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0Oz: Q hummasi, biyik 6lgiide gevis getiren hayvanlarin siit, vajinal mukus ve digki gibi Griinlerle disariya sactigi Coxiella
burnetii bakterisinin neden oldugu zoonotik bir hastaliktir. Sigir, koyun ve kegiler etkenin insanlara bulagmasinda primer
rezervuar konakgilardir. Bu ¢alismada abort yapan ve yapmayan farkli koyun ve kegi siiriilerinden toplanan 120 siit 6rnegi,
C.burnetii susunun transpozon repetitive gen bolgesinden tiretilen tir spesifik Trans 1 ve 2 primerleri kullanilarak PZR
amplifikasyonuna maruz birakildi. Elazig ve komsu illerden toplanan siitlerde abort yapmis koyunlarda %10 ve abort yapmis
kecilerde ise %3.33 oraninda C.burnetii DNA'sI PZR ile pozitif olarak tespit edildi. Abort yapmayan siriilerden alinan koyun ve
kegi siiti orneklerinde PZR testi ile pozitiflik saptanmadi. Sonug olarak abortus dykiisii olan ve olmayan koyun ve kegi
sirulerinden toplanan sit 6rneklerinde C.burnetii enfeksiyonunun molekiiler yéntemlerle arastirilmasi amaglanmustir.

Anahtar Kelimeler: C. burnetii, PZR, Sut.

The Investigation of Presence Coxiella burnetii in Sheep and Goat Milk by the
PCR

Abstract: Q fever is a zoonotic disease caused by Coxiella burnetii bacteria, which shedding into largely ruminant animals with
products such as milk, vaginal mucus and stools. Cattle, sheep and goats are primary C. burnetii reservoir hosts. In this study,
120 milk samples were collected from different sheep and goat herds which aborting and non-aborting and A PCR was
performed with Trans 1 and Trans 2 primers derived from tranposon repetitive gen region. The milk samples obtained from
herds belonging aborted sheep in Elazig and neighboring provinces showed a total of 10% were detected positivity, whereas
the 3.33% milk sample taken from aborted goat herds were observed C. burnetii as positive by the PCR. The milk samples
taken from non-aborted sheep and goat herds weren’t observed positivity by the PCR test. As a result, it is aimed to
investigate C.burnetii infection in goat and sheep milk samples obtained from belonging aborted and non-aborted flocks by
molecular methods.
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GiRIS

.burnetii hiicre igine yerlesen, kok-comak arasi
bir
mikroorganizmadir (1-3). Sigir, koyun ve kegiler C.

(4).

Hayvanlarla temas eden kisiler, veterinerler, tarim

pleomorfik, gram negatif

burnetii  primer rezervuar konakgilaridir
iscileri, mezbaha iscileri ve enfekte hayvanlarla
¢alisan laboratuvar personeli yiiksek risk altindadir
(5-7). Hastaligin akut déneminde akciger, dalak, kan
ve karacigerden siklikla izole edilen bakteri, kronik
donemde uterus ve meme bezlerine yerlesmektedir.
Kronik Q atesinin en sik gorilen patolojik bulgular
arasinda abortlar ve 06li dogumlar vardir (2,8).
Enfekte hayvanlar bakteriyi ¢cevreye idrar, diski, st
ve dogum cikartilari ile etrafa bulastirirlar. insanlar
kontamine aerosollerin solunmasi ile veya ¢ig siit ve
sut Granleri tuketimi ile enfekte olurlar (9,10). Son
yapilan c¢ahsmalarda, kegilerin siit yoluyla etkeni
attiklari, koyunlarin ise vajinal mukus ya da digki ile
disari attiklari bildirilmistir (10-12).

Q hummasi tanisi genellikle serolojik testler ile
yapilmaktadir. Serolojik tanida mikroogliitinasyon,
kompleman fiksazyon testi (KFT), indirekt floresans
antikor testi ve ELISA testleri kullanilmaktadir ve IFA
teknigi referans metod olarak onerilmektedir (13-
15). Ancak serolojik pozitiflik hastaligin bulundugunu
gostermez. Oysa bakteri izolasyonu hastaligin
varligini kesin olarak aciklar. C.burnetii izolasyonu
tehlikeli

oldugundan, bu etken izolasyonu igin “biyoguivenlik

uzun, zor ve kiltirGinin vyapilmasi
diizey 3” kosula gereksinim duyulmaktadir (16).

Laboratuar muayeneleri igin yavru atma veya
dogumdan hemen sonra atik yavru, plasenta ve
vajinal akintilar gibi o6rnekler alinmalidir. Ayrica
memeden ve sit toplama tanklarindan alinan sit,
kolostrum veya gaita 6rnekleri de hastaligin teshisi
(3,17).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), son derece hassas

icin degerlendirilebilecek 6rneklerdendir

olan ve sit, diski ve vajinal svabda bakteri varhgini
belirlemede tarama icin kullanilan spesifik tespit
yontemidir (5,18,19).

