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Ruminant Abortus Vakalarinda Coxiella burnetii’nin Real Time PCR ile
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Ozet: Q fever diinyanin birgok iilkesinde gériillen 6nemli zoonotik infeksiyonlardan biridir. Etkenin kiltiiriiniin zor ve uzun
zaman alici olmasinin yaninda Biyoglivenlik seviyesi-3 (Biosafety level-3) BSL-3 kosullarinda gergeklestirilmesi gerekliligi,
hastaligin teshisinin genis oranda molekiler ve serolojik olmasini saglamistir. Bu galismada, ruminantlarda abortusa neden
olan bu 6nemli patojenin rutin teshiste Real-Time PCR ile hizh ve dogru bir sekilde saptanmasi ve Sanlurfa yoresinde
hastaligin varliginin belirlenmesi amaglandi. Calismada Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalina
teshis amagli getirilmis olan ve -80 2C’de saklanan toplam 202 adet sigir, kegi ve koyun atik materyali ve ¢alisma déneminde
gelen 25 atik materyali Real-Time PCR teknigi ile incelendi. Bu amagla iginde pozitif kontrol iceren Coxiella burnetii Real-
Time PCR kiti kullanildi. Ayrica test edilen C. burnetii suslar arasinda son derece korumali bir bolge olan C. burnetii com 1
geninin74-bp lik bir fragmentini amplifiye eden primer ciftleri kullanilarak klasik PCR yapildi ve elde edilen amplikonlar
agaroz jelde goriintulendi. Calismada incelenen toplam 227 adet atik materyalinden 4 adedi (%1,8) hem Real-Time PCR hem
de klasik PCR ile pozitif bulundu. Calismanin sonucunda énemli bir zoonoz olan bu ajanin hizli ve giivenli bir sekilde tespit
edilebildigi ve gerekli kontrol énlemlerinin alinmasina katkida bulunacagi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Abort, Coxiella burnetii, Kegi, Koyun, Ruminant, Sigir.

Investigation of Coxiella burnetii by Real-Time PCR in Ruminant Abortus Cases

Abstract: Q fever is one of the important zoonotic infections which is seen in many parts of the world. Because the isolation
of the agent is difficult and time consuming as well as the isolation and identification of the agent requires to be done
under biosafety level-3 (BSL-3) conditions, the diagnosis of the disease is largely based on molecular and serological
techniques. The aim of this study was to detect Coxiella burnetii accurately and quickly for routine diagnosis of the disease
from the clinical samples by using real time PCR and to detect the presence of the C. burnetii in Sanliurfa District. A total of
202 abortus materials kept at -80°C and previously brought to Harran University Faculty of Veterinary Medicine Department
of Microbiology for diagnosis and 25 aborted materials brought to our lab during this study period were tested by Real-
Time PCR. For Real-Time PCR analysis, a commercial C. burnetii Real-Time PCR kit was used including positive controls.
Besides, a classical PCR was performed by using a pair of primers which amplifies a 74-bp fragment of the com 1 gene of C.
burnetii, which is highly conserved region in the genom of agent and amplicons were visualized in the 4% agarose gel. Four
out of 227 test samples (1.8%) samples were found positive by both Real-Time and classical PCR test. In the end of the
study, it was concluded that this important zoonotic agent could be determined fast and reliable and contribute to take
necessary preventive measures on time.
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Giris

