlarinin ise
%7,6’sinda antikor saptadiklarini bildirmislerdir.

Tiirkiye’nin dogusunu kapsayan bir caligmada, tesadiifi ornekleme ile 48
stiriden toplam 416 sigir serumunun IFA ile incelenmesi sonucu, 17 siiriiden 24 sigirda
(%5,8) pozitiflik saptanmistir (Cetinkaya ve ark. 2000).

Seyitoglu ve ark. (2006)’nin, Erzurum’da gergeklestirdikleri calismada ise
ELISA ile incelenen 230 sigir serumunun %9,5’inin pozitif oldugu bildirilmistir.

Konya ilinde gergeklestirililen bir ¢alismada arastiricilar, siit isletmelerinden
toplam 322 adet Holstein irki siit sigirindan alinan serum 6rnegini IFA yontemiyle
incelemisler ve 40 sigirda (%12,4) pozitiflik saptadiklarini bildirmislerdir (Gazyagci ve
ark. 2011).

Aydin ilinde, sigirlardan aliman kan orneklerinde PCR yontemi ile, C.
burnetii nin varligin1 saptamak amaciyla yapilan bir ¢alismada, %4,3 oraninda pozitiflik
saptanmigstir (Kirkan ve ark. 2008).

Elazig ve komsu illerdeki koyunlarda C. burnetii infeksiyonunun yayginligini
ortaya koymak amaciyla yapilan bir aragtirmada, yavru atmis koyunlarda %38,59 ve
yavru atmamis koyunlarda ise %11,01 oraninda seropozitiflik bulunmustur (Kalender
ve ark. 2001). Ayni arastirict Elazig’da %20, Malatya’da %20, Bingol’de %27,95 ve
Mus’ta %27,27 oranlarinda seropozitiflik saptamistir. Elazig’daki koyunlardan alinan
stitlerde immunomagnetik separasyon-PCR yontemi ile C. burnetii yoniinden %3,5
oraninda pozitiflik bulunmustur (Ongor ve ark. 2004). Elazig ili ve ilgelerinden siir,
koyun ve insanlardan toplanan serum oOrneklerinden gerceklestirilen bir Q hummasi
seroprevalans ¢alismasinda, sirasiyla %5,8, %10,5 ve %8 oraninda seropozitiflik tespit
edildigi bildirilmistir (Cetinkaya ve ark. 2000). I¢ Anadolu bédlgesi sokak kedilerinde C.

burnetii’nin seroprevalansini saptamak amaciyla gerceklestirilen bir ¢alismada,
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Ankara’da %1,37, Kayseri’de %8,3 ve Nigde’de %7,4 oraninda seropozitiflik
saptanmustir (Kilig ve ark. 2008).

Ceylan ve ark. (2009) Tiirkiye'nin dogusunda gergeslestirdikleri ¢alismada, sigir
ve koyunlarda hastaligin seroprevalansint ELISA teknigi ile sirasiyla %16.3 ve %5.4
olarak saptadiklarini bildirmislerdir.

Kirikkale ilinde IFA teknigi kullanarak yapilan bir c¢alismada, C. burnetii
spesifik antikorlar ¢iftlik sahipleri, koyun ve sigirlarda sirastyla %90, %63,6 ve %53,1
oraninda tespit edilmistir (Dogru ve ark 2010).

Konya ilinde gergeklestirilen bir arastirmada siit sigirlarinda IFA ile %12.4
oraninda seropozitiflik saptanmistir. Arastiricilar reprodiiktif bozukluklar ve kene

varhig1 arasinda istatistiki olarak bir 6neme rastlamadiklarini bildirmislerdir (Gazyagci

ve ark. 2011).

Parin ve Kaya (2012), Aydin ili ve gevresinde bulunan farkli giftliklerden sigir,
koyun ve kegilere ait toplam 600 adet kan Grnegini infeksiyonun varhigini serolojik
(ELISA ve IFA) ve molekiiler (PCR) olarak incelemislerdir. Arastiricilar, sigirlarda
ELISA ile %20, IFA %22; koyunlarda ELISA ile %29, IFA %29; kegiler ELISA ile
%21, IFA %23 oraninda antikor varligini tespit etmislerdir. PCR ile amplifiye edilen
sigir, koyun ve keci serum oOrneklerinde ise sirasiyla %48, %36 ve %23 oraninda

pozitiflik saptanmislardir.

Klasik bilgilere gore, hastalik Yeni Zelanda haricinde diinya c¢apinda
goriilmektedir. Bununla birlikte, infeksiyonun varligina ait kanitlar Yeni Zelanda’dan da
bildirilmistir. Serolojik ¢aligmalar, 1liman iklimlere gore tropikal iklime sahip iilke ve
bolgelerde infeksiyonun hem insan hem de hayvanlarda daha sik goriildiiglinii ortaya
cikarmistir (Greenslade ve ark. 2003).

Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) 2007 yilinda siit toplama tanklarinda C.
burnetii 'nin varliginin PCR ile arastirildigi bir ¢alismada, kiigiik iinitelerde %69,8
biiyiik iinitelerde ise %98,9 oraninda pozitiflik saptanmistir. Genel olarak test edilen
toplama tanki siitlerinin %76,9 oraninda pozitif oldugu saptanmistir (APHIS, 2011).
ABD’de bulunan 24 Veteriner Fakiiltesine ait arastirma c¢iftliklerinde bulunan siit
toplama tanklarinda etkenin varlig1 IFA ile arastirilmistir. incelenen siit drnekleri, 1/16

sulandiriimasinda %92°si, 1/256 sulandirilmasinda %38’inde, faz I antikorlar1 yoniinde



12

pozitiflik saptanmis olup arastiricilar ABD’de siit¢ii sigirlarda, infeksiyonun yaygin
oldugunu bildirilmislerdir (McQuiston ve Childs 2002 ).

Capuano ve ark. (2004), italya’da gerceklestirdigi bir calismada, IFA ile test
edilen 1188 sigira ait kan Orneklerinin %14,4 oraninda pozitif oldugu saptanmistir.
Natale ve ark. (2012), gesitli nedenlerden dolay1 rutin tan1 amaciyla incelenen bireysel
veya sliriilere ait 9635 si8ir kan serumunu incelemisler, ELISA ile %16,92 KF testi ile
%4,73’tinti pozitif saptadiklarini bildirmislerdir. Arastiricilar ayrica incelenen 390
hayvana ait siit 6rneginin 64’iinii (%16,4) etken DNA’s1 yoniinden PCR ile pozitif
saptamiglardir.

Federal Almanya Cumhuriyeti'ne ait 13 farkli eyalette gergeklestirilen
arastirmalar sonucunda farkli metotlarla test edilen 21191 sigirin %7,8’inin, 1346
koyunun %1,3’linlin, 278 kecinin de %2,5’inin pozitif saptandigi bildirilmistir
(Hellenbrand ve ark. 2001).

Slovakya’da gergeklestirilen galismalar sonucunda faz-11 C. burnetii antikorlari,
arastirilan sigirlarin %11°inde, koyun ve kegilerin %3’linde tespit edilmistir (Serbezov
ve ark. 1999).

Guatteo ve ark. (2011), evcil ruminantlarda C. burnetii nin prevalansina ait
diinya capinda gerceklestirilen caligmalar lizerine derleme yapmislardir. Arastiricilara
gore, evcil ruminantlarda C. burnetii infeksiyonun prevalansini belirlemek igin yapilan
az sayida iyi ¢alisma mevcuttur. Bu derlemede, C. burnetii infeksiyonun diinya capinda
genellikle 3 farkl: tiirde (sigir, koyun, ve kegi) galisildigi belirlenmistir. Pek ¢ok tilkede
tirlerden bagimsiz olarak bireysel ve siirii seviyesindeki infeksiyonun seroprevalansi en
az %15-20 oranlarinda bulunmus olup sigirlardaki prevalansin (bireysel ve siiri
seviyesindeki bagli olan prevalans sirasiyla %20- 37,7), koyunlardakine (koyun ve
kegilerde bireysel ve siirii seviyesindeki bagli olan prevalans sirasiyla %15-25) gore
daha yiiksek oldugu saptanmustir. Arastiricilara ve veteriner hekimlere oldugu gibi ciftgi
organizasyonlarina ve resmi otoritelere yardim etmek icin iyi dizayn edilmis ve
yayinlanmis olan prevalans (hem seropozitif hem de sagici) ¢alismalarina hali hazirda

ithtiya¢ duyuldugu sonucuna varmiglardir.
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2.4. Patogenez

C. burnetii infeksiyonunun kontroliinde hem humoral ve hem de hiicresel
bagisiklik rol oynadigi halde, etkenler nihai olarak hiicresel yanit ile elimine edilirler.
Akut hastalikta, T lenfosit bagimli immun yanit ¢ok etkilidir; kronik formda ise hiicresel
yanitin etkinligi azalir. Akut infeksiyondan hemen sonra faz II’ye kars1 IgM antikorlar1
daha sonra da IgA ve IgG tipi antikorlar olusmaktadir. C. burnetii infeksiyonu T hiicre
cevabi ile kontrol edilmektedir. Farkli sitokinler etkenlerin temizlemesi siirecine dahil
olurken bazilar1 da tam tersi etki eder, 6rnegin interleukin 10 monositlerin iginde C.
burnetii’nin replikasyonunu arttirirken; interferon gama ve timor nekroz faktor
etkenlerin 6ldiiriilmesi saglar (Dellacasagrande ve ark. 1999,2002).

C. burnetii faz I’e kars1 sekillenen antikorlar, akut formda bakteriyemiye karsi
aktif rol oynarken, kronik asamada yararli degildir. Hatta, kronik formda gelisen yiiksek
titredeki bu antikorlarin dolasimda bulunmasi immunkomplekslerin artisina neden
oldugu gibi glomerulonefrit ve lokositoklastik lezyonlar gibi patolojik lezyonlarin
artmasina neden oldugu bildirilmistir (Raoult 1990).

Hastaligin gelisimi konak¢inin bagisikligina ve pek ¢ok diger kosula baghdir.
Monosit ve makrofajlar insan ve hayvanlarda tek bilinen hedef hiicrelerdir ve C.
burnetii’nin viicutta yayilmasindan sorumludurlar. Q hummasinda, riketsiyal
infeksiyonlarda goriilen primer infeksiyoz odak ve wvaskiiler endotel invasyon
olugsmadan infeksiyon gelisir. Bakterinin konaga giris yoluna bagli olmaksizin
hematojen yolla karaciger, dalak, akciger, kemik iligi ve genital organlara yayilir. Kan
ile yayilma sonrasinda, etken disi iireme kanali ve meme bezlerinde lokalize ve replike
olur. Endokardit, vaskuler hasar bolgesinde infekte monositlerin toplanmasi sonucu kalp
kapagi defekti bulunan bireylerde meydana gelir (Maurin ve Raoult 1999).

Konake1 hiicrelerinde olusan etkili invazyon ve replikasyon, etken i¢in 6nemli
bir viriilens faktordiir. Etkenlerin infeksiy6z faz I formu lokosit yanit integrini ve
integrinle ilgili protein kompleksi ile monosit ve makrofajlara baglanir. Fagositozu
takiben erken fagolizozomlar genis vakuoller olusturacak sekilde fiizyona devam
ederler. C. burnetii fagolizozomlardaki diisiik pH’ya dayaniklidir, hatta bakteriyel
metabolizma ve lireme asidik ortamda daha da artar. Protein sekresyonu asit pH’ya
maruz kaldiktan birkag saat sonra da devam eder (Maurin ve ark. 1992).

C. burnetii, infeksiyonun ge¢ donemlerinde makrofajlarda TNF-a iligkili

apoptozise neden olur ve TNF-y yamit1 da benzer rol oynayabilir. Infekte makrofajlarin
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apoptozisi konak¢inin infeksiyonu smirladigi  mekanizmayr meydana  getirir
(Dellacassagrande ve ark. 1999, 2000; Ghigo ve ark. 2001; Honstettre ve ark. 2003;
Raoult ve ark. 2005; Waag 2007a).

C. burnetii’nin monosit ve makrofajlarindaki fagoliozomlarda canliligini
stirdlirebilmesi en 6nemli virulans faktoriidiir. Hiicre duvarindaki farkliliklart (faz I ve
faz II) ve endospor benzeri yapi1 da patogenez ve virulans da rol oynamaktadir.
(Dellacasagrande ve ark. 2000;Kovacova ve Kazar 2002; Woldehiwet, 2004; Raoult ve
ark. 2005; Miller ve ark. 2006). Ayrica hiicre i¢i canliligin devaminda rol oynayan ii¢
enzim bulunmaktadir. Bunlar; makrofaj igerisinde canli kalmayi saglayan makrofaj
inflamatuar protein (MIP), determinantlarin baglanmasini saglayan Com-1 ve solunum
patlamasin1 bloke eden asit fosfataz enzimidir (Maurin ve Raoult 1999; Woldehiwet
2004; Raoult ve ark. 2005; Miller ve ark. 2006).

2.5. Klinik bulgular

Evcil hayvanlarda, infeksiyon genellikle subklinik seyretmektedir. Bununla
birlikte koyun, kegi, sigir ve kedilerde abortlar tanimlanmistir. Organizma disi iireme
sisteminde Ozellikle uterus ve meme bezlerinde iirer. Ruminantlarda ve kopeklerde
aborta, premature veya 6lii doguma, metrit ve infertilite gibi ¢ok 6nemli reprodiiktif
bozukluklara ve mastite yol agabilmektedir (CFSPH 2007; Angelakis ve Raoult 2010;
OIE 2010). Ayrica, diisik dogum agirligina sahip yavru goriilebilecegi bildirilmistir
(Marrie ve ark. 1996). Bununla birlikte, koyun, kegi ve sigirlarin solunum yollarinda
etkenin izole edildigine dair caligmalar mevcuttur (Aitken 1989). Son yapilan
caligmalar, infeksiyonun kedilerde komplikasyonlu gebelige (anne 6liimii, yavru oliimii,
erken dogum, diisiik dogum agirlig1) neden olabilecegi ortaya ¢ikarmistir (Cairns ve ark.
2007).

Insanlarda ise Q hummasi, 6zellikle risk altindaki gruplarda (veteriner hekimler,
kasaplar, hayvan terbiyecileri, et denetleyicileri, bah¢ivan, kirkimcilar, ahir galisanlari
ve laborutuvar calisanlari) goriiliir. Infeksiyon, akut hastalik (grip benzeri tablodan
yogun bakim gerektirecek ciddi pneumoni, hepatit) veya kronik infeksiyon seklinde
klinik tablolar gosterebilmektedir (Rauch ve ark. 1987).

Hastaligin en sik goriilen klinik belirtisi yiiksek atestir. Q hummasi olan

hastalarda, ates 2-4 giin i¢inde 42° C’ye ulagir. Pik yaptiktan sonra, 5-14 giin i¢inde
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normale doner. Tedavi edilmeyen hastalarda ates 57 giine kadar uzayabilir. Bu sebepten
akut Q hummasi sebebi bilinmeyen ates olgularinda akla getirilmesi gereken 6nemli bir
nedendir (Levy ve ark. 1999).

Hastalik cogunlukla asemptomatik veya kendiliginden iyilesen bir seyir
gosterirken, hastalarin %2’sinde hastaneye yatis gerektiren tablolarin da olustugu
bilinmektedir. Gebelik, immun yetmezlik, kalp kapagi lezyonlar1 ve vaskiiler anomaliler
gibi bazi durumlar kronik Q hummasina zemin hazirlayabilmektedir. Kronik form, ilk
infeksiyonu takiben aylar hatta yillar sonra ortaya ¢ikabilir. Kronik formun en sik ve en
fazla tlizerinde durulan sekli endokardittir. Ayrica vaskiiler infeksiyon, osteoartikiiler
infeksiyon, kronik hepatit, akciger ve dalakta pseudotiimorler, vetrikuloperitoneal kanal
infeksiyonlar1 sekillenebilir (Maurin ve ark. 1992; Fenollar ve Raoult 2004; Rodolakis
2009; Angelakis ve Raoult 2010; CDC 2013). Leone ve ark. (2004) gergeklestirdikleri
bir arastirmada, hastalik erkek bireylerde, disi bireylere nazaran daha fazla goriilmiistiir.
Aragtiricilar 6stradiol 17-B’nin etkisinin, cinsiyet farkliligi agisindan 6nemli oldugunu,
CB6BL/6 farelerin erkek bireylerin de granulomlarin daha fazla gorildigi
bildirilmistir.