Bu calisma, Elazig ve komsu illerden abort
oykulsl olan ve olmayan koyun ve kegi siriilerinden
toplam 120 adet siit 6rnegi toplanarak, molekiiler
yontemlerden biri olan PZR metodu ile C.burnetii

varhgi agisindan arastirilmasi amaciyla yapilmistir.

MATERYAL ve METOT

Sut 6rneklerinden bakteriyel DNA, Berri ve ark.
"larinin (19) bildirdigi sekilde bazi modifikasyonlar ile
ekstrakte edildi. Bu amagla laboratuvara getirilen siit
ornekleri 3000 g’ de 10 dakika sire ile 3 kez santrifj
edildi. Sipernatant kismi atilarak pelet yikandi ve 50
ul distile su iginde iki kez yeniden slispansiyon haline
getirildi. Daha sonra, DNA ekstraksiyon QlAamp Kkiti
imalatgi firma talimatlarina gére (Qiagen, Hilden,
Almanya) sit numuneleri igin  uyguland.
DNA

izolasyonu QlAamp DNA kitinde (Qiagen S.A., France)

Laboratuvara getirilen sit Orneklerinden

belirtilen prosediire gore yapildi. Primer olarak C.
burnetii susunun transpozon repetitive bolgesinden
turetilen tir spesifik Trans-1 (5’-TAT GTA TCC ACC
GTA GCCAGT C-3’) and trans-2 (5’-CCC AAC AACACC
TCC TTATTC-3’) (20) primer cifti kullanildi. DNA
%C’'de 2 dakika 6n
miiteakip 5 siklus 94 °C’de 30 saniye denatiirasyon,
61 °C’de 30 saniye hibridizasyon, 72 °C’de 1 dakika
sentez olmak Uzere gergeklestirildi. Bunu takiben 40
siklus; 94 °C’de 30 saniye, 61 °C’de 30 saniye ve 72

%C’'de 1 dakika olmak Uzere 1si islemleri uyguland.

amplifikasyonu 95 Isitmayi

Son siklus ise 72 °C’de 10 dakika olarak programlandi
(21). PCR’de amplifiye edilen DNA, %1.5’luk agaroz jel
icerisinde 100 voltta 1 saat siireyle elektroforez
islemine tabi tutuldu. Elektroforezi mutakip jel
ethidium bromide (0.5 pg/ml) ile boyandi ve sonuglar
uv PCR

Urinlerinden elde edilen 687 bp uzunlugundaki bant

transilluminatorde  degerlendirildi.
C. burnetii yoninden pozitif olarak degerlendirildi
(Sekil 1). Molekiler ¢calismada pozitif kontrol olarak
kullanilan C. burnetii referans susu Dr. Mustapha
Berri (Institut National de la Recherche Agronomique
(INRA), France )’ den temin edildi.
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BULGULAR

Bu c¢alismada Elazig ve civar illerinde halk
elindeki 6zel Uretim yapan isletmelerden abort
oykisi olan koyun ve kegi siiriilerinin herbirinden 30
st ornegi, abort Oykisi olmayan koyun ve kegi
sirdlerinin herbirinden 30 siit 6rnegi olmak Uzere
toplam 120 sit ornegi toplanarak PCR testi ile C
burnetii varli§i yoninden incelendi. Bu ornekler,
abort ihbari yapilmis ve saglkli koyun ve kegi stirtleri
icerisinden tesadufi 6érnekleme metodu kullanilarak
secilmistir. Yapilan incelemelerde abort yapan koyun
sirilerinde 3 adet, abort yapan kegi strilerinde ise 1
adet C. burnetii pozitifligi PCR metodu ile tespit edildi
(Tablo 1). Abort yapmayan surilerde (Koyun ve kegi )
ise pozitiflik tespit edilmedi. Sit oOrneklerinden

ekstrakte edilen DNA’nin PCR’de amplifiye edilmesi
ve agaraz jel elektroforez islemine tabi tutulmasi
sonucunda 687 bp uzunlugunda pozitif bantlar elde
edildi (Sekil 1).

Tablo1. Abort 6ykisi olan ve olmayan koyun ve kegi
sitlerinin PCR test sonuglari.

Table 1. The PCR test results of sheep and goat milk
samples with history of abortion and without history
of abortion.