Ruminantlarda o6nemli kayiplara neden olan
abortuslar olduk¢a kompleks bir etiyolojiye sahiptir
ve tanilari uzun ve zorlu bir siireci gerektirebilir. Q
hummasi (Q-fever) etkeni olan C. burnetii de
ruminantlarda atiklara neden olan baslica etkenler
arasindadir ve zoonoz olmasi agisindan da énemlidir
(Marrie, 1990). Hastalik bugiin icin Yeni Zelanda ve
Antarktika haric hemen hemen bitin Diinya’da
yaygin olarak goézlenmektedir (Arricau-Bouvery ve
ark., 2006; Kennerman ve ark., 2010). Uluslararasi
Salgin Hastaliklar Ofisi’nin (OIE) hastaliklar listesinde
yer almasina ragmen, bugline kadar Tirkiye'de
sadece arastirma diizeyinde ve genellikle serolojik

testlerle var oldugu bildirilen Q fever infeksiyonu,
5996 sayili “Veteriner Hizmetleri, Bitki Saghgi, Gida
ve Yem Kanunu”nda yer almadigi gibi, ihbari
mecburi hastaliklar listesinde de yoktur. Dolayisiyla
bugiine kadar infeksiyonun korunma ve kontroli ile
ilgili herhangi bir prosedir vya da politika
belirlenmemistir. C. burnetii’nin baslica kaynagi evcil
ruminantlarin atik ile  yarattiklan cevre
kontaminasyonlaridir. Etken memeliler, kuslar ve
artropodlar gibi olduk¢a genis bir konakgl
spektrumuna sahiptir. (Kilig ve ark., 2008; Lee ve
ark., 2004, OIE, 2015). Bu infeksiyonun tanisinin
yapilmasi, tedavinin bir an 6nce baslatiimasinin
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yaninda asilama, dezenfeksiyon karantina gibi her
tirlid koruma ve kontrol tedbirlerinin alinmasi
acisindan da oldukga o6nemlidir. Ancak zorunlu
hiicre i¢i patojeni olan bu bakterinin normal besi
yerlerinde Urememesi, Uremek icin hiicre kaltir,
embriyolu tavuk yumurtasi gibi canli ortamlara
ihtiyag duymasi izolasyonunu sinirlamaktadir
(Nicollet ve Valognesi, 2007; OIE, 2015). Daha da
onemlisi, infektivitesi ylksek bir zoonoz olmasi
nedeni ile BSL-3 kabinlerde ¢alisiilmasi zorunludur.
Biitin bu dezavantajlardan dolayi C. burnetii'nin
neden oldugu Q fever’in laboratuvar tanisi, zahmetli
ve zaman alan bir sirectir. Bu nedenle Tirkiye'de
bugiine kadar C. burneti’den kaynaklanan atik
vakalarinin teshisi calismalari sadece lokal olarak
yapilan serolojik ve az sayida molekiiler testlerin
kullanildigi  arastirmalar ile  sinirh  kalmistir.
Tirkiye’de hastaligin varligi ise ilk kez Payzin ve ark.
(1953) tarafindan bildirilmistir. Daha sonra ise
serolojik olarak (Berberoglu ve ark., 2004; Cetinkaya
ve ark.,, 2000; Giinaydin ve Pekkaya, 2016;
Kennerman ve ark., 2010; Ozgiir ve ark., 1997) ve
molekiler (Can ve ark., 2015; Kili¢ ve ark., 2016;
Kirkan ve ark., 2008; Ozkaraca ve ark., 2016; Parin
ve Kaya, 2015) vyontemlerle hayvanlarda, ve
serolojik olarak riskli gruplarda bulunan insanlarda
(Arserim ve ark., 2011; Cetinkaya ve ark., 2000;
Ozgiir ve ark., 1996; Seyitoglu ve ark., 2006)
hastaligin tespiti ile ilgili pek ¢ok arastirma
yapimistir.

