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Abstract: Ticks have to suck blood from their hosts during their developmental stages, except for the egg period. They also
transmit the pathogens to their host while feeding. A total of 100 ticks obtained from 42 female and 58 male patients admitted
to a hospital were included in the study. After the morphological examination of the ticks, DNA extraction was performed.
Conventional PCR for Coxiella burnetii and Nested-PCR for Ehrlichia canis were performed using species-specific primers. In
the morphological examination, it was determined that all of the ticks belonged to the Ixodidae family and 95 (95%) were
Rhipicephalus sanguineus and 5 (5%) were Ixodes ricinus species. C. burnetii was detected in 36 ticks and E. canis was found in 26
ticks out of 100 ticks included in the study. It was determined that 33 (91.67 %) of the C. burnetii infected ticks were R. sanguineus
and 3 (8.33%) were . ricinus. It was also determined that 25 (96.15%) of the E. canis infected ticks were R. sanguineus and one
(3.85%) was the I. ricinus. When the incidence of C. burnetii and E. canis was examined according to the place of residence of
the patients, it was found that C. burnetii was seen at a higher rate in people living in rural areas and as a result of the statistical
analysis, it was found that the difference was statistically significant. In conclusion, ticks pose a significant risk as vectors of
C. burnetii and E. canis.
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Kene Isirig: Sikdyetiyle Hastaneye Basvuran Hastalardan Cikarilan Kenelerde Coxiella burnetii
ve Ehrlichia canis’in Molekiiler Yontemlerle Arastirilmasi

Oz: Keneler, yumurta dénemleri harig diger gelisme safhalarinda konaklarindan kan emmek zorundadirlar. Beslendikleri
esnada vektorlitk yaptiklar: patojenleri de konaga bulastirirlar. Bu calismada kene 1sirig1 sikdyetiyle hastaneye basvuran
hastalardan elde edilen kenelerde Ehrlichia canis ve Coxiella burnetii yaygmligmin molekiiler yontemlerle arastirilmasi
amaclandi. Calismaya hastaneye basvuran 42 kadin ve 58 erkek hastadan elde edilen toplam 100 kene dahil edildi. Keneler
morfolojik olarak incelendikten sonra DNA ekstraksiyonlar: yapildi. Tiirlere 6zgii primerler kullanilarak C. burnetii icin
Konvansiyonel PCR ve E. canis i¢in Nested-PCR yontemi uygulandi. Yapilan morfolojik incelemede kenelerin tamaminin
Ixodidae ailesinden oldugu ve 95nin (%95) Rhipicephalus sanguineus, 5'inin (%5) ise Ixodes ricinus tiirti oldugu saptand.
Calismaya dahil edilen 100 kenenin 36’sinda C. burnetii, 26'sinda E. canis saptandi. C. burnetii ile enfekte kenelerin 33’tintin
(%91,67) R. sanguineus, 3'tintin (%8,33) 1. ricinus tiirti oldugu belirlendi. E. canis ile enfekte kenelerin 25" inin (%96,15) R.
sanguineus, birinin (3,85) I. ricinus tiirti kene oldugu belirlendi. Hastalarin ikamet ettigi yere gore C. burnetii ve E. canis’in
goriilme sikligr incelendiginde kirsal kesimde yasayan insanlarda C. burnetii’'nin daha ytiiksek oranda goriildiigii ve yapilan
istatistiksel degerlendirmede anlamli bir fark oldugu saptandi. Sonug olarak keneler C. burnetii ve E. canis vektorliikleri i¢in
onemli risk olusturmaktadirlar.

Anahtar kelimeler: Kene temasi, PCR, Ixodidae, zoonoz.
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1. Giris

Keneler, sivrisineklerden sonra, diinya capinda bircok
insan ve hayvan patojeninin en énemli vektorleri olarak
kabul edilmektedir (Abdelkadir et al.,, 2019). Amerika
Birlesik Devletleri'nde her yil bildirilen vektdr kaynakli
hastaliklarin yaklasik %95'inden keneler sorumludur
(Eisen et al., 2017). Diinyada 900 kene tiirti bulunmakta
olup bunlarin yaklastk 25 tiirtt tibbi ve veterinerlik
agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir (Nava et al., 2009).

*Corresponding author: abdurrahman2400@gmail.com

Keneler, yumurta donemleri hari¢ diger gelisme
safhalarinda konaklarindan kan emmek zorundadirlar
(Dumanli et al.,, 2016). Beslendikleri esnada vektorliik
yaptiklar1 patojenleri de konaga bulastirirlar. Keneler
kanla beslenen diger artropodlardan daha fazla patojen
etkenleri konaklarma aktarirlar. Ornegin Kirim-kongo
kanamal1 atesi, Lyme hastalig1, Rocky Mountain benekli
atesi, insan grantilositik anaplazmozu, insan monositik
anaplazmozu, kene kaynakli ensefalit, babesiosis,
theileriosis, ehrlichiosis, Q atesi etkenlerini insanlara
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bulastirirlar. Ayrica, kene 1siriklarr onemli miktarda kan
kaybina, siddetli toksik reaksiyonlara ve hatta kene felci
nedeniyle konagmmin olimiine neden olabilmektedir
(Sonenshine & Roe, 2014; Guirbiiz et al., 2021).