2.6. Tam

Sigir, Koyun, ke¢i ve kopeklerde plasentit, fOtusta graniilamatéz hepatit,
miyokardit ve interstiticl pneumoni lezyonlarina rastlanmaktadir. Kobay ve farelerde;
insanlarda oldugu gibi, vaskuler sistem, akciger ve karaciger lezyonlar1 goriilmektedir.
Lezyonlar patognomik degildir. Q hummasinin yangi ve graniillomatdz lezyonlari iceren
mikroskobik bulgular akcigerler, karaciger ve kalpte gdzlenir. Interstitial pneumonti,
hepatit ve miyokardit lezyonlar1 yaygindir. Plasentit, fotal pneumoni ve hepatit aborte
fetuslarda sik goriilmektedir (Maurin ve ark. 1992; CDC 2013).

Q hummasinin semptomlar1 ve otopsi bulgular1 hastaliga spesifik degildir ve
uygun laboratuvar testleri olmadan dogru tami zordur. Giiniimiizde, tan1 6rneklerin
direkt sitolojik incelenmesi, mikroorganizmanin {iiretilmesi ve uyumlu mikroskobik
lezyonlarin goriilmesi, seroloji ve molekiiler metotlar ile mikroorganizmasin saptanmasi
gibi yontemlerin bir kombinasyonu ile konulmaktadir (CFSPH 2007; Howe ve ark.
2009; OIE 2010).
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Plasental dokudan (kotelidonlar), vajinal akintilardan veya aborte fetusa ait
karaciger, akciger ve abomasal icerikten hazirlanan siirme preparatlarin Stamp,
Gimenez, Macchiavello, Castaneda metoduyla Giemsa veya Modifiye Ziehl-Nielsen
yontemiyle boyanmasi kirmizi pembe kokobasillerin kiiciik kiimelerini agiga ¢ikarir. Tk
¢ teknigin en iyi sonucu vermedigi bildirilmistir. Stamp metodu veteriner
laborutuvarlarinda  kullanilirken, Gimenez metodu ise daha ¢ok arastirma
laborutuvarinda infekte kiiltir hiicrelerini kontrol etmek i¢in kullanilir. Ayrica,
goriintilemede parafinli dokularin immunoperoksidaz yontemiyle boyanmasindan da
yararlanilir. Immunfloresan yontemlerine dayali tekniklerin plasental siiriintiilerde C.
burnetii’nin saptanmasinda kullanilabilecegi bildirilmistir (Gimenez 1964; Samuel ve
Hendrix 2009; OIE 2010; Quinn ve ark. 2011). Elektron mikroskobisi de etkilenmis
plasental dokularda mikroorganizmanin saptanmasi i¢in kullanilabilir (Quinn ve ark.
2011).

Pek cok laboratuvar kaynakli infeksiyon tanimlanmistir ve etkenin kolaylikla
bulasabilmesi C. burnetii izolasyonu ¢alismalarinin biyogiivenlik seviye 3 sartlarinda
gerceklestirilmesini gerektirir. Etkenin tiretilmesi i¢in makrofaj benzeri timor hiicreleri,
fare embriyonu fibroblast hiicreleri, Vero ve human embriyonic lung (HEL) fibroblast
gibi hiicre kiiltiirleri ile kene doku kiiltiirleri kullanilir. Ayrica 10-12 giinliikk embriyolu
tavuk yumurtasinin korinoallantoik membrani, sar1 kese membrani ve amniyotik sivilar
etkenin tiretilmesi i¢in kullanilirken, laborutuvar hayvanlarinda etken izolasyonu igin en
uygun organ dalaktir (Raoult ve ark. 1990; Lockhart ve ark. 2013).

Kesin tani, laboratuvarlarda siklikla seroloji ile gergeklestirilir. iki—dort hafta
arayla alinan serumlar komplement fikzasyon (KF), radioimmunoassay, indirek hemoliz
testi, ELIFA (enzim linked immunosorbent floresan testi), dot immunoblotting, Western
blotting, mikroaglutinasyon, IFA, ve ELISA gibi referans metotlariyla incelenir (Ozbey
ve ark. 2009; Vranakis ve ark. 2012). C. burnetii’nin antijenik varyasyonu akut ile
kronik hastaligin ayrilmasinda yararl olabilir. Akut Q hummasinda, faz Il antijenlerine
kars1 antikor titresi genelikle faz I antijenlerinden daha yiiksektir (genellikle birkag kat)
ve ilk olarak hastaligin ikinci haftasinda saptanir. Kronik Q hummasinda ise tersi
gecerlidir ki, sonraki 6rneklerde faz | antikorlariin yiiksek seviyesi degismeyen ya da
diisen faz II antikor titreleri ve yangisal hastaligin diger belirtileri ile birlikte kronik
hastaliga delalet eder. Faz I ve II antijenlerine kars1 antikorlar ilk infeksiyondan sonra

aylar hatta yillar boyunca persiste kalabilir (Waag 2007a).
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IgG izotipleri disinda IgA ve IgM antikor titrelerinin saptanmasi taninin
kesinligini arttirir. Artmis IgM titreleri yeni infeksiyonu gosterir; akut Q hummasinda,
hastalar faz Il antijenlerine karsi IgG antikorlarina ve hem faz | hem de faz Il IgM
antikorlarina sahip olurlar. Faz I antijenlerine kars1 IgG ve IgA titrelerinde artma
genellikle Q hummasi endokarditine isaret eder (Fries ve ark. 1993).

Hastaligin tanis1 amaciyla PCR testleri gibi molekiiler genetik tekniklerden de
yararlanilmaktadir. PCR hem klinik materyalde hem de hiicre kiiltiirlerinde C. burnetii
DNA’sim1 saptayabilmektedir ve standart kiiltiir tekniklerinden ¢ok daha duyarli oldugu
bildirilmistir. Tekrarli, transpozon benzeri elementin amplifiye edildigi PCR’1n (Trans-
PCR) spesifik ve sensitivitesi yiiksek oldugu fakat siitten DNA ekstraksiyonun ¢ok fazla
efor gerektirdigi ve hazirlama asamasinda yiiksek kontaminasyon riski oldugu
saptanmistir (Lorenz ve ark. 1998). Son yillarda hem insanlarda hem de hayvanlarda
hastaligin tanis1 amaciyla yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahip olan konvensiyonal ve
real-time PCR kullanimi artmustir (Alsaleh ve ark. 2011; Jones ve ark. 2011). Birgok
farkli ¢alismada cesitli real-time PCR metotlari, farkli genleri hedef alarak etkeni
saptayabilmektedir. Bununla birlikte, yapilan karsilastirmali ¢aligmalar sonucu, C.
burnetii genomunun iginde bulunan ¢ok tekrarli 1IS1111 geni real-time PCR’da en ¢ok
kullanilan hedef gen olmustur. Ayrica bazi laboratuvarlar, real-time PCR’da tek kopya
genleri de (COML1 veya ICD) kullanmaktadir (Berri ve ark. 2000; Fournier ve Raoult
2003; Jones ve ark. 2011).

2.7. Tedavi

Insanlarda, klinik tabloya gore antibakteriyel ilag secimi ve tedavi siiresi degisim
gostermektedir. Akut Q hummas: tedavisinde doksisiklin tercih edilmektedir. Hastaligin
ilk 3 giiniinde baslayip daha sonra 3 haftaya kadar devam edildiginde en yiiksek etkiyi
gosterdigi gibi nitks durumunda devam etmesi gerektigi bildirilmistir (Raoult 1993;
Dumler 2002). Diger etkin tedaviler florokinolonlardir. Kronik Q hummasi
endokarditinin etkili tedavisi i¢in kombinasyon halinde doksisiklin ile rifampisin,
siprofloksasin veya hidroksiklorokin kullanilir (Walker ve ark. 2012). Bazi arastiricilar
ise endokardite neden olmasindan dolay1, yasam boyu antibiyotik tedavisi 6nermislerdir
(Morguet ve ark. 2007). Daha yeni antibiyotik alternatifleri olarak ise tigesiklin ve
Klaritromisinin etkisi arastirilmaktadir (Spyridaki ve ark. 2009; Phase 2014). Sadece
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hepatit varhiginda ise iki haftalik antibiyotik tedavisinin yeterli oldugu bildiren
arastiricilar vardir (Yeaman ve ark. 1987; Dupont ve ark 1992).

Hayvanlarda, 6zellikle koyunlarda veya kegilerde antibiyotik tedavisi ile bakteri
sacilmasinin  onlememedigi gosterilmistir (Blain 2007; Astobiza ve ark. 2010).
Ruminantlarda tedavi amaciyla oral tetrasiklinlerin 2-4 hafta uygulanabilecegi, infekte
oldugu bilinen siiriilerde salginlarinin kontrolii ve profilaktif olarak igme sularina
katilmasinin fayda saglayabilecegi belirtilmistir. Ancak bu uygulamalar tam olarak
hayvanlarin etkeni sagmasi engellemektedir (Worswick ve Marmion 1985; Parker ve
ark. 2006; The Merck Manual 2012)

2.8. Korunma ve kontrol

Hastalik siklikla kontamine hayvan iriinleriyle temas veya kontamine
partikiillerin aerosolizasyonu ile bulastig1 i¢in korunma ve kontrol iglemleri i¢in hastalik
kaynaklarinin 6nlenmesine odaklanilmasinin 6nemi belirtilmektedir. Hayvanlar i¢in
uygulanan korunma ve kontrol yontemlerinin insanlarda da insidensin disiiriilmesinde
ve bireysel infeksiyonlarin 6niine gecilmesindeki 6nemi belirtilmistir (EFSA 2010).

C. burnetii’'nin insanlara bulasmasmi o6nlemek icin, ciftliklerin insanlarin
yerlesim yerlerinden uzak mesafede kurulmasi gerektigi vurgulanmistir. Ruminantlarin
ve muhtemel rezervuarlarin diizenli olarak serolojik yontemlerle incelenmesi, hayvanat
bahgeleri gibi yerlerde bulunan koyunlar ile diger hayvanlarmm kontrol edilmesi, ve
pozitif hayvanlarin itlafi, siitlin pastorizasyonu ve ¢ig siit tiiketilmemesi de
onerilmektedir (Fishbein ve Raoult 1992; Beaudeau ve ark. 2006).

Insanlara, ézellikle Q hummasmin endemik oldugu bélgelerde mesleki olarak
yiiksek risk tasiyanlara veya biyoterorizm tehdidi altinda olan topluma ve askeri
gruplara, as1 uygulanmasi onerilmektedir (Madariaga ve ark. 2003; Miller ve ark. 2006;
Waag 2007b) Bugiine kadar uygulanmak iizere canli-ateniie M-44 ve 1/m-44 asisi,
formalinde inaktive edilmis tam hiicre C.burnetii faz I asis1 (Q-Vax; Commonwealth
Serum Laboratories), kloroform-metanolde islem gormiis C.burnetii faz I subiinitini
iceren as1 (CMR) ve faz I hiicrelerinin triklor asetik asit ile muamelesiyle elde edilmis
¢oOziinebilir subiinit asis1 (kemovaccine) olmak tiizere dort tip Q hummasi asisi
gelistirilmistir (I1zzo ve ark. 1998; Kovacova ve Kazar 1999; Waag 2007b). Hem

humoral hem de hiicresel immiin yanitta basarili oldugu diisiiniilen Q hummasi asis1 (Q-
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Vax) Avustralya’da 1989 yilindan itibaren risk gruplarina uygulanmaktadir (Moos ve
Hackstadt 1987; Marmion ve ark. 1990; Chiu ve Durrheim 2007).

Ciftlik hayvanlarinda miicadele amaciyla, seropozitif hayvanlarin oldugu ciftlik
ve ahirlara mutlaka dezenfeksiyon (6rn. %35 kuaternal amonyum bilesigi, 30 dakika
temas siiresi) uygulamasi yapilmalidir. Siiriiye alinacak yeni hayvanlarin yalnizca
Coxiella-negatif siiriilerden alinmasi gerekliligi vurgulanmaktadir (Maurin ve Raoult
1999; Africau-Bouvery ve ark. 2005). Dogum atiklarinin yok edilerek kedi ve kopekler
tarafindan yenmesinin Oniine gegilmesi, c¢iftlik hayvanlarin vahsi hayvanlar ile
temasinin engellenmesi gibi nonspesifik dnlemlerin de hastalikla miicadele agisindan
onemi bildirilmistir. Evcil hayvanlarda kene kaynakli bulagsmay1 onlemek igin repellet
ajanlar kullanilmas: tavsiye edilmektedir (Raoult ve ark. 2001; Kovacova ve Kazar
2002; Woldehiwet 2004).

Hayvanlarda Q hummasina karsi ¢esitli agilar gelistirilmistir ve caligmalar
devam etmektedir. Arastirmalar faz I asilarin, faz II asilara gére daha yiiksek koruyucu
antikor liretimini sagladigini ortaya ¢ikarmistir (Gajdosova ve ark. 1994). Cournoul ve
arkadaglar1 (2011), hayvanlarda, en etkili asinin inaktive edilmis faz I C.burnetii asisi
oldugunu ve buzagilarda infeksiyonlarin Onlenebildigi bildirmistir. Slovakya’da
sigirlarda inaktif faz 1 asist kullanilmaktadir. Yapilan calismalar uygulanan diger
kontrol mekanizmlar1 ve sigirlarin yaygin olarak asilanmalarinin insan ve hayvan Q
hummasini insidensinin diismesini sagladigi ortaya koymustur (Serbezov ve ark. 1999;
Guatteo ve ark. 2008). Fransa’da gergeklestirilen deneysel bir ¢alismada ayni asi
kegilerde denenmis ve diskidan sagilimi azalttigi saptanmistir (Arricau- Bouvery ve ark.
2005) Asilarin infekte hayvanlarda miimkiin olabilecek yan etkilerinden dolay1 pek ¢ok
arastirici, seronegatif siirii veya hayvanlarin asilanmasi gerektigini ve geng hayvanlarda
astlamanin rapellerinin yapilmasi gerektigine vurgulamaktadir (Parker ve ark. 2006;
OIE 2010; CDC 2013).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Ornekler

Calismada, Temmuz 2011 ile Temmuz 2012 tarihleri arasinda Istanbul ili ve
Trakya yoresinde (Edirne, Kirklareli, Tekirdag) yetistirilen farkli isletmelere ait 100
adet reprodiiktif problemler (metrit, abort ve infertilite) goriilen disi sigir ve 100 adet bu
problemlerin (fertil) goriillmedigi disi sigir tesadiifi 6rnekleme ile segilerek, toplam 200
hayvandan kan ve siit Ornekleri toplandi. Kan 0&rnekleri, hayvanlarin kuyruk
venalarindan tam kan sayimi ve real-time PCR i¢in EDTA igeren steril 5 ml’lik
vakumlu tiiplere, ELISA i¢in 5 ml’lik antikoagulantsiz vakumlu steril tiiplere alindu.
Ayni hayvanlara ait siit 6rnekleri, her meme lobundan 5 ml olmak iizere toplam 20 ml
steril falkon tiiplerine alindi. Tiim &rnekler soguk zincir altinda Istanbul Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 laboratuvarma getirildi. Ornek alinan
hayvanlara ait kaynak, yas, irk, reprodiiktif durumlari, mastit ve kene varlhig: bilgileri

Tablo 3-1’de gosterilmistir.