C. burnetii infeksiyonlarinin tanisinin hizli ve
dogru bir sekilde yapilmasinin saglanmasi, zoonoz
olan bu infeksiyon icin erken uyari yapilmasini
saglayacagi gibi, kontrol dnlemlerinin de gerektigi
gibi alinmasini saglayacaktir. Bu arastirmada, C.
burnetii'nin atik yavru dokularindan Real-Time PCR
teknigi ile tespitinin yapilarak Q fever infeksiyonun
teshisi icin rutin olarak kullaniminin saglanmasi ve
bolgemizde hastaliginin  ne oranda mevcut
oldugunun arastiriimasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Atik yavru doku ve organ o6rnekleri: Calismada
Harran Universitesi Veteriner Fakultesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dal’'na daha 6nceki yillarda
teshis amacli getirilmis olan ve -80 2C’de muhafaza
edilen 202 adet sigir, kegi ve koyun atik materyalleri
(her bir vakaya gore degismek (izere plasenta,
vaginal svab, cenin mide sivisi ve i¢ organlarindan
biri ya da birkagi ya da timinden hazirlanan
homojenatlar) ve calisma doneminde gelen 25 atik
materyali olmak Uzere toplam 227 adet atik
materyali kullanildi.

Doku ve Svab Orneklerinden DNA izolasyonu: DNA
ekstraksiyonu amaciyla High Pure PCR template

DNA ekstraksiyon kiti Uretici firmanin
prospektisiine uygun olarak kullanildi (Roche
Katolog no: 11796828001). izole edilen DNA’lar -20
°C de PCR yapilincaya kadar saklandi.

DNA miktarinin Belirlenmesi: DNA  miktari
spektrofotometrede (NanoDrop ND-2000) ile 260 ve
280 nm de olclilerek belirlendi. Ortalama 227 6rnek
icin total bakteri DNA konsantrasyonu 112,3%0,3
ng/uL olarak tespit edildi.

Sayisal Real Time PCR Analizleri: Real Time PCR
analizlerinde icinde internal pozitif kontrol iceren
Coxiella brunetii Real-Time PCR kiti (Primerdesign
Ltd Coxiella burnetii DNA Gyrase Subunit A
Genesig®Standard kit) kullanildi. Real-Time PCR
islemi  Qiagen Rotorgene cihazi kullanilarak
gerceklestirildi. Her bir ornek igin gPCR master
miksten 10uL, C. burnetii primer/probe miksinden 1
uL, internal ekstraksiyon kontrol primer/probe
miksinden 1 pL, internal kontrol DNA’dan 0,5 pL,
RNAse/DNAse free PCR grade distile sudan 2.5 pL
olmak Uzere toplamda 15 pL PCR miks hazirlandi ve
her bir tlipe koyularak (zerine 5 pL izolasyon
yapilmis DNA’lar eklendi.

Sonuglar degerlendirilirken Real-Time PCR
cihazinin Green kanali (FAM probe) 6rnekler, yellow
kanali da (VIC probe) internal kontrol (IC) igin
kullanilmistir. Kit prosediriinde de ayrintili olarak
anlatildigi sekilde her pozitif olan her 6rnek icin iki
amplifikasyon egrisi alindi. Negatif olan drnekler de
sadece IC kanalinda sonuglar alindi. Eger bir 6rnekte
IC egrisi yoksa o6rnegin calismadigi distnlerek
tekrar ¢alismaya alindi. Ayrica pozitif oldugu tespit
edilen 6rnekler tekrarli olarak ¢ahsildi.

Bunun disinda ayrica C. burnetii suslar
arasinda son derece korumali bir bolge olan
C.burnetii com 1 geninin 74-bp lik bir fragmentini
amplifiye eden primer ciftleri (Brennan ve Samuel,
2003) (FAF216 5'-GCACTATTTTTAGCCGGAACCTT-3’
ve RAF290 ’'-TTGAGGAGAAAAACTGGATTGAGA-3')
kullanilarak klasik PCR vyapildi ve elde edilen
amplikonlar UV stk altinda % 4 lik jelde
goriintilendi.

Bulgular

Calismada 227 atik 6rneginden izole edilen
DNA’lar Real-Time PCR ve konvansiyonel PCR ile
test edildiklerinde 4 6rnek (%1,8) Real-Time PCR ve
coml geni hedef alinan konvansiyonel PCR’da
pozitif bulundu. Her iki yontemde pozitif bulunan
ornekler ayni ornekler oldu. Calismada 132 sigir
orneginden gelen DNA &rneklerinde pozitiflik orani
%1,5 iken, 72 koyun Orneginde %2,7 olarak
belirlendi (Tablo 1).
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Tablo 1. Q fever yoniinden Real-Time PCR ile test edilen 6rneklerin hayvan tirlerine ve toplam hayvan sayisina

gore pozitiflik oranlari.