Keneler, hastalik etkenini transovarial, transstadial,
venereal ve nonviremik nakil sekilleriyle yeni nesillerine
veya bir sonraki gelisim evrelerine aktarabilir. Ayrica
keneler ciftlesme esnasinda birbirlerini ve ayni konak
tizerinde beslenen fakat enfekte olmayan keneleri de
enfekte edebilirler. Boylece, kene ile bulasan hastaliklar
nesilden nesile, hatta bircok cografi bolgelere de
aktarilabilmektedir. Bundan dolay1, kenelerin hayat
dongtilerini tamamlayana kadar kan emmek igin
yerlestikleri tiim canlilar risk altindadir (Aydin & Coskun,
2019). Bu ozellikleri ile keneler, ozellikle Tiirkiye'yi de
kapsayan tropik ve subtropik iklim kusaginda bulunan
bolgelerde hem insan hem de hayvan saghigini tehdit
etmektedirler (Dumanli et al., 2016).

Kopeklerde monositik ehrlichiosis Ehrlichia canis’in
ve Q atesi Coxiella burnetii'nin neden oldugu kene kaynakl
hastaliklardir. Zorunlu hiicre ici gram negatif bakteri olan
E. canis, evcil-vahsi kopeklerin ve nadiren de insanlarin
monositlerini enfekte eder. Kahverengi kopek kenesi
Rhipicephalus sanguineus, E. canis'in birincil vektoridir
(Ayan et al., 2020; Santoro et al., 2016). Keneler arasinda
Ehrlichia bulasi, transstadiyal gecis ile miimkiinken,
transovaryal gecis ile miimkiin degildir. E. canis'in daha
once sadece kopekleri enfekte ettigi diistintiliiyordu
ancak, Venezuela'da bir grup asemptomatik insandan da
izole edilip molekiiler olarak tanimlanmistir. Bdylece E.
canis, insanlar icin de klinik hastaliklarin potansiyel bir
ajan1 olarak diistintilmtistiir (Lausevié et al., 2019). E. canis,
Akdeniz'e kiyis1 olan tiim Avrupa tilkelerinde endemiktir
(Santoro et al., 2016).

Coxiella  burnetii kiigiik, pleomorfik, hareketsiz,
kapstillenmemis, gram negatif zorunlu hiicre ici bir
bakteridir. C. burnetii, insanlarda zoonotik bir hastalik olan
Q atesinden sorumlu patojendir. Insanlarda C. burnetii
enfeksiyonu asemptomatik veya semptomatik olabilirken
kendini smirlayan atesli hastalik, akut Q atesi (atipik
pnomoni, hepatit) ve kronik Q atesi (endokardit) seklinde
hastaligin ti¢ farkli klinik formu mevcuttur. Hastalik
insanlara daha ¢ok C. burnetii ile kontamine olmus havanin
solunmasi ile bulagsmaktadir. Bunun disinda, enfekte
koyun, keci veya sigirlarla dogrudan temas yoluyla veya
bu enfekte hayvanlarin idrarlari, diskilar1 ve dogum
sonrast atiklarma dolayli olarak temas: ile de
bulasabilmektedir. Ayrica, C. burnetii enfeksiyonlarinin
pastorize edilmemis siit tirtinlerinden, kan
transfiizyonundan ve korunmasiz cinsel iliskiden de
bulasabilecegi bildirilmistir (Cikman et al., 2017).

2007-2010 y1llar1 arasinda Hollanda'da 3500'den fazla
kisiyi etkileyerek rapor edilen en biiyiik Q atesi salgini,
dikkatleri keneler {izerine c¢ekerek saglik kurumlar:
arasinda yeniden 6nem kazanmistir. Diinya Saglik Orgiitii
(WHO), Q atesini “6nemi artan bir enfeksiyon” olarak
tanimlamustir (Cikman et al., 2017).

Bu calismanin amaci kene 1simigr sikayetiyle
hastaneye basvuran insanlarda bulunan kenelerde
Ehrlichia canis ve Coxiella burnetii yaygmliginin molekiiler
yontemlerle arastirilmasidir.
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2. Materyal ve Metot
2.1. Kene toplama ve morfolojik tanimlama

Calisma igin Mus Alparslan Universitesi Bilimsel
Arastrma  ve Yaym Etigi Kurulunda izin alind
(29.12.2020/27). Calismaya kene 1sir181 sikayetiyle Mayis
2020- Eylul 2021 tarihleri arasinda Kelkit Devlet
Hastanesine bagvuran 42 kadin ve 58 erkek hastadan elde
edilen 100 kene dahil edildi. Keneler Estrada-Pena ve ark.
(2004) tarafindan tamimlanan teshis anahtarlarma gore
identifiye edildi.