Tam kan sayimi amaciyla alinan kan 6rnekleri ayni giin iginde ¢alisildi. Real-
time PCR igin alinan kan 6rnekleri +49 C’de, siit 6rnekleri ise -20° C’de kullanilincaya
kadar saklandi. ELISA i¢in alinan kan 6rnekleri santrifiij edilerek serumlart ayrildi ve

calisma yapilana kadar -20° C’de saklandi.
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Tablo 3-1: Ornek alinan hayvanlara ait kaynak, yas, irk, reprodiiktif durumlari, mastit ve

kene varhg bilgileri

No. Kaynak Yas Irk Rg)ur;)l:i:]latif Mastit V';iﬂegl
1 Avecilar/Istanbul 6 Siyah Alaca Saglikli Yok Var
2 Avecilar/Istanbul 4 Siyah Alaca Saglikl Yok Var
3 Aveilar/istanbul 3 Esmer Saglikl Yok Yok
4 Avcilar/Istanbul 5 Siyah Alaca Infertil Yok Yok
5 Aveilar/stanbul 5 Siyah Alaca Saglikh Yok Yok
6 Avcilar/istanbul 3 Siyah Alaca Saglikl Yok Yok
7 Avecilar/Istanbul 4 Esmer Saglikli Yok Yok
8 Aveilar/Istanbul 2 Esmer Saghkh Yok Var
9 Avecilar/Istanbul 2 Esmer Saglikli Yok Var
10 Avecilar/Istanbul 5 Esmer Saglikli Yok Var
11 Catalca/Istanbul 4 Siyah Alaca Abort Var Var
12 Catalca/Istanbul 3 Siyah Alaca Saghkh Yok Var
13 Catalca/Istanbul 3 Siyah Alaca Saglikh Yok Var
14 Catalca/Istanbul 2 Siyah Alaca Saglikli Yok Var
15 Catalca/Istanbul 3 Siyah Alaca Saglikli Yok Var
16 Catalca/Istanbul 3 Siyah Alaca Saglikli Yok Var
17 Catalca/Istanbul 4 Siyah Alaca Saglikli Var Var
18 Ipsala/Edirne 6 Siyah Alaca Infertil Yok Yok
19 Ipsala/Edirne 5 Siyah Alaca Abort Var Yok
20 Ipsala/Edirne 4 Siyah Alaca Infertil Yok Yok
21 Ipsala/Edirne 7 Siyah Alaca Infertil Var Var
22 Ipsala/Edirne 5 Siyah Alaca Abort Var Var
23 Ipsala/Edirne 6 Siyah Alaca Infertil Var Yok
24 Ipsala/Edirne 8 Siyah Alaca Saglikls Yok Yok
25 Ipsala/Edirne 5 Siyah Alaca Abort Var Yok
26 Saray/Tekirdag 5 Siyah Alaca Metrit Var Yok
27 Saray/Tekirdag 3 Siyah Alaca Metrit Yok Yok
28 Saray/Tekirdag 2 Siyah Alaca Metrit Var Yok
29 Saray/Tekirdag 3 Siyah Alaca Metrit Var Yok
30 Saray/Tekirdag 4 Siyah Alaca Metrit Yok Yok
31 Saray/Tekirdag 2 Siyah Alaca Saglikli Yok Yok
32 Saray/Tekirdag 4 Siyah Alaca Saglikli Var Yok
33 Saray/Tekirdag 3 Siyah Alaca Saglikls Var Yok
34 Saray/Tekirdag 3 Siyah Alaca Saglikli Var Yok
35 Saray/Tekirdag 6 Siyah Alaca Saglikls Var Yok
36 Saray/Tekirdag 2 Siyah Alaca Saglikli Yok Yok
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durumlari, mastit ve kene varhg bilgileri
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37
38
39
40
4
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75

Corlu/Tekirdag
Corlu/Tekirdag
Corlu/Tekirdag
Corlu/Tekirdag
Corlu/Tekirdag
Corlu/Tekirdag
Corlu/Tekirdag
Corlu/Tekirdag
Corlu/Tekirdag
Corlu/Tekirdag
Beykoz/Istanbul
Beykoz/Istanbul
Beykoz/Istanbul
Beykoz/Istanbul
Beykoz/Istanbul
Beykoz/Istanbul
Beykoz/Istanbul
Beykoz/Istanbul
Beykoz/Istanbul
Beykoz/Istanbul
Beykoz/Istanbul
Beykoz/Istanbul
Saray/Tekirdag
Saray/Tekirdag
Saray/Tekirdag
Saray/Tekirdag
Saray/Tekirdag
Saray/Tekirdag
Saray/Tekirdag
Saray/Tekirdag
Saray/Tekirdag
Saray/Tekirdag
Saray/Tekirdag
Saray/Tekirdag
Saray/Tekirdag
Saray/Tekirdag
Saray/Tekirdag
Saray/Tekirdag
Saray/Tekirdag
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Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Esmer
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Esmer
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca

Saglikl
Saglikli
Saglikl
Saglikli
Saglikl

Infertil
Infertil
Infertil
Infertil
Saglikl
Infertil
Infertil
Saglikl
Infertil
Saglikl

Saglikli

Infertil
Saglikli
Infertil
Abort
Saglikl
Saglikli
Abort
Infertil
Infertil
Infertil
Infertil
Infertil
Saglikl

Saglikli

Infertil
Infertil
Saglikl
Infertil
Infertil
Saglikli
Infertil
Infertil
Infertil

Var
Var
Var
Var
Yok
Yok
Var
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Var
Var
Yok
Yok
Yok
Var
Yok
Var
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Var
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Var
Yok
Var
Var
Yok

Var
Yok
Yok
Var
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
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76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114

Saray/Tekirdag
Saray/Tekirdag
Saray/Tekirdag
Saray/Tekirdag
Saray/Tekirdag
Saray/Tekirdag
Saray/Tekirdag
Saray/Tekirdag
Merkez/Tekirdag
Merkez/Tekirdag
Merkez/Tekirdag
Merkez/Tekirdag
Merkez/Tekirdag
Merkez/Tekirdag
Merkez/Tekirdag
Merkez/Tekirdag
Merkez/Tekirdag
Merkez/Tekirdag
Merkez/Tekirdag
Merkez/Tekirdag
Merkez/Tekirdag
Merkez/Tekirdag
Merkez/Tekirdag
Merkez/Tekirdag
Merkez/Tekirdag
Merkez/Tekirdag
Merkez/Tekirdag
Merkez/Tekirdag
Merkez/Tekirdag
Merkez/Tekirdag
Merkez/Tekirdag
Merkez/Tekirdag
Babaeski/Kirklareli
Babaeski/Kirklareli
Babaeski/Kirklareli
Babaeski/Kirklareli
Babaeski/Kirklareli
Babaeski/Kirklareli
Babaeski/Kirklareli
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Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Simmental

Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca

Saglikl
Saglikl
Saglikll

Infertil
Infertil
Saglikl
Saglikli
Infertil
Saglikli

Saglikl

Infertil
Infertil
Infertil
Saglikl
Saglikli

Saglikl

Infertil
Infertil
Infertil
Saglikl

Saglikli

Infertil
Saglikli
Infertil
Infertil
Infertil
Saglikl

Saglikl
Infertil

Infertil

Infertil
Saglikl

Saglikli
Saglikli

Infertil

Infertil
Saglikli

Saglikli

Infertil

Var
Yok
Var
Var
Var
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Var
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Var
Var
Yok
Yok
Var
Var
Yok
Yok
Var
Var
Yok
Yok
Var
Var
Yok

Var
Var
Var
Yok
Yok
Var
Var
Yok
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Var
Var
Var
Var
Yok
Yok
Yok
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
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115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153

Babaeski/Kirklareli
Babaeski/Kirklareli
Babaeski/Kirklareli
Babaeski/Kirklareli
Babaeski/Kirklareli
Babaeski/Kirklareli
Babaeski/Kirklareli
Babaeski/Kirklareli
Babaeski/Kirklareli
Babaeski/Kirklareli
Babaeski/Kirklareli
Babaeski/Kirklareli
Uzunkopri/Edirne
Uzunkéopri/Edirne
Uzunkoprii/Edirne
Uzunkéopri/Edirne
Uzunkoprii/Edirne
Uzunkopri/Edirne
Uzunkoprii/Edirne
Uzunkéopri/Edirne
Uzunkoprii/Edirne
Uzunkoprii/Edirne
Uzunkopri/Edirne
Uzunkoprii/Edirne
Uzunkopri/Edirne
Uzunkoprii/Edirne
Uzunkopri/Edirne
Uzunkoprii/Edirne
Uzunkopri/Edirne
Uzunkopri/Edirne
Uzunkoprii/Edirne
Uzunkopri/Edirne
Catalca/Istanbul
Catalca/Istanbul
Catalca/Istanbul
Catalca/Istanbul
Catalca/Istanbul
Catalca/Istanbul
Catalca/Istanbul

6
7
4
5
3
4
6
7
5
8
6
4
6
3
5
6
4
5
9
6
3
8
2
6
7
6
5
7
6
4
6
7
5
4
3
2
6
5
4

Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Montofon
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca

Saglikl
Saglikli
Saglikl
Saglikli
Infertil
Infertil
Abort
Infertil
Saglikli
Saglikli
Saglikl
Saglikli

Abort
Abort
Infertil
Infertil

Saglikl
Saglikl

Infertil
Saglikli
Infertil
Saglikl
Abort
Saglikli

Saglikl

Infertil
Infertil
Infertil
Infertil
Saglikli
Infertilite
Saglikli
Infertil
Infertil
Saglikli

Saglikli
Infertil

Infertil
Infertil

Yok
Var
Var
Yok
Yok
Var
Var
Var
Var
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Var
Yok
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok

Yok
Yok
Var
Var
Var
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Var
Var
Var
Yok
Yok
Var
Yok
Yok
Var
Yok
Yok
Yok
Var
Yok
Yok
Var
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
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154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192

Catalca/Istanbul
Catalca/Istanbul
Catalca/Istanbul
Catalca/Istanbul
Catalca/Istanbul
Catalca/Istanbul
Catalca/Istanbul
Catalca/Istanbul
Catalca/Istanbul
Catalca/Istanbul
Catalca/Istanbul
Catalca/Istanbul
Catalca/Istanbul
Basaksehir/Istanbul
Basaksehir/Istanbul
Basaksehir/Istanbul
Basaksehir/Istanbul
Basaksehir/Istanbul
Basaksehir/Istanbul
Basaksehir/Istanbul
Basaksehir/Istanbul
Basaksehir/Istanbul
Basaksehir/Istanbul
Basaksehir/Istanbul
Basaksehir/Istanbul
Basaksehir/Istanbul
Basaksehir/Istanbul
Basaksehir/Istanbul
Basaksehir/Istanbul
Basaksehir/Istanbul
Basaksehir/Istanbul
Basaksehir/Istanbul
Basaksehir/Istanbul
Basaksehir/istanbul
Basaksehir/istanbul
Basaksehir/Istanbul
Basaksehir/istanbul
Basaksehir/istanbul
Basaksehir/Istanbul
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Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Jersey
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca
Siyah Alaca

Metrit
Saglikl

Saglikli
Infertil
Sagliklt
Saglikl
Saglikli

Infertil
Infertil
Infertil
Saglikl

Saglikl

Infertil
Infertil
Infertil
Saglikl
Metrit
Saglikl

Saglikli

Infertil
Infertil
Infertil
Saglikli

Saglikl

Infertil
Saglikl
Infertil
Infertil
Infertil
Saglikl
Saglikli

Saglikl
Abort
Abort
Infertil

Infertil
Saglikli

Sagliklt
Saglikli

Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Var
Var
Yok
Yok
Yok
Yok
Var
Yok
Var
Var
Var
Var
Var
Yok
Yok
Var
Yok
Yok
Yok
Var
Var
Var
Var
Yok
Yok
Yok

Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Yok
Yok
Yok
Yok
Yok
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Var
Yok
Yok
Yok
Yok
Var
Var
Var
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Tablo 3-1 (devam): Ornek alinan hayvanlara ait kaynak, yas, irk, reprodiiktif
durumlari, mastit ve kene varhg bilgileri

193 Basaksehir/istanbul 7 Siyah Alaca Saglikl Var Var
194 Basaksehir/istanbul 4 Siyah Alaca Infertil Yok Yok
195 Basaksehir/Istanbul 6 Siyah Alaca Infertil Yok Yok
196 Basaksehir/Istanbul 4 Siyah Alaca Infertil Yok Yok
197 Basaksehir/istanbul 5 Siyah Alaca Saglikh Var Yok
198 Basaksehir/istanbul 2 Siyah Alaca Saglikh Var Var
199 Basaksehir/istanbul 8 Siyah Alaca Saglikh Var Var
200 Basaksehir/Istanbul 4 Siyah Alaca Saglikh Var Var
3.1.2. ELISA

3.1.2.1. ELISA Kiti

Siit sigirlarindan kan serumlarinin Coxiella burnetii’ye karst olusan antikorlarin
saptanmasinda Q-fever Antibody Test Kit (CHEKIT Q-fever) (product no: BGAF-B-
101) kullanildz.

ELISA kitinin igerigi:

J Q- fever inaktif antijen ile kapli mikroplakalar

. Anti-ruminant 1gG horseradish peroksidaz monoklonal konjugat
. Q-fever pozitif kontrol serumu

. Q-fever negatif kontrol serumu

o 10x konsantre yikama ¢ozeltisi

. TMB substrat ¢ozeltisi

. Stop ¢ozeltisi TMB

3.1.2.2. ELISA Okuyucusu
ELISA sonuglari Organon Teknika Microwell System Reader 230 optik okuyucu
ile 450 nm dalga boyunda degerlendirildi.
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3.1.2.3. Diger Gerecler
o Etiiv (NUVE)
J Mikroplaka yikayicist (IDEXX)
o Mikrosantrifiij (Hettich)
o Vorteks mikser (Biosan)
. Sekiz kanall1 pipet (300 pl, Biohit).
o Pipetler (0,5-10 ul, 10-100 pl, 100-1000 pul otomatik pipetler, Ependorf)
. 1,5 ml ve 2 ml kapakli mikrosantrifiij tiipleri (Axygen)
o 0,5-10 ul, 10-100 pl, 100-1000 pl pipet ucu (Axygen)

3.1.3. Real- time PCR
Kan ve siit orneklerinden Coxiella burnetii’ye spesifik DNA bdlgelerinin

amplifikasyonu icin kullanildi.

3.1.3.1. Ekstraksiyon Kiti

Real-time PCR’da hedef olarak kullanmak tiizere kan ve siit Orneklerinde
bulunan DNA’nin ekstrakte edilmesi ve saflagtirilmasi amaciyla High Pure PCR
template preparation kiti (ROCHE, Cat. No. 11 796 828 001) kullanild1.

Ekstraksiyon kitinin icerigi:

J Doku lizis tampon ¢ozeltisi

J Baglanma tampon ¢ozeltisi

. Inhibitdr uzaklastirict tampon ¢ozeltisi
. Yikama tampon ¢ozeltisi

o Eliisyon tampon ¢ozeltisi

. Proteinaz K

J Filtreli tiipler (spin kolon)

J Toplama tiipleri
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Proteinaz K sulandirilmasi:

Proteinaz K, 4,5 ml steril bidistile edilmis su ile ¢oziinduriildii

3.1.3.2. Amplifikasyon
Amplifikasyon amaciyla, LightCycler FastStart Master SYBR Green | kiti (kat
no. 03003230001) kullanildi.