- Test edilen Real-time PCR test sonucu Konvansiyonel PCR sonucu
Hayvan tiirii
hayvan sayisi n % n %
Sigir 132 2 1,5 2 1.5
Koyun 72 2 2,7 2 2,7
Kegi 23 - -
Toplam 227 4 1,8 4 1,8

Real-Time PCR: Calismada pozitif bulunan 3, 28, 80
numarali pozitif 6rneklerin tekrarlanan sonuglarinin
amplifikasyon egrileri Sekil 1. de gosterilmektedir.

Calisilan standartlar ve 163 numarali pozitif 6rnegin

sonu¢ amplifikasyon egrileri ise Sekil 2. de
gosterilmektedir.
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Sekil 2. Calisilan standartlar ve 163 numarali pozitif 6rnegin sonu¢ amplifikasyon egrileri.

Konvansiyonel PCR: Tim C. burnetii suslarinda
korumali bir bolge olan com 1 geninin 74-bp lik bir
fragmentiniamplifiye eden  primer ¢iftlerinin
kullanildigi PCR’da da, Real-Time PCR’da pozitif
bulunan 3, 28, 80 ve 163 nolu o6rnekler pozitif
bulundu (Sekil 3). Kuyucuk1-4: 3, 28, 80, 163 nolu
pozitif ornek amplikonlari; kuyucuk 5: Negatif

kontrol; Kuyucuk 6-9; Pozitif 6rnek DNA’larinin
1/10 dilusyonundan vyapilan PCR amplikonlari;
Kuyucuk 10: Negatif kontrol; Kuyucuk 12: Pozitif
kontrol (74 bp’lik amplikon); Kuyucuk 13: Pozitif
kontrol (1/10 DNA dilusyonu); Kuyucuk 14: DNA
Ladder.

Sekil 3. Pozitif orneklerin ve standartlarin amplikonlarinin agaroz
jelde gorintilenmesi Kuyucuk1-4: 3,28,80,163 nolu pozitif 6rnek
amplikonlari; kuyucuk 5: Negatif kontrol; Kuyucuk 6-9; Pozitif 6rnek
DNA’larinin 1/10 dilisyonundan yapilan PCR amplikonlari; Kuyucuk
10: Negatif kontrol; Kuyucuk 12: Pozitif kontrol (74 bp’lik amplikon);
Kuyucuk 13: Pozitif kontrol (1/10 DNA dilisyonu); Kuyucuk 14: DNA
Ladder.
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Tartisma ve Sonug

Zorunlu bir hiicre ici paraziti olan Coxiella
burnetii tarafindan olusturulan Q fever hem hayvan
hem de insanlarda infeksiyona neden olan ve
neredeyse diinyanin her yerinde gorilen énemli bir
zoonozdur (Marrie, 1990). Hastaligin teshisinde
etkenin izolasyonu altin standart olmakla birlikte,
izolasyon siirecinin zor, uzun, ve riskli olmasi nedeni
ile teshis blylk o6lcide seroloji ve molekiler
testlere dayanmaktadir (Nicolett ve Valognes, 2007;
OIE, 2015; Sidi-Boumedine ve Rousset, 2011, Sidi-
Boumedine ve ark., 2010).