Abort 6ykisu olanlar Abort bykiist
olmayanlar
Pozitif Pozitif
Sut(Koyun) n % Sut(Koyun) n %
30 3 10 30 - -
Sut(Kegi) n % Sut(Kegi) n %
30 1 333 30 - -

Sekil 1. St 6rneklerinden elde edilen C.burnetii DNA’sinin ethidium bromide ile boyanmis %1.5’lik agaroz jel
elektroforezde goriiniimi. M: 100 bp DNA ladder, 1, 2, 3, 4: Pozitif 6rnekler, N: Negatif Kontrol, P: C.burnetii
Pozitif Kontrol.
Figure 1. Appearance on agarose gel electrophoresis (1.5%) stained with ethidium bromide of C.burnetii DNA
extracted from the milk samples. M: 100 bp DNA ladder,1,2,3,4: Positive samples, N: Negative control, P:
C.burnetii Positive control.

TARTISMA ve SONUC

Bu calismada Elazig ve gevresinde abort yapan
ve yapmayan farkli koyun ve keci siirilerinden alinan
toplam 120 siit 6rnegi Trans 1 ve Trans 2 primerleri

kullanilarak incelendi ve abort yapan koyun

surilerinde alinan sit érneklerinde %10, abort yapan

keci sirilerinden alinan sit 6rneklerinde ise %3.3
oraninda PCR metodu ile pozitiflik tespit edildi.
Memelilerde C. burnetii siit ile disariya ¢ikarilir
ve boylece enfeksiyon kaynagl olarak pastorize
edilmemis sutten yapilan st Griinleri ve ¢ig sutiin

tuketilmesi baslica enfeksiyon kaynagi olabilir (16).
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Pastorize edilmemis sltten dretilen ¢ig siit veya sit
Uranleri fazla miktarda C. burnetii icerebilir (22).
Dinyada ve Turkiye’de cogunlukla C. burnetii
yayginhk durumu serolojik ¢alismalar vyapilarak
arastirilmistir (23). Etkenin molekiler izolasyonu ile
ilgili ¢alismalar az sayidadir. Serolojik testler C.
diski
belirlemede ¢ok fazla yeterli degildir (4). Ancak

burnetii’yi ve sit ile sacan hayvanlari
hayvanlarin kan, sit, plasenta, digski ve idrar gibi
materyallerinden C.burnetii izole etmekle enfeksiyon
varhg agiklanabilir (2,24). Mohammed ve ark. (25)
tarafindan vyapilan bir c¢alismada farkli hayvan
turlerinden elde edilen 148 sit o6rneginden 16
(%10.8), C DNA’sI

amplifikasyon verdigi ve bu 6rneklerin 11 tanesinin

ornegin burnetii pozitif
ineklerde, digerlerinin ise bes devede tespit edildigi
bildirilmistir.

Yapilan calismalarda koyunlarin genital svab,
siit ve diski 6rneklerinde, iran’da pastérize edilmemis
sit ve sit Urinlerinde etken tespiti ve kadinlarda
aniden olusan abort vakalarinda klinik 6rneklerde C.
burnetii dogrudan saptanmasi igin, trans-PCR’In son
derece spesifik ve duyarli oldugu bulunmustur
(22,26,27). iran’in Kuzey-Dogu’sunda yapilan bir
¢alismada 23 koyun suitli 6rneginin 8 (%34.78)’inde C.
burnetii DNA’s! pozitif olarak bulunulmus, ancak 10
keci st numunesinin negatif oldugu
edilmistir (22). Ongér ve ark. (18) 400 koyun siit

orneginde C. burnetii varlhigini IMS-PCR metodu ile

tespit

incelemis ve 14 (%3.5) ornekte pozitif sonug elde
etmislerdir. Bu ¢alismada 6zellikle abort yapan ve
yapmayan koyun ve kegi st orneklerinden elde
edilen %10 ve %3.3’lik oran diger hayvan tirlerine
bu etkenin nakli ve insanlara naklinde sit ile sagilimin
onemli oldugunu gdstermektedir. Yapilan bu ¢alisma
ozellikle epidemiyolojik calismalarda Coxiella burnetii
yoniinden pozitifligin bilinmesi, hastalikh hayvanlarla
yakin iliskide olan insanlara bulagsmasinin énlenmesi
bakimindan biyik 6nem tasimaktadir.

Sonu¢ olarak, Bu c¢alismada klinik olarak
laboratuvara gonderilen sit orneklerinde C.
burnetti'yi saptamak i¢cin mevcut PCR kitlerinden

faydalanilarak, bu etkenin kisa sirede identifiye

edilmesi yoninde kullanilabilecegini gostermistir.
Ayrica, Bu ¢alismada molekuler teknikler ile Q fever
icin yapilan taramalarda klinik o6rneklerde C.
burnetii’nin hizli bir sekilde belirlenmesi agisindan
avantaj saglanmis olup bu hastalik igin kontrol
surecinin

onlemleri alinarak tedaviye baslama

kisalmasina katkida bulunacaktir.
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