Kitin igerigi:

o LightCycler FastStart Enzim

o LightCycler FastStart Reaksiyon karisimi SYBR Green | (10X)
(igerigi: FastStart Taqg DNA polymeraz, reaksiyon tamponu, dNTP
karisimi, SYBR Green I boyasi ve 10 mM MgCl»)

o MgCl2 (25 mM)

. Saf su (PCR igin)

Primerler:

Orneklerin amplifikasyonu amactyla IS1111 geninden (erisim kodu: M80806),
derive edilmis spesifik pirmer ¢ifti kullanild1 (Fournier ve Raoult 2003).

F: 5>-GTAAAGTGATCTACACGA-3’ (87,8 nMoles) (IDT ref no: 61623750)

R: 5’-TTAACAGCGCTTGAACGT-3’ (89,1 nMoles) (IDT ref no: 61623751)

Primer Hazirlanmasi:

Uretici firmanin belirttigi dogrultuda Forward primer 891 pl ve Reverse primer
878 ul distile su ile sulandirilarak 20 pmol/ul konsantrasyonda stok soliisyonlari
hazirlandi. Stok primerler kullanilincaya kadar -20° C’de saklandi. Kullanilmadan 6nce

%20 oraninda distile su ile sulandirildi.

Thermocycler:

LightCycler 2.0 (Roche) Real-time PCR cihazi kullanildi.
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3.1.3.3. Diger gerecler
o Pozitif kontrol (Dr. Mustapha BERRI,INRA-Fransa’dan temin edilen
C. burnetii Nine Mile susunun DNA ekstrakti kullanildi)

. Negatif kontrol (DNAse, RNAse, pirojen igcermeyen distile su kullanildi.)

o Sinif I kabinet (Heal Force)
J NanoDrop 1000 Spektrofotometre (ThermoScientific)
o Vorteks mikser (Biosan)

o Isitic1 blok (Biosan TDB-100)

. Sogutmali mikrosantrifiij (Denville 260D)

. USB disk

o Ethanol (%96) (Merck KGa, Almanya)

. Isopropanol (Merck KGa, Almanya)

. LightCycler kapillar tiipleri (20ul ) (ROCHE, Almanya)

. 1,5 ml ve 2 ml kapakli mikrosantrifiij tiipleri (DNAse, RNAse, pirojen
free) ( Axygen)

. 0,5-10 pl, 10-100 ul, 100-1000 pl filtreli pipet ucu (Axygen)

. 0,5-10 pl, 10-100 ul, 100-1000 ul otomatik pipetler (Ependorf,Almanya)

. NanoPure su (ThermoScientific)
. Pudrasiz eldiven
. Kurutma kagidi

3.1.3.4. Tam kan sayimi

Hayvanlarin kuyruk venasindan antikoagulantli tiiplere alinan vendz kan
kullanilarak, 1.U. Veteriner Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’n da otomatik kan sayimi
cihazi ile (Midray), tam kan sayimi tayini [total eritrosit sayis1 (RBC), hematokrit orani
(HCT), hemoglobin miktar1 (HGB), trombosit sayis1 (PLT), total 16kosit sayist (WBC)]
belirlendi.
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Tam kan sayimi kitinin igerigi:

o V-28 D sulandiric1 (Midray)
o V-28 R yikayict (Midray)
o V-28 CFL Lize edici (Midray)

3.2. Yontem

3.2.1. ELISA

Uretici firma tarafindan kitte belirtilen yonteme gore yapildi. Serum drnekleri ve
kit bilesenleri oda 1sisina getirildi. Kontroller ve serum 6rnekleri 1:400 oraninda yikama
solusyonu ile dilue edildi. Her dilue edilen &rnek ve kontrolden 100 pl mikroplakadaki
uygun kuyucuklara konuldu. Mikroplaka hafifge ¢alkalandi. 60 dakika 379 C’de inkube
edildi.

Her kuyucuk 300 pl yikama solusyonu ile 3 kere yikandi. Her yitkamadan sonra
tim kuyularin siv1 igerigini aspire edildi. Son aspirasyon ardindan, emici malzeme
tizerinde mikroplaka tizerinde kalan yikama sivisi hafifce vurularak akitildi. 100 pl Q
fever Anti Ruminant 1gG-PO konjugat her kuyucuga ilave edildi. Mikroplakanin iizeri
kapatilarak 60 dakika 37° C’de inkube edildi. Her kuyucuk 300ul yikama solusyonu ile
3 kere yikandi. 100 ul TMB substrat solusyonu her kuyucuga konuldu. Oda sicakliginda
(18-25° C) 15 dakika inkube edildi Renk reaksiyonunu durdurmak igin 100 ul Stop
solusyonu TMB her kuyucuga ilave edildi. Mikroplakalar optik okuyucusunda 450 nm
dalga boyu kullanilarak degerlendirildi.

Testin Validasyonu:

Her testte, pozitif kontroliin optik dansitesi (OD) degeri ile negatif kontroliin OD
degeri belirlenerek test valide edildi. Pozitif kontrol OD degeri 2,0 ve negatif kontroliin
OD degeri de 0,5 siirin1 gegmedigi saptandi. Pozitif ve negatif kontrol degerleri

arasindaki farkin >0,3 olarak belirlendi.
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Pozitif ve negatif sonuglarin degerlendirilmesi:

Test drneklerinin 0D degeri ort. — Negatif kontrol OD degerleri ort.
Pozitif kontrol OD degeri — Negatif kontrol OD degeri

x100

Sonuglar, %30’dan kiigiik olan degerler negatif, %30’a esit ve biiylik olan ile
%40’dan kii¢iik olan degerler siipheli, %40’a esit ve biiylik olan degerler ise pozitif

olarak degerlendirildi.

3.2.2. Real- time PCR
3.2.2.1. DNA Ekstraksiyonu
Kan ornekleri

DNA ekstraksiyonu, iiretici tarafindan kan 6rnekleri i¢in tavsiye edilen yonteme
gore asagidaki sekilde gerceklestirildi.

200 pl kan, 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine konuldu. 200 pl baglanma tampon
¢ozeltisi ve 40 pl proteinaz K ilave edildi ve vortekslendi. 70° C’de 10 dakika inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 100 pl isopropanol eklendi ve karistirildi. Karigim 2
ml’lik toplama tiipliniin i¢indeki spin kolon igine aktarildi, 8.000x g’de 1 dakika
santrifiije edildi. Spin kolon tiipii i¢inden ¢ikarilarak yeni 2 ml’lik toplama tiipiine
yerlestirildi, 500 pl inhibitor uzaklastirict tampon ¢ozeltisi ilave edildi, 8.000x g’de 1
dakika siireyle santrifiije edildi. Spin kolon tekrar 2 mI’lik toplama tiipiine konuldu, 500
ul yitkama tampon ¢ozeltisi ilave edildi, 8.000x g’de 1 dakika siireyle santrifiije edildi.
Bu islem iki kere tekrar edildi. Filtre membrani kurutulmasi i¢in 10.000x g’de 10 saniye
santrifiije edildi. Spin kolon 2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarild1 ve filtreli tiipiin
tizerine onceden 1sitilmig (70° C) 200 ul elusyon tampon ¢ozeltisi ilave edildi. Oda

isisinda 8.000x g’de 1 dakika santrifiije edildi. Alttaki sivi real-time PCR’da hedef
DNA olarak kullanilana kadar -20°C’de saklandi.

Siit ornekleri:

DNA ekstraksiyonu, iiretici tarafindan siit/memeli dokusu ornekleri i¢in tavsiye
edilen yonteme gore asagidaki sekilde gergeklestirildi.
I ml siit mikrosantrifiij tiipiine alinip en yliksek seviyede santrifiij edildi ve

slipernatant atildi. Altta kalan tortunun tizerine 200 ul doku lizis tampon ¢6zeltisi ve 40
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ul proteinaz K ilave edilerek vortekslendi. 55° C’de 1 saat inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda, tiiplere 200 pl baglanma tampon ¢ozeltisi eklenerek 70° C’de 10 dakika
inkiibe edildi. Siirenin sonunda karisimalO0 pl isopropanol eklendi ve karistirildi.
Karigim 2 ml’lik toplama tiipiiniin i¢indeki spin kolon tiipii i¢ine aktarildi, 1 dakika
8.000x g’de santrifiije edildi. Spin kolon tiipii i¢inden ¢ikarilarak yeni 2 ml’lik
koleksiyon tiipiine yerlestirildi, 500 pl inhibitér uzaklastirict tampon ¢ozeltisi ilave
edildi, 8.000x g’de 1 dakika siireyle santrifiije edildi. Spin kolon tekrar 2 ml’lik
koleksiyon tiipiine konuldu, 500 ul Yikama tampon ¢ozeltisi ilave edildi, 8.000x g’de 1
dakika siireyle santrifiije edildi. Bu islem iki kere tekrar edildi. Filtre membrani
kurutmak i¢in 10.000x g’de 10 saniye santrifiije edildi. Spin kolon 2 ml’lik
mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi ve Fitre tlipiin lizerine 200 pl 6nceden 1sitilmis (70° C)
elusyon tampon c¢ozeltisi ilave edildi. Oda 1sisinda 8.000x g’de 1 dakika santrifiije
edildi. Alttaki sivi real-time PCR’da hedef DNA olarak kullanilana kadar -20° C’de

saklandi.
Ekstraktlarin DNA miktarinin 6l¢iimii:

Ekstrakte edilen orneklerin %10’u (40 adet) tesadiifi olarak seg¢ilerek NanoDrop
1000 Spektrofotometre (ThermoScientific) ile sahip olduklari niikleik asit safligi
(A260/280), DNA/RNA oranlar1 (A260/230) ve ng cinsinde DNA miktarlar olgiildii.
Rastlantisal olarak segilen kan ve siit ekstraktlarinin 6l¢lim degerleri Tablo 3-2’de

gosterilmistir.

Tablo 3-2: Orneklere ait DNA ekstraktlarimn 6l¢iimleri

Siit DNA Kan DNA
ekstarkti  A260/280 A230/260  miktar: ekstarkti  A260/280 A230/260  miktar:
no (ng/nl) no (ng/nl)
5 1,61 1,9 1,27 7 1,75 1,8 4,13
12 2,04 2,2 4,89 16 1,89 1,6 5,67
24 1,82 1,8 17,71 28 1,76 2 9,54
33 1,92 2,1 37,86 37 1,92 1,5 12,7
44 2,12 2 2,06 42 1,56 2,1 2,65
52 1,49 1,7 3,54 59 1,86 1,7 16,1
65 1,87 2 18,53 66 1,89 1,9 14,9

77 1,75 18 78 72 1,95 1,7 2,64
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Tablo 3-2 (devam): Orneklere ait DNA ekstraktlarinin 6lciimleri

84 1,68 1,7 2,65 81 1,88 1,9 6,45
99 1,95 2,3 42,12 97 1,79 1,7 4,93
108 1,68 2,2 10,1 105 1,86 2,2 14,6
111 1,89 1,6 20,5 113 1,93 1,6 21
123 1,49 2 5,73 128 1,82 2 45,2
134 1,79 2,2 8,65 138 1,83 19 27,8
143 1,68 1,8 6,84 146 1,95 1,7 14,8
157 1,85 2 26,41 153 2 19 34,5
163 1,94 1,9 5,62 166 1,79 1,7 16,4
175 1,87 2,2 23,65 174 1,83 2 15,7
182 1,68 1,9 4,68 186 1,76 2 1,81
193 1,76 1,5 9,68 197 1,95 1,7 38
200 1,84 1,7 6,73 200 1,8 2 11,8

3.2.2.2. DNA amplifikasyonu
Real-time PCR Karisimi1 Hazirlanmast:

Her bir 6rnek icin 12 pl distile su, 1 pl reverse primer, 1 pl forward primer, 2 pl
MgCl, (3 mmol), 2 ul LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green I (10x
konsatre), mikrosantrifiij tiipline konuldu. Hazirlanan PCR karisimi homojen hale
getirilmesi i¢in vortekslenerek kisa siireli santrifiije edildi. PCR karigimi, her bir 6rnek
icin lightcycler kapiller tiiplere 18 pl olacak sekilde aktarildi ve 2 pl inceleme
orneklerinden elde edilen ekstrakte DNA’lar1 eklendi.

Termal dongii, Schneeberger ve ark. (2010) ¢alismasindaki degerler kullanilarak
950 C’de 10 dakika 1 siklus 6n denatiirasyonun ardindan toplam 40 siklusluk 95° C 20

saniye denatiirasyon, 60° C 10 saniye baglanma ve 72° C 1 saniye sentez ile

tamamlandi. En son erime egrisi (melting curve) saptanmasi amaciyla 65° C 15 saniye 1
siklus tamamlandi. Hayvanlarin kan ve siitlerinden elde edilen genomik DNA
triinlerinden, IS1111 primerleri kullanilarak, 260 bp uzunlugundaki boélge amplifiye
edildi ve SYBR Green hidrolizine bagli floresan artis1 goriilen inceleme Ornekleri
Coxiella burnetii yoniinden pozitif olarak saptandi. Elde edilen grafiklerdeki cycle

threshold (Ct) degerlerine gore degerlendirmeler yapildi.
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3.2.3. Tam kan sayim

Hayvanlarin kuyruk venasindan antikoagulanli tiiplere alinan vendz kandan 1.U.
Veteriner Fakiiltesi Merkez Laboratuvarinda tam kan sayimi tayini yapildi. Kan sayimi
parametreleri  sigirlar igin spesifik degerlendirme boliimiinde Merck Veterinary
Manual’deki referans araliklar1 baz alinarak degerlendirildi (The Merck Veterinary
Manual 2012).

3.2.4. Istatiksel analiz

Istatistiki inceleme igin kaynak, yas, irk, reprodiiktif problemi, mastit varlig,
kene varligi durumlar1 temel alinarak ELISA sonuglar1 incelendi. Bulgularin istatistiki
onemlerinin belirlenmesi amaciyla sonuglar Statistical Package for the Social Science
(SPSS) versiyon 13.0 paket programi (IBM, SPSS Inc,Chicago, IL) kullanilarak "Khi-
kare (x?) testi" ile degerlendirildi. Ayrica iki ayr1 grup olan tam kan degerleri ile ELISA
ayni nitelige ait Olglimlerinin ortalamalar1 "Bagimsiz 6rneklem T-testi" ile saptandi

(Ozdamar 1999).
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4. BULGULAR

4.1. ELISA bulgular:

Calismada toplam 200 hayvana ait kan serumlarinin, 20 (%10)’si ELISA ile
pozitif saptanirken, reprodiiktif problemi olan ineklerden alinan 100 serum 6rneginin 11
(%11)’1 ve reprodiiktif problemi olmayan hayvanlardan alinan 100 serum G6rneginin 9
(%9)’u seropozitif bulundu. ELISA ile saptanan 20 pozitif serum 6rneklerinin kaynak,
ik, yas, reprodiiktif durumlari, mastit ve kene varligina gore dagilimi Tablo 4-1’de

gosterilmistir.