Bu c¢alismada, ruminant abortlarinda C.
burnetii’nin varligi Real-Time PCR ile saptanarak,
infeksiyonun boélgemizdeki pozitiflik orani arastirildi.
Q fever infeksiyonunun teshisi icin Glkemizin farkli
bolgelerinde bazi molekiiler ¢alismalar yapilmistir.
Bu calismalarda etkenin farkli genetik bolgeleri igin
dizayn edilmis primerler kullanilarak c¢esitli PCR
teknikleri uygulanmis ve infeksiyonun pozitiflik
orani saptanmustir. Kilig ve ark. (2016), Turkiye'nin
dogusunda koyun abortlarinda vyaptiklari  bir
¢alismada Trans-PCR ile pozitiflik oranini %2,
embriyolu tavuk yumurtasindan etken izolasyon
oranini %2,5 olarak saptamislardir. Calismamizda
227 atik 6rneginden Real-Time PCR ile pozitif 6rnek
sayisi 4 olarak tespit edilerek pozitiflik orani %1,8
olarak saptandi. Bu pozitiflik orani Kilic ve ark.
(2016)'nin sonuglari ile ¢cok yakin bulunmustur. Can
ve ark. (2015), Hatay yoresinde inek, keci ve koyun
sit tanklarindan aldiklari toplam 150 &rnekten
yaptiklari PCR ile pozitiflik oranini % 6 olarak
bulmuglardir. Bulduklari dokuz pozitif 6rnegin
dagihmini sigirlarda bes, koyunlarda iki ve kegilerde
iki olarak saptamislardir. Calismamizda ise sigir
orneklerinde pozitiflik orani %1,5 iken koyun
orneklerinde %2,7 olarak bulunarak arastiricilarin
bulgulari ile turlerin pozitifligi acgisindan farklihk
gostermistir. Kirkan ve ark. (2008) toplam 138 sigir
kan o6rnegine vyaptiklari Trans PCR ile pozitiflik
ylzdesini %4,3 olarak saptamislardir. Ozkaraca ve
ark. (2016) 70 sigir fotlisiinde yapmis olduklari PCR,
IHC ve kultlr ile pozitiflik ylzdesini %1,42 olarak
bulmuslardir. Hastahgin serolojik olarak pozitiflik
oranlari ¢esitli arastiricilar tarafindan yapilan
molekiler testlere oranla ¢ok daha yiliksek
bulunmustur (Arserim ve ark., 2011; Gilmez Saglam
ve Sahin, 2016; Kalender, 2001; Parin ve Kaya,
2015). Gilmez Saglam ve ark. (2016) Kars y6resinde
350 sigir ve 250 koyun sit 6rnegine yaptiklari PCR
sonucu bes (%1,42) sigir ve bir koyun (%0,4)
orneginde pozitiflik saptamiglardir. Oysa ayni
¢alismada ELISA ile koyunlarda pozitiflik orani %43,2
ve sigirlarda %14,8 olarak bulunmustur. Bunun
nedeni serolojik testlerin genelde siiri tarama
testleri olmasindan ve yanlis pozitifliklerin bir hayli

fazla olmasindan kaynaklanabilir. Yapilan literatir
taramasina gore, tlkemizde hastaligin
ruminantlarda PCR ile teshisine yonelik yapilan ¢ok
sinirh sayida arastirmada, pozitiflik oraninin % 0,4-6
araliginda degistigi anlasiilmaktadir. Calismamizda
saptamis oldugumuz pozitiflik orani (%1,8) bu
aralikta bulunmakta ve diger arastiricilarin bulgulari
ile benzerlik géstermektedir.

Sonu¢ olarak, Real-Time PCR ile ruminant
atiklarinda  bolgemizde  sigirlarda %1,5 ve
koyunlarda %2,7 oraninda pozitiflik saptanmis ve
hastaligin bolgemizde varligi ortaya konulmustur.
Ayrica, zoonotik bir ajan olan C. burnetii'nin
yayilmasini sinirlamaya indirekt yardimci olabilecek
molekiler bir teknik olan Real-Time PCR tekniginin,
hastaligin rutin teshisinde kullanilabilecek glvenilir
bir test oldugu sonucuna varilmistir.

Tesekkiir

Bu calisma, HUBAK tarafindan 16069 proje
numarasl ile desteklenmistir.
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