Tablo 4-1: ELISA ile pozitiflik saptanan serum érneklerinin kaynak, yas, irk, reprodiiktif
durumlari, mastit ve kene varhgina gore dagilim

Pozitif

E?)rum Kaynak Yas Irk R‘g’;?ggﬁt'f Mastit Vljl(:'?legl
13 Catalca/Istanbul 3 Siyah Alaca Saglikl Yok Var
17 Catalca/Istanbul 4 Siyah Alaca Saglikli Var Var
36 Saray/Tekirdag 2 Siyah Alaca Saghikli Yok Yok
73 Saray/Tekirdag 6 Siyah Alaca Infertil Var Yok
78 Saray/Tekirdag 2 Siyah Alaca Saglikl Var Var
85 Merkez/Tekirdag 4 Siyah Alaca Saglikli Yok Var
93 Merkez/Tekirdag 4 Siyah Alaca Infertil Yok Yok
96 Merkez/Tekirdag 4 Siyah Alaca Saglikli Yok Yok
123 Babaeski/Kirklareli 6 Siyah Alaca Saglikli Var Yok
125 Babaeski/Kirklareli 6 Siyah Alaca Saglikli Yok Var
127 Uzunko6prii/Edirne 6 Siyah Alaca Abort Yok Var
128 Uzunkopri/Edirne 3 Siyah Alaca Abort Yok Yok
135 Uzunkoprii/Edirne 3 Siyah Alaca Infertil Var Yok
137 Uzunké6prii/Edirne 2 Siyah Alaca Abort Var Var
141 Uzunkdprii/Edirne 6 Siyah Alaca Infertil Var Yok
157 Catalca/Istanbul 2 Siyah Alaca Infertil Yok Yok
162 Catalca/Istanbul 5 Siyah Alaca Infertil Yok Yok
180 Basaksehir/Istanbul 6 Jersey Infertil Yok Var
185 Basaksehir/Istanbul 4 Siyah Alaca Saglikls Yok Var
186 Basaksehir/Istanbul 6 Siyah Alaca Abort Var Yok

Toplam 12 adet abort yapmis inegin 4 (%33)’l seropozitif olarak belirlendi. Abort

goriilen hayvanlardaki seropozitiflik orani diger gruplara gore daha yiiksek olarak
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saptanmis olup, fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05). Reprodiiktif

duruma gore sigirlarin seropozitiflik oranlarina ait bilgiler Tablo 4-2°de bildirilmistir.

Tablo 4-2: Reprodiiktif durumuna gore sigirlarin seropozitiflik oranlar:

Reprodiiktif Durumu Incelenen Ornek Pozitif Sayis1 Pozitiflik Oram K hj-Kare
Sayisi (%)

Saglikh 100 9 9,0°

Infertil 81 7 8,6° .

Abort 12 4 33,32 8,314

Metrit 7 0 oeb

TOPLAM 200 20 50,9

*p<0.05

a, b: Farkli harf ile ifade edilen oranlar arasi farklilik 6nemlidir.

Seropozitif sigirlarin yaslarina gore incelendiginde aradaki fark istatistiksel
olarak onemli bulunmadi. ELISA ile pozitif oldugu saptanan siit sigirlarinin yaglara

gore dagilimi Tablo 4-3’de siiflandirilmstir.

Tablo 4-3: Yas duruma gore sigirlarin seropozitiflik oranlari

Yas Incelenen Ornek Sayisi Pozitiflik Oram (%) Khi- Kare
1-3 61 11,5

3-5 84 7,1 oD
5+ 55 12,7 1,364
TOPLAM 200 31,3

OD: p> 0,05 istatistiki olarak énemli degildir.

ELISA sonuglarmma gore, Istanbul'da %8,4, Tekirdag'da %8,6, Kirklareli'nde
%10,5, Edirne'de %17,9 oraninda pozitiflik saptandi. En yiiksek pozitiflik oran1 Edirne
ilinde yetistirilen hayvanlarda goriilmekle birlikte, illere gore fark istatistiksel olarak
o6nemsiz bulundu. ELISA pozitif olan serumlarin alindiklar1 kaynaklara gore dagilimi

Tablo 4-4’de gosterilmistir.

Tablo 4-4: Kaynak duruma gore sigirlarin seropozitiflik oranlari

Pozitiflik

Kaynak incelenen Ornek Sayist Orant (%) Khi-Kare
Istanbul 83 8,4

Tekirdag 70 8,6

Kirklareli 19 10,5 2,3119P
Edirne 28 17,9

TOPLAM 200 45,4

OD: p> 0,05 istatistiki olarak dnemli degildir.



37

Seropozitif sigirlarin  mastit varligina goére incelendiginde aradaki fark
istatistiksel olarak onemli bulunmadi. ELISA ile pozitif oldugu saptanan siit sigirlarinin

mastit varligina gore dagilimi1 Tablo 4-5’de siniflandirilmistir.

Tablo 4-5: Mastit varhigina gore sigirlarin seropozitiflik oranlari

Mastit Varhgi incelenen Ornek Sayist Pozitiflik Oram (%0) Khi-Kare
Pozitif 77 10,8

Negatif 123 9,8 oD
TOPLAM 200 206 0021

OD: p> 0,05 istatistiki olarak &nemli degildir.

Seropozitif sigirlarin kene varligina gore incelendiginde aradaki fark istatistiksel
olarak o6nemli bulunmadi. ELISA ile pozitif oldugu saptanan siit sigirlarinin kene

varligina gore dagilimi Tablo 4-6’de siniflandirilmistir.

Tablo 4-6: Kene varhgina gore sigirlarin seropozitiflik oranlar:

9 Incelenen Ornek Pozitiflik Oran (%) Khi-Kare
Kene Varhg
Sayisi
Pozitif 81 111 "
Negatif 119 9,2 0,187%P
TOPLAM 200 20,3

OD: p> 0,05 istatistiki olarak dnemli degildir.

4.2. Real-time PCR bulgular:

Incelenen 200 siit rnegin 2 (%1)’sinde Coxiella burnetii DNA’s1 saptanirken,
kan Orneklerinde spesifik DNA saptanmadi. Reprodiiktif problemi olan ineklerden
alman 100 siit 6rneginin 1 (%]1)'1 ve reprodiiktif problemi olmayan ineklerden alinan
100 siit 6rneginin 1 (%]1)'i PCR pozitif saptandi. Reprodiiktif problemi olan abort yapan
toplam 12 hayvana ait siit 6rneklerinin 1 (%8,3)’1 PCR pozitif olarak belirlendi. Siit
ornekleri PCR pozitif saptanan hayvanlarin kan serumlarinda da C.burnetii spesifik
antikor saptanmustir.

Real-time PCR ile pozitiflik saptanan siit Orneklerinin kaynak, yas, 1k,
reprodiiktif problemleri, mastit, kene varlig1 gore dagilimi ve Ctdegerleri Tablo 4-7°de

belirtilmistir.
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Tablo 4-7: Real-time PCR ile pozitiflik saptanan siit 6rneklerinin kaynak, yas, irk,
reprodiiktif durumlari, mastit varhgi, kene varhgi ve Ct degeri gore dagilimi

Serum Reprodiiktif . Kene Cr
No Kaynak Yas Irk Durumu Mastit Varhigi  Degeri
Babaeski/ Siyah 9
123 Kirklareli 6 Alaca Saglikl Var Yok 31,37
128 Uzunkdpri 3 Siyah Abort Yok Yok 34,60
Edirne Alaca

Real-time PCR ile pozitiflik saptanan siit ornekleri ile pozitif ve negatif
kontrollerine ait real-time PCR erime egrisi (melting curve) sonuglar1 Sekil 4-1’de, siit
ornekler ile pozitif ve negatif kontrollerine ait real-time PCR erime yiiksekligi (melting
peaks) sonuglari Sekil 4-2’de verilmistir. Siit Ornekleri ile pozitif ve negatif

kontrollerine ait real-time PCR amplifikasyon egrisi sonuglar1 Sekil 4-3’de verilmistir.
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Sekil 4-1: Siit 6rneklerin Real-time PCR erime egrisi sonuclari
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Sekil 4-2: Siit 6rneklerin Real-time PCR erime yiiksekligi sonuclari
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Sekil 4-3: Siit 6rneklerin Real-time PCR amplifikasyon egrisi sonuclari
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ELISA ile seropozitif bulunan 20 hayvanin, kanlarindan yapilan real-time PCR
incelemesinde negatif bulunurken, bu hayvanlarin siitlerinden yapilan PCR analizi
sonucunda sadece 2 hayvanda spesifik DNA saptandi. ELISA ile saptanan 20
seropozitif hayvana ait kan ve siit 6rneklerin real-time PCR sonuglarina gore dagilimi

Tablo 4-8’de gosterilmistir.

Tablo 4-8: ELISA ile saptanan 20 seropozitif hayvana ait kan ve siit 6rneklerin

real-time PCR sonuclar1 dagilimi

Pozitif

ELISA Kan PCR Siit PCR
Serum No
13 Pozitif Negatif Negatif
17 Pozitif Negatif Negatif
36 Pozitif Negatif Negatif
73 Pozitif Negatif Negatif
78 Pozitif Negatif Negatif
85 Pozitif Negatif Negatif
93 Pozitif Negatif Negatif
96 Pozitif Negatif Negatif
123 Pozitif Negatif Pozitif
125 Pozitif Negatif Negatif
127 Pozitif Negatif Negatif
128 Pozitif Negatif Pozitif
135 Pozitif Negatif Negatif
137 Pozitif Negatif Negatif
141 Pozitif Negatif Negatif
157 Pozitif Negatif Negatif
162 Pozitif Negatif Negatif
180 Pozitif Negatif Negatif
185 Pozitif Negatif Negatif

186 Pozitif Negatif Negatif
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ELISA seropozitif olan sigirlarin kaynak, yas, irk ve tam kan saymmi degerleri

Tablo 4-9°da gosterilmistir.

Tablo 4-9: ELISA seropozitif olan sigirlarin kaynak, yas, irk ve tam kan sayimm degerleri

gglfl;tr: Kaynak Irk Yas RBC HCT HGB PLT WBC
No
13 Catalca/Istanbul Siyah Alaca 3 6,35 30,22 8,6 474 6,77
17 Catalca/Istanbul Siyah Alaca 4 6,25 27 8,2 150 10
36 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 2 7,24 26,6 9,5 354 35,7
73 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 6 5,99 24,7 8,9 185 36,2
78 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 2 6,74 28,9 10,4 212 36,1
85 Merkez/Tekirdag Siyah Alaca 4 6,74 25,7 8,7 257 34,1
93 Merkez/Tekirdag Siyah Alaca 4 6,57 31,4 10,7 121 34,2
96 Merkez/Tekirdag Siyah Alaca 4 5,82 22,4 8 181 35,9
123 Babaeski/Kirklareli ~ Siyah Alaca 6 5,82 23,5 8,6 200 13,4
125 Babaeski/Kirklareli ~ Siyah Alaca 6 5,39 23,2 9,1 249 9,5
127 Uzunkopri/Edirne  Siyah Alaca 6 7,6 28,4 10,5 274 17
128 UzunkoprivEdime  Siyah Alaca 3 622 25 94 457 101
135 Uzunkopri/Edirne  Siyah Alaca 3 7,16 26,5 9,4 125 46,7
137 Uzunkopri/Edirne  Siyah Alaca 2 9,02 30,5 10,8 634 12,2
141 Uzunkoprii/Edirne  Siyah Alaca 6 5,74 23,3 8,9 449 13,8
157 Catalca/Istanbul Siyah Alaca 2 5,76 245 9,1 243 9,8
162 Catalca/Istanbul Siyah Alaca 5 6,48 25,7 9,8 402 13,8
180 Basaksehir/Istanbul Jersey 6 6,74 34,4 11,2 108 6,3
185 Basaksehir/istanbul ~ Siyah Alaca 4 4,82 20,3 6,6 425 8,1
186 Basaksehir/Istanbul ~ Siyah Alaca 6 5,42 23,6 8 478 6,8

ELISA seronegatif olan sigirlarin kaynak, yas , irk ve tam kan saymmi degerleri

Tablo 4-10° da gosterilmistir.

Tablo 4-10: ELISA seronegatif olan sigirlarin kaynak, yas, irk ve tam kan sayimi degerleri

Serum
No Kaynak Irk Yas RBC HCT HGB PLT WBC
1 Avecilar/Istanbul Siyah Alaca 6 5,46 23,8 8,3 414 8,4
2 Avecilar/Istanbul Siyah Alaca 4 6,18 27,9 9,7 300 19,6
3 Avecilar/istanbul Esmer 3 4,76 20,1 7,3 296 9,5
4 Avecilar/Istanbul Siyah Alaca 5 6,84 30,4 10,4 136 22,5
5 Avecilar/Istanbul Siyah Alaca 5 6,31 28,3 10,1 271 17,2
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Tablo 4-10 (devam): ELISA seronegatif olan sigirlarin kaynak, yas, irk ve tam kan sayimm

degerleri

6 Avecilar/Istanbul Siyah Alaca 3 6,79 27,9 9,7 382 21,1
7 Avecilar/stanbul Esmer 4 54 25,5 8,8 316 19,7
8 Avecilar/Istanbul Esmer 2 5,45 26,4 9 322 11

9 Avecilar/stanbul Esmer 2 5,81 31,6 10,8 216 13,7
10 Avecilar/Istanbul Esmer 5 6,21 28,6 9,9 303 18,3
11 Catalca/Istanbul Siyah Alaca 4 7,64 33,9 9,7 293 59

12 Catalca/Istanbul Siyah Alaca 3 6,96 26 7,5 98 10,5
14 Catalca/istanbul Siyah Alaca 2 7,21 29 8,6 333 6,64
15 Catalca/Istanbul Siyah Alaca 3 6,4 27,5 8,3 353 7,81
16 Catalca/Istanbul Siyah Alaca 3 1,19 4,94 1,2 92 3,51
18 Ipsala/Edirne Siyah Alaca 6 7,46 26,6 9,8 241 10,1
19 Ipsala/Edirne Siyah Alaca 5 6,23 23 9 150 12,4
20 Ipsala/Edirne Siyah Alaca 4 6,29 21,7 7.9 312 11,4
21 Ipsala/Edirne Siyah Alaca 7 6,73 26,5 9,3 317 20

22 Ipsala/Edirne Siyah Alaca 5 9,01 30,4 10,9 372 13

23 Ipsala/Edirne Siyah Alaca 6 5,94 26,3 8,5 289 38,4
24 Ipsala/Edirne Siyah Alaca 8 5,89 26,2 8,7 112 22,9
25 Ipsala/Edirne Siyah Alaca 5 5,7 25,3 9,2 328 13,2
26 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 5 5,54 25,3 8,6 353 34,3
27 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 3 5,7 26 8,8 296 33,8
28 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 2 6,44 28,1 9,4 143 33,6
29 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 3 5,79 26,4 8,8 371 33,3
30 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 4 6,13 20,8 7,3 246 35,3
31 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 2 6,36 26,9 9,2 385 34,2
32 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 4 5,76 24,7 8,7 301 35,5
88 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 3 4,68 25 8,6 305 38

34 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 3 6,83 28,3 9,5 326 33,8
35 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 6 5,47 28,7 9,5 276 33,3
37 Corlu/Tekirdag Siyah Alaca 5 6,45 25,4 9 403 35,4
38 Corlu/Tekirdag Siyah Alaca 2 5,13 18,1 6,6 317 36,8
39 Corlu/Tekirdag Siyah Alaca 3 57 19,2 7.1 294 36,8
40 Corlu/Tekirdag Siyah Alaca 3 6,04 23,2 8,3 278 358
41 Corlu/Tekirdag Siyah Alaca 4 49 20,1 7,6 214 37,8
42 Corlu/Tekirdag Siyah Alaca 5 7,2 26,8 9,4 289 35

43 Corlu/Tekirdag Siyah Alaca 9 5,45 22,8 8,1 352 35,6
44 Corlu/Tekirdag Siyah Alaca 4 6,23 24 8,6 245 36

45 Corlu/Tekirdag Siyah Alaca 3 6,81 27,2 9,5 281 35

46 Corlu/Tekirdag Siyah Alaca 2 5,28 22,8 8,1 255 35,8
47 Beykoz/Istanbul Siyah Alaca 5 7,3 34,7 9,4 132 27,3
48 Beykoz/istanbul Siyah Alaca 4 73 31,6 8,3 189 26,2
49 Beykoz/istanbul Esmer 5 6,32 27,5 9,8 56 35,7
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Tablo 4-10 (devam): ELISA seronegatif olan sigirlarin kaynak,yas , irk ve tam kan saymmm

degerleri

50 Beykoz/Istanbul Siyah Alaca 4 6,5 28 10 125 26

51 Beykoz/Istanbul Siyah Alaca 6 6,05 22,3 8,3 258 37,4
52 Beykoz/Istanbul Siyah Alaca 5 6 22,3 8 253 36

53 Beykoz/Istanbul Siyah Alaca 7 6,01 20,7 7,9 156 38,5
54 Beykoz/Istanbul Esmer 5 5,26 22,4 8,4 207 37,7
55 Beykoz/Istanbul Siyah Alaca 5 5,42 23,4 8,4 45 36

56 Beykoz/istanbul Siyah Alaca 4 5,03 20 7,4 150 35

57 Beykoz/istanbul Siyah Alaca 5 5,84 22,3 8,6 334 38,5
58 Beykoz/istanbul Siyah Alaca 2 5,88 24,7 6,7 729 27

59 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 3 7,15 26,4 9,9 273 37,6
60 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 4 6,46 27,5 9,6 76 35

61 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 2 7,42 30,9 10,7 274 34,6
62 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 4 6,05 28 10,1 352 36,1
63 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 3 6,69 28 9,7 547 34,9
64 SarayTekirdag Siyah Alaca 2 6,87 26,1 9,9 316 38

65 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 3 6,32 22,7 8,3 473 36,7
66 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 3 7,08 27 9,6 216 35,4
67 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 4 7,05 23,7 8,9 483 37,4
68 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 5 5,86 24,9 9,3 62 37,2
69 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 3 7,18 29,4 10,1 149 34,6
70 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 4 6,74 25,3 9,3 154 37

71 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 2 6,37 22,8 8,3 301 36,6
72 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 6 6,5 25,5 9,3 294 36,5
74 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 4 5,14 24,3 9,7 236 39,8
75 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 3 5,81 22 8,1 192 37

76 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 4 5,66 22,4 91 357 40,9
77 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 3 6,87 29,8 10,5 295 35,4
79 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 3 7,13 29 10,3 116 35,7
80 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 5 6,47 25,4 9,1 125 35,8
81 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 4 7,54 26 9,5 383 36,5
82 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 3 6,12 28,3 10,2 150 36,2
83 Saray/Tekirdag Siyah Alaca 5 7,62 28,7 10,1 271 35,1
84 Merkez/Tekirdag Siyah Alaca 5 6,6 23,9 8,4 166 35,2
86 Merkez/Tekirdag Siyah Alaca 4 6,57 21,7 9,6 114 34,6
87 Merkez/Tekirdag Siyah Alaca 8 4,97 215 7,6 244 35,6
88 Merkez/Tekirdag Siyah Alaca 6 6,32 23 8,1 325 35,4
89 Merkez/Tekirdag Simmental 3 55 25 8 350 35

90 Merkez/Tekirdag Siyah Alaca 5 571 23,3 8,4 363 36,4
91 Merkez/Tekirdag Siyah Alaca 5 5,45 23,7 8,2 289 34,4
92 Merkez/Tekirdag Siyah Alaca 6 6,34 30,1 10,4 296 34,7
94 Merkez/Tekirdag Siyah Alaca 5 6,11 25,4 8,9 219 35,1
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Tablo 4-10 (devam): ELISA seronegatif olan sigirlarin kaynak, yas, irk ve tam kan saymmm

degerleri

95 Merkez/Tekirdag Siyah Alaca 6 6,17 22,9 8,2 365 36

97 Merkez/Tekirdag Siyah Alaca 6 6,32 22,5 7.8 385 35

98 Merkez/Tekirdag Siyah Alaca 5 5,83 23,5 8,5 254 36,1
99 Merkez/Tekirdag Siyah Alaca 5 4,7 22 8 250 35

100 Merkez/Tekirdag Siyah Alaca 6 5,52 24,6 8,5 304 111
101 Merkez/Tekirdag Siyah Alaca 4 7,79 30 10,3 393 12,8
102 Merkez/Tekirdag Siyah Alaca 3 7,56 29 9,8 356 15,9
103 Merkez/Tekirdag Siyah Alaca 3 6,99 27,4 10,2 457 18,3
104 Merkez/Tekirdag Siyah Alaca 4 5,24 25 8,7 246 15

105 Merkez/Tekirdag Siyah Alaca 7 6,72 24,2 8,3 392 19,5
106 Merkez/Tekirdag Siyah Alaca 5 6,99 26,4 9,2 399 10,9
107 Merkez/Tekirdag Siyah Alaca 6 7,41 26,9 9,2 341 20,8
108 Babaeski/Kirklareli Siyah Alaca 3 5,14 26,1 9,3 544 12,1
109 Babaeski/Kirklareli Siyah Alaca 7 5,53 20,4 7,8 282 11,9
110 Babaeski/Kirklareli Siyah Alaca 6 6,13 21,3 8,1 352 8,7
111 Babaeski/Kirklareli ~ Siyah Alaca 7 6,79 24,5 8,9 248 11

112 Babaeski/Kirklareli Siyah Alaca 5 5,8 26,3 9,7 311 7.9
113 Babaeski/Kirklareli Siyah Alaca 6 6,26 25 9,1 269 20,1
114 Babaeski/Kirklareli Siyah Alaca 7 7,4 30,8 10,9 183 19,6
115 Babaeski/Kirklareli ~ Siyah Alaca 6 6,72 31,8 11,3 276 13

116 Babaeski/Kirklareli Siyah Alaca 7 6,53 26,9 9,6 398 17,9
117 Babaeski/Kirklareli ~ Siyah Alaca 4 6,97 28,9 10,4 267 13,8
118 Babaeski/Kirklareli Siyah Alaca 5 5,33 23,7 8,7 311 12,1
119 Babaeski/Kirklareli Siyah Alaca 3 6,51 25,6 9,3 314 15,1
120 Babaeski/Kirklareli Siyah Alaca 4 4,89 19,9 7,4 281 16,2
121 Babaeski/Kirklareli Siyah Alaca 6 5,89 22,3 8,3 298 13,9
122 Babaeski/Kirklareli Siyah Alaca 7 54 20,9 7,8 289 10,1
124 Babaeski/Kirklareli ~ Siyah Alaca 8 6,14 26,4 9,9 393 10,6
126 Uzunkoprii/Edirne Siyah Alaca 4 6,15 2477 94 99 27,3
129 Uzunkoprii/Edirne Siyah Alaca 5 6,6 25,3 9,6 303 12,3
130 Uzunkoprii/Edirne Siyah Alaca 6 7 37 8,4 240 17

131 Uzunkopri/Edirne Montofon 4 7,2 27,8 9,4 354 24

132 Uzunkoprii/Edirne Siyah Alaca 5 6,76 26,2 9,8 186 12,9
133 Uzunkopri/Edirne Siyah Alaca 9 7 26,7 10 404 11

134 Uzunkopri/Edirne Siyah Alaca 6 7,65 21,7 10,2 478 16

136 Uzunkoprii/Edirne Siyah Alaca 8 6,68 26,5 10,1 271 11,7
138 Uzunkopri/Edirne Siyah Alaca 6 7,42 27,9 10,1 343 13,2
139 Uzunkdopri/Edirne Siyah Alaca 7 6,15 247 9,5 323 15,1
140 Uzunkopri/Edirne Siyah Alaca 6 5,6 23,1 8,8 330 11,9
142 Uzunkoprii/Edirne Siyah Alaca 7 5,41 21,7 7,2 96 13,5
143 Uzunkoprii/Edirne Siyah Alaca 6 54 20,3 7 300 8
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Tablo 4-10 (devam): ELISA seronegatif olan sigirlarin kaynak, yas, irk ve tam kan saymmm

degerleri

144 Uzunkopri/Edirne Siyah Alaca 4 5,44 18,7 6,9 318 7,1
145 Uzunképrii/Edirne Siyah Alaca 6 6,58 23,9 8,4 330 8,1
146 Uzunkopri/Edirne Siyah Alaca 7 7,36 36,4 11,9 240 22,6
147 Catalca/Istanbul Siyah Alaca 5 6,8 28,4 9,6 169 20,2
148 Catalca/Istanbul Siyah Alaca 4 5,33 26,5 8,9 388 14,8
149 Catalca/Istanbul Siyah Alaca 3 6,31 25,2 9 202 12,7
150 Catalca/Istanbul Siyah Alaca 2 6,22 27,3 9,4 121 13,9
151 Catalca/Istanbul Siyah Alaca 6 5,99 25,3 8,9 194 11

152 Catalca/Istanbul Siyah Alaca 5 6,35 28,1 10,6 437 23,4
153 Catalca/Istanbul Siyah Alaca 4 6,06 21,4 7,9 404 5,7
154 Catalca/Istanbul Siyah Alaca 6 6,57 30,7 10,7 414 14,4
155 Catalca/Istanbul Siyah Alaca 2 6,55 26 9,8 449 13,2
156 Catalca/Istanbul Siyah Alaca 3 5,85 26 9,6 135 23,2
158 Catalca/lstanbul Siyah Alaca 4 4,85 19,7 7,7 393 11,8
159 Catalca/Istanbul Siyah Alaca 5 5,77 28,3 10,9 292 12,8
160 Catalca/lstanbul Siyah Alaca 3 6,26 24.8 9,3 321 21,4
161 Catalca/istanbul Siyah Alaca 6 6,33 24,8 9 347 21,6
163 Catalca/Istanbul Siyah Alaca 6 5,98 26 9,9 386 14,4
164 Catalca/Istanbul Siyah Alaca 3 6,92 26,5 8,8 354 9,1
165 Catalca/lstanbul Siyah Alaca 2 6,13 25,5 9,7 474 14,6
166 Catalca/Istanbul Siyah Alaca 4 6,13 24,2 9,2 400 12,9
167 Basaksehir/Istanbul Siyah Alaca 5 4,07 16,6 53 397 55
168 Basaksehir/Istanbul Siyah Alaca 4 5,82 23,3 7,6 400 8,7
169 Basaksehir/Istanbul ~ Siyah Alaca 3 5,16 23,1 7.3 321 7.3
170 Basaksehir/Istanbul Siyah Alaca 2 5,23 23,8 7,8 389 5,7
171 Basaksehir/istanbul ~ Siyah Alaca 2 5,52 27,2 8,5 196 8,7
172 Basaksehir/Istanbul Siyah Alaca 3 5,46 26,4 8,4 383 8,7
173 Basaksehir/Istanbul Siyah Alaca 4 5,46 25,1 8 349 55
174 Basaksehir/Istanbul Siyah Alaca 2 5,39 26,6 8,7 437 6,8
175 Basaksehir/istanbul ~ Siyah Alaca 4 6,11 24,5 8 59 6,2
176 Basaksehir/Istanbul Siyah Alaca 5 5,41 21,6 7,1 448 8,3
177 Basaksehir/Istanbul Siyah Alaca 3 6,92 26,5 8,8 585 10,4
178 Basaksehir/Istanbul Siyah Alaca 2 6,11 24 7,8 292 6,3
179 Basaksehir/Istanbul Siyah Alaca 6 5,97 26,6 8,7 326 6

181 Basaksehir/istanbul Siyah Alaca 4 5,2 23,8 7,7 52 8

182 Basaksehir/Istanbul Siyah Alaca 6 5,84 26,7 8,4 390 7,2
183 Basaksehir/istanbul Siyah Alaca 7 5,44 24,9 8 70 12,1
184 Basaksehir/Istanbul Siyah Alaca 5 5,47 27,2 8,7 488 8,3
187 Basaksehir/istanbul Siyah Alaca 5 5,11 20 6,5 466 7,6
188 Basaksehir/Istanbul ~ Siyah Alaca 4 4,61 21,4 71 495 6,9
189 Basaksehir/Istanbul Siyah Alaca 6 4.6 18 5,3 48 6,3
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Tablo 4-10 (devam): ELISA seronegatif olan sigirlarin kaynak, yas, irk ve tam kan sayimm

degerleri
190 Basaksehir/Istanbul Siyah Alaca 3 4,84 22,8 7.3 341 7.3
191 Basaksehir/Istanbul  Siyah Alaca 2 4,72 23,7 7,8 383 7,3
192 Basaksehir/Istanbul Siyah Alaca 5 4,65 22,5 7.1 517 6,9
193 Basaksehir/Istanbul Siyah Alaca 7 4,66 21 7,1 452 8,3
194 Basaksehir/istanbul ~ Siyah Alaca 4 6,24 21,7 7,3 457 8,1
195 Basaksehir/Istanbul Siyah Alaca 6 4,74 7.1 21,4 355 6,5
196 Basaksehir/istanbul ~ Siyah Alaca 4 5,21 23,6 7,3 178 8,3
197 Basaksehir/Istanbul Siyah Alaca 5 5,2 23,1 7,6 410 8,1
198 Basaksehir/Istanbul Siyah Alaca 2 10,4 21,7 7.2 585 10,4
199 Basaksehir/Istanbul Siyah Alaca 8 5,47 23,4 1,7 493 6,3
200 Basaksehir/Istanbul Siyah Alaca 4 4,99 23,3 7,7 311 9,6

ELISA seropozitif olan sigirlarin seronegatif olan sigirlara géore RBC, HCT, HGB
ortalama degerlerinin ylikseldigi; PLT ve WBC ortalama degerlerinin ise diistiigli ancak
bu farkliliklarin 6nemsiz oldugu saptandi. ELISA seropozitifligi ile sigirlarin tam kan

sayim1 parametreleri ortalama degerlerinin karsilastirilmasi Tablo 4-11°de gosterilmistir.

Tablo 4-11: ELISA seropozitifligi ile sigirlarin tam kan saymmm parametreleri ortalama
degerlerinin karsilastirilmasi

RBC 6,39+ 0,21 6,1+ 0,7 1,328 od
HCT 26,29 +£0,78 24,99 £ 0,32 1,325 od
HGB 9,2 +£0,25 8,8+0,12 1,083 od
PLT 298,9 + 33,44 300,77+ 8,87 0,065 od
WBC 19,82 +2,9 21,9+ 1,2 0,584 od

Arti-eksi degerler (+) ortalamadaki standard hatay1 ifade eder. Ortalamalar arasindaki fark t-test kullanarak
Ol¢lilmiistiir.

RBC: total eritrosit sayisi, HCT: hematokrit orani, HGB: hemoglobin miktari, PLT: trombosit sayisi, WBC:
total 16kosit sayisi

OD: p> 0,05 istatistiki olarak énemli degildir.

ELISA seropozitif olan reprodiiktif problemi olan sigirlarin; reprodiiktif problemi
olmayan sigirlara gére RBC, HCT, HGB ve PLT ortalama degerlerinin yiikseldigi;
WBC ortalama degerlerinin ise diistligli ancak bu farkliliklardan sadece HGB degerinin
p<0,05 diizeyinde énemli oldugu saptandi. ELISA seropozitif olan sigirlarin reprodiiktif

durumlarina gore tam kan saymmi parametrelerinin ortalama degerlerinin

karsilagtirilmasi Tablo 4-12’de gosterilmistir.
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Tablo 4-12: ELISA seropozitif olan sigirlarin reprodiiktif durumlarina gore tam kan
sayimi parametrelerinin ortalama degerlerinin karsilastirilmasi

Kan parametreleri Riﬁ:{ (SnE9) Resr(t')i(g;n) t-degeri (+)  Onemlilik
RBC 6,609 £ 0,31 6,13 £ 0,25 1,166 OD
HCT 27,091+ 1,1 2531+ 1,07 1,147 OD
HGB 9,7+0,29 8,63 + 0,35 2,332 *
PLT 316 + 53,45 278 +37,88 0,555 OD
WBC 18,81 +£4,125 21,06 + 4,6 0,365 OD

“+” degeri ortalamadaki standart hatayir ifade etmektedir. Ortalama degerler arasindaki farklar t-test

kullanilarak 6l¢iilmiigtiir.
RBC: total eritrosit sayisi, HCT: hematokrit orani, HGB: hemoglobin miktari, PLT: trombosit sayisi, WBC:

total 16kosit sayist,
OD: p > 0,05 istatistiki olarak énemli degildir.
*:p<0.05
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5. TARTISMA

Q hummas: zorunlu hiicre i¢ci Gram-negatif bir bakteri olan Coxiella burnetii
tarafindan olusturulan ve tim diinyada goriilen infeksiydoz zoonoz bir hastaliktir.
Etkenin rezervuari basta c¢iftlik hayvanlar (sigir, koyun, keci) olmakla birlikte, diger
evcil hayvanlar (kedi, kopek, tavsan), kuslar ve kenelerdir. Etken dogal siklusunu kene
ve rodentlerde gecirdikten sonra koyun, kegi, sigir, kopek ve kedi gibi evcil hayvanlara
bulasir. infeksiyonun kenelere bagl olmayan siklusunun ise 6zellikle sigirlar kapsayan
evcil hayvan popiilasyonlari iginde gelistigi vurgulanmistir (Maurin ve Raoult 1999;
Madariaga ve ark. 2003). Bakteri infekte hayvanin idrar, digki ve siitii ile ¢evreye
yayilir. Hastaligin baslica bulasma yolu infekte damlaciklarin inhalasyon yoluyla
alinmas1 olup, infekte siitiin oral alimiyla da bulastig1 bilinmektedir. insandan insana
bulasma nadirdir, ancak infekte anneden bebege, kemik iligi transplantasyonu ve kan
transfiizyonuyla da bulagsma olabilmektedir. Son yillarda C.burnetii infeksiyonlarinin,
giderek artan oranlarda goriilmesi ve salgnlar olusturmasi nedeniyle yeniden onem
kazandig1 bildirilmistir (Arricau-Bouvery ve Rodolakis 2005; Gilsdorf ve ark. 2008; van
der Hoek ve ark. 2012).

C. burnetii infeksiyonlari ke¢i, koyun ve sigirlarda abort ve reprodiiktif sistemde
bozukluklara neden olur (CFSPH 2007). Sigirlarda Q hummasi belirtileri abort, 6lii ya
da zayif yavru dogumu, metrit ve infertilite seklinde goriiliir (Lang 1990; Maurin ve
Raoult 1999; Clemente ve ark. 2009).

Giinlimiize kadar yapilan ¢alismalarda, Q hummasi infeksiyonun serolojik tanisi
amactyla cesitli testler kullanilmistir. En ¢ok kullanilan yontemlerin IFA, KF ve ELISA
oldugu bildirilmistir (OIE 2010). ELISA, IFA ve KF’ye gore daha duyarli, uygulanmasi
ve standardizasyonu kolaydir. KF ile karsilastirildiginda, ELISA’nin komplemente
baglanma yetisine sahip olmayan IgG2 alt sinif antikorlarini da tespit edebilmesi yiiksek
sensitivitesinin bir gostergesi olarak bildirilmistir. Diinya genelinde yapilan serolojik
caligmalar incelendiginde KF testinin diisiik sensitiviteye sahip olmasindan dolayt sigir
ve koyun calismalarinda daha az tercih edildigi gorilmektedir (Rousset ve ark. 2007;
Guatteo ve ark. 2007b; Rousset ve ark. 2009; Guatteo ve ark. 2011). Q hummasi

infeksiyonunu tespit etmek igin insanlarda da en ¢ok kullanilan testin ELISA oldugu
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bildirilmistir (Arricau-Bouvery ve Rodolakis 2005; Rousset ve ark. 2007; Guatteo ve
ark. 2007a; Rousset ve ark. 2009).

Cok sayida hayvan ve siiriileri test etmek icin ELISA diger testlere gore
avantajli bir testtir, fakat tiim serolojik testler ile etkeni sagan hayvanlari tespit etmede
bazi1 dezavantajlarin da oldugu disiiniimektedir. Vajinal mukus, digski veya siitle C.
burnetii’yi sacan ¢ogu hayvan seropozitif olmasina ragmen, bir kism1 etkeni sagmadan
da seropozitif olabilir ve diger taraftan seronegatif olanlarin bir kismi da etkeni

sacabilirler (Arricau-Bouvery ve ark 2005; Fournier ve ark 2003).

Bu arastirmada, serolojik tarama amaciyla sigirlardan alinan kan serumu
ornekleri C. burnetii spesifik antikorlarin saptamasi i¢in ELISA ile incelenmistir. Bu
amacla hem faz 1 hem de faz II antijenlerine kars1 spesifik antikorlari saptayabilen

CHEKIT Q fever kiti (IDEXX) kullanilmaistir.

Fransa, ingiltere, Italya, ispanya, Almanya, Israil ve Kanada gibi bircok iilkede
yapilan epidemiyolojik c¢alismalarda Q hummasinin halk sagligi agisindan 6nemli
oldugunu vurgulamiglardir (Angelakis ve Raoult 2010). Siit tiiketimiyle insanlara
bulagsmasi nedeniyle ruminantlarda yapilan koruma ve kontrol ¢aligmalariyla insanlarda
da infeksiyonun prevalansimin azaldigi belirtilmistir (Szymanska-Czerwinska ve ark.
2014).

[rlanda’da yapilan ¢alismada, 290 siit ciftliginden toplanan tank siitii 6rnegi ve
332 farkli siit ve et ¢iftliklerinde bulunan hayvanlardan toplamda 1659 kan serumu
alinmustir. Indirek ELISA ile yapilan inceleme sonucu, siit érneklerinde %37,9 kan
serumu Orneklerinde ise %1,8 oraninda pozitiflik saptadiklarini bildirmislerdir (Ryan ve
ark. 2011).

Khalili ve ark. (2012) tarafindan Iran’da gerseklestirilen serolojik calismada,
reprodiiktif problemleri olan ve olmayan siit sigirlar1 secilmistir. Tesadiifi segilen 161
serumun (87 saglikli ve 74 problemli) ELISA ile arastirilmasi sonucu reprodiiktif
problemi olanlarda %51,35 ve reprodiiktif problemi olmayanlarda %10,3 oraninda
pozitiflik tespit etmislerdir. Sonu¢ olarak sigirlarda reprodiiktif problemleri

goriilmesinin 6nemli oldugu bildirmislerdir (p <0,05).
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Pimenta ve arkadaslarinin (2015) Portekiz’deki 90 farkl siit giftliginden alinan
st oOrneklerinde ELISA gerceklestirdikleri arastirma sonucunda, %61,1 oraninda

pozitiflik saptandigi rapor edilmistir.

Ulkemizde hayvanlarda (sigir ve koyunlarda) Q hummasi’nin varligr ilk defa
1946-1947 yillarinda siitlerden C.burnetii’nin izole edilmesiyle ortaya konulmustur
(Payzin 1949; Golem 1951).

Tiirkiye’de gergeklestirilen bir arastirmada, Cukurova boélgesinde yasayan insan
ve hayvanlarda Q hummasi infeksiyonun yayginligi mikro komplement fiksasyon testi
ile arastirilmistir. Abort yapmis 92 adet sigira ait kan serumdan yapilan 1:8 dilusyonda
41 adedi (%44,5), 1:32 dilusyonda 21 adedinde (%22,8) pozitiflik saptanmistir. Kontrol
grubu olarak, saglikli siiriilerden alinan 318 adet sigir kan serumunda ise 1:8 dilusyonda

37 adedinin (%3,4) pozitif reaksiyon verdigi ortaya ¢ikarilmistir (Ozyer ve ark. 1990).

Elaz1g’a bagh sekiz farkli ilgeden bulunan rastgele segilen 48 ciftlikte 416 sigir
ve 47 sirtdeki 411 koyundan toplanan kan serumlarinda, Q hummasi varligini
belirlemek icin indirekt floresan antikor testi (IFA) tarafindan incelenmistir. Sigirlarin
17 (%5,8) koyunlarda ise 43 (%10,5) seropozitif olgu tespit edilmistir (Cetinkaya ve
ark. 2000).

Erzurum ve ¢evresinde sigirlarda ve ciftcilerde Q hummasi seroprevalansini
saptamak i¢in gergeklestirilen bir aragtirmada, toplam 230 sigir ve 92 saglikli ¢ift¢iden
kan 6rnegi alinarak C. burnetii antikor ticari ELISA Kkiti ile arastirtlmistir. Test edilen
230 sigir kan serumunun 22’sinde (%9,5) ve ciftgilerden alinan 92 kan serumunun
18’sinde (%19,5) C. burnetii’ ye kars1 gelisen antikorlar saptanmistir. Abort goriilen 53
sigirin 12°sinde (%22.6) ve abort goriilmeyen 177 sigirin 10’unda (%5,6) C. burnetii
antikoru tespit edildigi bildirilmistir (Seyitoglu ve ark. 2006).

Ceylan ve arkadaslarinin (2009) yaptig1 ¢alismada, Van, Mus ve Bitlis
cevresindeki farklt 16 lokasyondaki sigir ve koyunlarda C. burnetii infeksiyonunun
seroprevalansinin belirlenmesi igin 92 sigir ve 92 koyundan rastgele toplanan serum
ornekleri C. burnetii faz II antijenine kars1 IgG antikorlar1 tespit etmek igin ELISA ile
incelenmistir. Seropozitiflik sigir ve koyunlarda sirasiyla %16,3 ve %5,4 oranlarinda

gozlenmistir.
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Kirikkale’de 20 ciftlik sahiplerinden ve 32 inek ile 88 koyundan alinan kan
serumlar1 IFA ile incelenmistir. Arastiricilar, ¢iftlik sahiplerinde % 90, ineklerde % 53,1
ve koyunlarda %63,6 oraninda pozitiflik saptadiklarini rapor etmislerdir (Dogru ve ark.
2010).

Konya ilinde yapilan ve Q hummast seroprevalansi belirlemek amaciyla
gergeklestirilen bir arastirmada, 322 siit sigirindan serum 6rnegi ve siit toplanmis, IFA
testi ile Coxiella burnetii faz I1I’ye kars1 olusan IgG antikorlar1 aranmustir. Arastiricilar
%12,4 oaraninda pozitiflik saptadiklarini bildirmiglerdir. Arastirmada, reprodiiktif
bozukluklar ve kene varligi arasinda istatistiki olarak bir Oneme rastlamamistir

(Gazyagci ve ark. 2011).

Sigirlarda  infeksiyonun seroprevalans oranlari gergeklestirilen pek ¢ok
calismanin verilerine gore, Tirkiye'nin gesitli bolgelerinde %5,8 ile %53,1 degerleri
arasinda bildirilmistir (Ozyer ve ark. 1990; Ozgiir ve ark. 1996; Ozgiir ve ark. 1997;
Cetinkaya ve ark. 2000; Berberoglu ve ark. 2004; Biike ve ark. 2006; Seyitoglu ve ark.
2006; Dogru ve ark 2010; Gazyager ve ark. 2011; Parin ve Kaya 2012, Can ve ark.
2015).

Gergeklestirilen tez ¢alismasinda, toplam 200 hayvana ait kan serumlarimin, 20
(%10)’s1 ELISA ile pozitif saptanirken, reprodiiktif problemi olan ineklerden alinan 100
serum Orneginin 11 (%11)’1 ve reprodiiktif problemi olmayan hayvanlardan alinan 100
serum Orneginin 9 (%9)’u seropozitif bulundu. Benzer calismalarin bir kismi ile
bulgularimiz paralellik gostermesine ragmen bir kismindan ise yliksek ya da diistiktir.
Bu farkliliklarin, cografi kosullar ve iklimsel degisiklikler, test edilen poliilasyonlar ve
hayvanlarda klinik bulgularin varligi ve farklilig: (abort ve fertilite sorunlari olan veya
olmayan) (Leloglu 1977; Kilig ve Celebi 2008a; Ceylan ve ark. 2009), kullanilan test
teknigi/test antijeni ve buna bagl spesifite, sentitivite farkliliklar1 (Lucchese ve ark.
2015), drnekleme sayisi ve farkli cut-off degerleri (Gazyagci ve ark. 2011) 6rnek alinan
bolgelerdeki zooteknik ve sanitasyon farkliliklari, karasal iilke sinirlarina sahip olup

olmamasi gibi kriterlerin sonucu olarak yorumlanmustir.

Ozyer ve ark. (1990) KF testi ile, Cetinkaya ve ark. (2000) IFAT ve Seyitoglu ve
ark. (2006) ELISA ile yaptiklar1 aragtirmalardada abort yapan hayvanlarda pozitiflik
oranlarinin abort ge¢misi olmayanlara gore istatiksel olarak Onemli oldugunu

bildirmislerdir.
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[ran’da gergeklestirilen bir arastirmada, reprodiiktif problemi olan (abort, erken
ya da oOlii dogum, mastit ve retensiyo gibi) hayvanlardaki ELISA pozitifligin bu
problemlerin bulunmadig1 gruba gore orani yiiksek belirlenmis olup, iki oran arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli saptanmistir. Ancak, arastiricilar belirtilen farkl

problemlere gore bir degerlendirme yapmamislardir (Khalili ve ark. 2012).

Gazyagci ve ark. (2011) yaptiklar arastirmada, pozitif saptadiklart hayvanlarda

reprodiiktif bozukluklara ve kene varligina rastlamadiklarini bildirmislerdir.

C. burnetii etkenlerinin memeli hayvanlarda gebelik sirasinda aktive olarak

sayisinin arttigit ve bu nedenle yiiksek oranda aborta neden oldugu bildirilmistir

(Fournier ve ark. 1998).

Bu tez ¢alismasinda, toplam 12 adet abort yapmis inegin 4 (%33)’ii seropozitif
olarak belirlendi. Abort goriilen hayvanlardaki seropozitiflik oran1 diger gruplara gore
daha yiiksek olarak saptanmis olup, fark birgok literatiirle (Fournier ve ark. 1998; Ozyer
ve ark. 1990; Cetinkaya ve ark. 2000; Seyitoglu ve ark.2006) uyumlu olarak istatistiksel

olarak énemli bulunmustur (p<0,05).

To ve ark. (1998) Japonya’da yaptig1 ¢calismada 93 infertil sigir ve 114 metrit ile
mastit goriilen hayvanlarda yapilan IFA testinde sirasiyla faz 1 antijenlerine karsi
sirastyla %58 ve %59,7 oraninda, faz Il antijenlerine karsi ise sirastyla %58 ve %62,5
pozitiflik saptanmistir. Bu g¢alismada ayrica bu hayvanlardan alinan serum ve siit
orneklerinde PCR testi ile incelenmesi sonucu infertilite goriilen sigirlarin serumlarinda
%2,2 siit 6rneklerinde %20,4; metritis ve sigirlarin serumun %35,3, siit 6rneklerine %28

oraninda pozitiflik saptadiklarini rapor etmislerdir.

Muskens ve ark. (2011) Hollanda’da gergeklestirdikleri ¢alismada 12 farkli
ciftlikten toplanan metritli 45 sigirin uterusundan alinan 6rneklerden real-time PCR ile
yapilan inceleme sonucu sadece 1 tanesinde pozitiflik saptanirken, metritli sigirlarda

yapilan ELISA incelemesinde ise %9 oraninda pozitiflik saptanmustir.

Bu tez calismasmda, 81 infertil hayvanin 7 adedi (%8,6) pozitif saptanmistir.
Bununla birlikte 7 adet metritli hayvandan alinan serum 6rneklerinin hig birinde spesifik
antikorlar saptanmamustir. Diger gruplar ile karsilastirildiklarinda aradaki farklar

istatistiki olarak 6nemli bulunmamustir.
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Ruminantlarda, yasla birlikte patojenle temas orani arttig1 ve buna bagli olarakta
C. burnetii kars1 gelisen seropozitifligin artacagi bildirmistir (Capuano ve ark. 2004;
Rodolakis 2006; Guatteo ve ark. 2007; Rousset ve ark. 2009). Arastirmamizda da
seropozitif sigirlarin yaslarina gore oranlari, incelendiginde en yiiksek oran (%12,7) 5
ve Ustli yas gurubunda saptanmugtir, ancak oranlardaki farkliliklarin istatistiksel olarak

onemli bulunmadig: tespit edilmistir.

Sicaklik, nem, hava hareketleri gibi cografik ve meteorolojik faktdrler bu hastaligin
yayllmasinda son derece etkili bulunmaktadir. Organizma kuru iklim bolgelerinde
yaygindir. Bu nedenle Akdeniz, Afrika ve dogu Avustralya Q hummasi’nin esas bulunma
bolgeleri olarak kabul edilmektedir (Kaplan ve ark. 1955; Yanase ve ark. 1997; Maurin
ve Raoult 1999; Tissot- Dupont ve ark. 2004; Parker ve ark.2006; Ohlson ve ark. 2014).

ELISA sonuglarina gore, Istanbul'da %8,4, Tekirdag'da %8,6, Kirklareli'nde
%10,5, Edirne'de %17,9 oraninda pozitiflik saptandi. En yiiksek pozitiflik oranlar1 sinir
illerimiz olan Edirne ve Kirklareli’nde yetistirilen hayvanlarda goriilmekle birlikte,
illere gore fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulundu. Yapilan yayinlar incelendiginde her
yorede farkli sonuglar elde edildigi goriilmektedir. Bu durumun nedenlerinden bir
tanesinin, muhtemel diger faktorlerin yani sira, iller arasinda cografik yapiya bagh

olabilecegini diisiinmekteyiz.

To ve ark. (1998) yaptiklar1 ¢aligmada C. burnetii infeksiyonunun, mastit ile
seyreden iireme sorunlari olan siit sigirlarinda, prevalansinin daha yiiksek oldugunu

bildirmislerdir.

Calismamizda mastitli hayvanlarin %10,8’inde, mastit yoniinden sagliklilarin ise
%9,8’sinde pozitiflik saptandi. Sigirlarin mastit varligina gore pozitiflik oranlar
karsilastirildiginda aradaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmadi. Tez ¢alismasinin
gerceklestirildigi bolgede diger etkenler nedeniyle mastitin yaygin goriilmesinin (Kirsan
ve ark 1999; Ikiz ve ark. 2013) bu sonucu destekledigi diisiiniilmiistiir.

Keneler, C. burnetii’nin rezervuari ve birincil vektorleri olup kirktan fazla kene
tirtiniin C. burnetii ile infekte oldugu saptanmustir (Spyridaki ve ark. 2009). Evcil ve
yabani memeliler, kuslar gibi konakgilar i¢in bulasma kaynaklarindan biridir (Spitalska
ve Kocianova, 2003).

Payzin (1953), Agr1, Van merkez ve kazalarindan 50 kene 6rnegi toplamis ve bu

calisma kenelerin %4' iiniin C. burnetii ile infekte oldugunu bildirmislerdir.
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Leloglu (1977) tarafindan yapilan c¢alismada ise Dermacentor spp. kene
siispanyonlarinin deney hayvanlarina inokiilasyonu ile bir deney hayvaninda antikor
yaniti saptanmig ve doku 6rneklerinde boyama ile etken gozlenmistir.

Arastiricilar, giiney Isvegre’de test ettikleri 48 keneden 8 tanesinde C. burnetii
saptadiklarini bildirmislerdir (Bernasconi ve ark. 2002).

Slovakya’da gerceklestitilen, kenelerden PCR ile C. burnetii saptanmasina
yonelik, bir calismada toplanan 235 keneden sadece 6 (%2,55)’sinda etken tespit
edilmistir (Spitalska ve Kocianova 2003).

Giiney Kibris genelinde yapilan bir ¢alismada, toplanan kenelerden nested-PCR
ile %7,8 oraninda pozitiflik saptanirken, sigirda ise IFA IgG testi ile %24 oraninda
pozitiflik saptandig: bildirilmistir (Psaroulaki ve ark. 2006).

Cetinkaya ve ark. (2000) tarafindan gergeklestirilen bir arastirmada, keneyi
ortadan kaldirmak icin hi¢bir 6nlem alinmayan ciftlik veya barinaklarda bulunan sigir
ve koyunlarda, onlem alinan giftliklere gore, daha yiiksek oranlarda seropozitiflik
goriildiigii halde fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Gazyagci ve ark. (2011) yaptiklart aragtirmada, pozitif saptadiklari hayvanlarda
kene varligina rastlamadiklarini bildirmislerdir.

Calismamizda seropozitif saptanan sigirlarin, kene varligina gore pozitiflik
oranlart incelendiginde kene saptanan hayvanlardaki pozitiflik oram1 (%11,1) kene
bulunmayan hayvanlardaki orana (%9,2) kiyasla daha yiiksek olmakla birlikte aradaki
farkin istatistiksel olarak 6nemli bulunmadigr saptanmistir. Bu bulgu, kenelerin
bulagmada 6nemi bilinmekle birlikte farkli bulagma yollarinin da olasiligi ve keneyle
bulagsma olduktan sonra hayvanda enfestasyonun ortadan kalkabilecegi gergeginden

kaynaklamis olabilecegini diistindiirmiistiir.

Beseri ve Veteriner Hekimlik alanlarinda Q hummasinin teshisinde, 6zellikle
farkli klinik 6rneklerde C. burnetii’yi saptamak i¢in PCR testleri spesifik, duyarli ve
cabuk bir yontem olmasi nedeniyle daha c¢ok tercih edilmeye baglanmistir (Arricau-
Bouvery ve ark 2005). Son yillarda, hiicre kiiltiirlerinde ve klinik 6rneklerde C. burnetii
DNA’sin1 saptamak i¢in gesitli testler gelistirilmistir. Bu testler arasinda konvansiyonel
PCR (Fournier ve ark. 2003), nested PCR (Rahimi ve ark. 2010, Parisi ve ark. 2006) ve
SYBR Green (Brennan ve ark. 2003) ya da TagMan (Harris ve ark. 2000) ile real-time

PCR testleri bulunmaktadir. Real-time PCR tekniklerin tani ve arastirma amaciyla C.
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burnetii’nin DNA’sinin saptanmasi ve kantitasyonu imkanini 6nemli oranda arttirdigi
bildirilmistir (Kim ve ark. 2005;Samuel ve Hendrix 2009; Sidi-Boumedine ve ark.
2010; Natale ve ark. 2012). Tekrarli ve transpozon benzeri elementi baz alan primerlerle
yapilan PCR testleri (Trans PCR), hayvanlarin siit, digk1 ve dokularinda spesifik DNA
sekansinin ¢ok az kopyasini bile saptamaktadir (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 transpozaz geninden orijin almiglardir. IS1111 elementin
multikopya sayisindan dolayi, bununla yapilan PCR testinin daha duyarli oldugu
saptanmugtir (Jones ve ark. 2011). Ayrica hayvanlardan vajinal mukus, diski veya siit ile
etkeni sacabilmesinden dolay1 portdr olan hayvanlarin belirlenebilmesinden dolay:
dolay1 en giivenilir, duyarli ve ¢abuk yontemlerden birisi olarak kabul edilmektedir
(Fournier ve ark 2003,Gwida, ve ark. 2012).

Bu tez c¢alismasinda, C. burnetti spesifik DNA amplifiksayonu 1S1111
insersiyon elementinin primer olarak kullanidigi real-time PCR ile (Trans PCR),

gerceklestirilmistir.

Ozellikle antikorlarin heniiz sekillenmedigi, infeksiyonun erken safhasinda PCR
tekniginin oldukca gii¢lii ve giivenilir bir teshis araci oldugu bildirilmistir. Schneeberger
ve ark. (2010)’nin, yaptigi calismada, seronegatif akut Q hummas: hastalarinin
%98’inde ve anti-faz II IgM seropozitif hastalarin %90’ninda C.burnetii DNA’sinin
tespit edilebildigi ortaya konmustur. Serolojik cevap sekillenmeye basladiktan sonra
PCR kademeli olarak negatif sonu¢ vermektedir (Schneebereger ve ark. 2010). IgM
antikorlarinin yoklugu ve pozitif PCR sonuglari arasinda 6nemli bir korelasyon
oldugunu ortaya koymustur. Hastaligin ilk 2 haftasinda 6rnekleme yapilan Q hummasi
vakalarinda, heniiz antikor olusumu sekillenmedigi i¢in serolojiyle sonucun siklikla
negatif bulundugunu bildirmislerdir. Ayni aragtirmacilar, yanlis negatif sonuglarin
Oonline gecmek admna, rutinde PCR ve serolojinin kombine uygulanmasini

onermektedirler (Hou ve ark. 2011).

Ancak, PCR ve real-time PCR canli ve oOli bakteri DNA’s1 ayrimini
yapamamaktadir. Bununla birlikte, yanlis negatif sonu¢ alma riskini minimize etmek
i¢in, drneklemenin yapildig1 giin PCR uygulanmalidir. Orneklemenin ilk giiniinde PCR

ile pozitif ¢ikan siit ve vajinal svap Orneklerinin, deepfreeze’de -20° C’de 3 giin
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saklanip, ornekler tekrar PCR’a alindiginda siit 6rneklerinin sadece 2/3’iinde, vajinal
svap Orneklerinin %2’sinde PCR ile pozitiflik tespit ettiklerini bildirmislerdir (Guatteo ve
ark. 2007a)

Kirkan ve ark. (2008), transpozon benzeri tekrarli bolgesine dayanan PCR testi
(Trans-PCR) ile sigir kan drneklerinde Coxiella burnetii varligi aramislardir. Incelenen
138 sigir kan Orneklerinin incelenmesi  sonucunda 6 (%4,3) pozitif 6rnek tespit

edilmistir.

Bir bagka ¢alismada, Erzurum ilindeki sigir abortlarinda Coxiella burnetii varlig
molekiiler olarak belirlenmistir. Calismada 100 adet aborte olmus sigir fotuslarindan
ornekler (karaciger, dalak) alinarak DNA ekstraktlarindan yapilan amplifikasyon ve
gorintiileme islemleri sonucunda 100 aborte fotus Orneginin 6’sinda (%6) Coxiella

burnetii yoniinden pozitiflik bulunmustur (Kiigiikkalem ve ark. 2013).

Hayvanlardan insanlara C. burnetii’nin sagilmasi kritik noktalardan biri olup
hayvanlardan sagici durumda oldugu tespit edilmelidir. Serolojik ¢aligmalar (KF,
ELISA, IFA) ile Coxiella burnetii’ye kars1 gelisen antikorlarin tespiti i¢in yapilan rutin
calismalar ve biiyiik skalali epidemiyolojik ¢alismalarda kullanilirken canlinin daha
Once hastaliga maruz kaldigi gosterilirken, etkeni hala sagtigini gostermemektedir.
Bunun nedeni, teknikleri sensitivite eksikligi (seronegatif olanlarda etken varligi) zaten
bilinmektedir (Arricau-Bouvery ve Rodolakis 2005; Maurin ve Raoult 1999). Su anda,
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) Q hummasi dogrudan saptanmasi ve sagicilig
tanimlanmasi agisindan en analitik hassas ve hizli araglardan biridir (Gwida, ve ark.

2012).

Bu tez ¢alismasinda, ELISA ile seropozitif saptanan 20 hayvanin, kanlarindan
yapilan real-time PCR incelemesi sonuglart negatif bulunurken, bu hayvanlarin
stitlerinden yapilan PCR analizi sonucunda 2 (%10) hayvanda spesifik DNA saptandi.
Siitlerinde C. burnetii DNA’s1 saptanan hayvanlardan biri abort yapmis olup, digeri
kay1t edilen reprodiiktif problemlere sahip degildi ancak iki hayvanda da mastit olgusu
goriilmiistiir. Genel olarak, incelenen 200 hayvandan alinan siit 6rneginin %]1’inde
etken DNA’s1 saptanmistir. ELISA pozitif sigirlarin kanlarindan yapilan PCR sonucu
spesifik DNA  saptanmamast bu hayvanlarm akut evrede olmadiklarini
diistindiirmektedir. Kanda spesifik antikorlarin sekillemeye baslamasiyla birlikte

bakterilerin kandan temizlendigi ve PCR’in kademeli olarak negatif sonug¢ verdigi
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bildirilmistir (Schneebereger ve ark. 2010). Seropozitif hayvanlarin siitlerinde PCR ile
%10 oraninda sagicilik tespit edilmesinin en énemli nedeninin bu hayvanlarin (PCR
negatif) sagict olmadiklari, ancak serumlarinda spesifik antikorlarin heniiz saptanabilir
siirlarda  bulunmasindan kaynaklanabilecegi disiindiirmiistiir. Bir baska deyisle,
epidemiyolojik caligmalarda kullanilan serolojik testler canlinin daha Once hastaliga
maruz kaldig1 gosterilirken, bakteriyemiyi ya da etkeni hala sagtigini gostermemektedir.
Bir diger muhtemel nedenin ise siit Orneklerinin ¢alisilmadan 6nce dondurularak

saklanmasi oldugu bildirilmistir (Guatteo ve ark. 2007a, Guatteo ve ark. 2011).

Tam kan sayimi yapilmasi insanlarda siklikla goriilmesine karsin hayvanlarda bu
caligmalar ¢ok az degerlendirmeye alinmaktadir. Akut Q hummasi gegiren
insanlarin %25’inde 16kosit sayisi yiikseldigi halde, ¢ogu hastada normal diizeyde beyaz
kan hiicre sayis1 (WBC) bulunmaktadir. Hastali§in ilk zamanlarinda hastalarin 1/3’{inde
trombositopeni gozlenirken, trombositozisde gozlenebilmektedir (Fournier ve ark. 1998,
Anderson 2013). Yapilan arastirmalarda hastalikta siklikla rastlanan trompositopeni en
tipik bulgulardan biridir. Q hummasi immun sistemi aktive ettiginden dolay1 otoimmun
veya infeksiydz hastaliklarin (HIV, bruselloz vb.) kan tablolarinda degisiklikler
meydana gelmektedir (Holmes ve ark. 2009).

Calismamizda 200 sigirdan sadece 12’sinde (%6) trombositopeni goriiliirken, bu
hayvanlar seronegatif olup 7’sinde infertilite goriilmektedir. ELISA seropozitif olan
sigirlarin  seronegatif olan sigirlara gére RBC, HCT, HGB ortalama degerlerinin
yiikseldigi; PLT ve WBC ortalama degerlerinin ise diistiigli ancak bu farkliliklarin
istatistiki a¢idan anlamli olmadig1 saptandi. Ayrica ELISA seropozitif ve reprodiiktif
sorunlar1 olan sigirlarin; reprodiiktif sorunu olmayan sigirlara gére RBC, HCT, HGB ve
PLT ortalama degerlerinin ylikseldigi; WBC ortalama degerlerinin ise diistiigii ancak bu
farkliliklardan sadece HGB degerinin istatistiksel agidan onemli oldugu saptandi.
Veteriner Hekimliginde Q hummasi agisindan kan parametrelerinin  Oneminin

belirlenmesi igin detayli ¢alismalara ihtiyag duyulmaktadir.

Sonug olarak, bu galismada, Istanbul ili ve Trakya ydresinde yetistirilen, farkli
isletmelere ait siit sigirlarinda Q hummasinin seroprevalansi %10 olarak saptanmis olup
reprodiiktif problemler arasinda abort varligi istatistiki olarak 6nemli bulunmustur.
Dolayisiyla, abort olgularinda hastaligin mutlaka akla getirilmesinin 6nemli oldugu

kanisina varilmistir.
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Siitle sagicilik real-time PCR teknigi %1 olarak belirlenmistir. Bu oran diger
calismalar ile karsilastirildiginda goreceli olarak daha diisiik ve timit verici olmakla

birlikte siitiin diger duyarli hayvanlara ve insanlara bulasmada 6nemli bir kaynak

oldugu unutulmamalidir.
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