2.2. DNA ekstraksiyonu

Keneler DNA ekstraksiyonuna baslanmadan 6nce
ependorf tiiplere alinarak dondur ¢ozdiir islemine tabi
tutuldu. Ependorf igerisindeki keneler steril bir ¢ubuk ile
ezildi. Daha sonra DNA izolasyon kiti kullanilarak
(Invitrogen, ABD) iiretici firmanin protokoliine uygun bir
sekilde DNA ekstraksiyonu yapildi. DNA 6rnekleri PCR
yapilana kadar -20°C’de sakland.

2.3. Coxiella
amplifikasyonu

burnetii  i¢in konvesiyonel PCR
Coxiella burnetii’yi saptamak igin IS1111 geninin 687 bg
uzunlugundaki  bolgesini  cogaltan  Transl  (5'-
TATGTATCCACCGTAGCCAGTC-3") ve Trans2 (5'-
CCCAACAACACCTCCTTATTC-3') primerleri kullanild:
(Mares-Guia et al., 2014). Amplifikasyon, her biri 95°C’de
30 sn, 60°C’de 30 sn, 72°C’de 1 dk olmak tizere, toplam 35
doéngii olarak programlandi. flave olarak birinci déngii
oncesi 95°C’de 15 dk denatiirasyon asamasi, son dongtiyti

takiben de 72°C’de 7 dk ekstansiyon asamasi uygulandi.
2.4. Ehrlichia canis i¢in Nested-PCR amplifikasyonu

Ehrlichia canis’i saptamak igin Nested-PCR yapildi.
Nested-PCR'in  birinci asamasinda; 477 b¢’'lik DNA
bolgesini cogaltan, Ehrlischia spp’nin 165 rRNA gen

bolgesine spesifik ECC (5-
AGAACGAACGCTGGCGGCAAGC-3") ve ECB (5-
CGTATTACCGCGGCTGCTGGCA-3") primerleri

kullanildi (Rojas-Trivifio et al., 2013). Nested PCR'1mn ikinci
asamasinda 365 b¢’lik bolgeyi ¢ogaltan, E. canis’e spesifik
ECAN5 (5-CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGA-
3") ve HE3 (5-TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT-
3%) primerleri kullanildi.  Nested-PCR'mn  birinci
asamasinda amplifikasyon, her biri 95°C’de 90 sn, 55°C’de
90 sn, 72°C’de 90 sn olmak tizere, toplam 37 dongti olarak
programlandi. Nested-PCR'mn ikinci asamasinda ise
amplifikasyon, her biri 95°C’de 1 dk, 55°C’de 1 dk, 72°C’de
1 dk olmak tizere, toplam 40 déngti olarak programlandu.
Her iki PCR asamasinda da ilave olarak birinci dongti
oncesi 95°C’de 15 dk denatiirasyon asamasi, son dongiiyt
takiben de 72°C’de 10 dk ekstansiyon asamasi uygulandi.

Daha sonra %1.5’luk agaroz jel hazirlamip Safe-T-
Stain (BioShop, Canada) ile boyandi. Ardindan PCR
trtinleri agaroz jelde ytriitiiltip elde edilen gortintiilere
gore pozitiflikler belirlendi.

2.5. Istatistiksel analiz

Tanimlayici istatistikler, stirekli degiskenler icin ortalama,
standart sapma, minimum ve maksimum olarak,
kategorik degiskenler icin say1r ve yiizde olarak ifade
edildi. Stirekli degiskenler bakimindan, bagimsiz iki grup
karsilastirmalarinda, normal dagilim kosulu saglanan
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durumlarda T-Test, normal dagilim kosulu saglanmayan
durumlarda Mann Whitney U test istatistigi kullanild.
Kategorik degiskenler Ki-kare testi ile karsilastirildi.
Istatistiksel analizler SPSS 22.0 versiyonu ile yapildi ve
p<0.05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.

3. Bulgular

Hastalardan toplanan 100 kenenin tamammnin Ixodidae
ailesinden oldugu ve 95nin (%95) Rhipicephalus
sanguineus, 5'inin (%5) ise Ixodes ricinus turi oldugu
belirlendi. PCR sonucunda 100 kenenin 36’sinda Coxiella
burnetii (Sekil 1), 26’sinda Ehrlichia canis (Sekil 2) saptandi.
C. burnetii ile enfekte kenelerin 33’tintin (%91.67) R.
sanguineus, 3'Untn (%8.33) I ricinus tirt oldugu
belirlendi. E. canis ile enfekte kenelerin 25" inin (%96.15) R.
sanguineus, 1'inin (3.85) I. ricinus tiiri kene oldugu
belirlendi (Tablo 1).

Tablo 1. Kene tiirlerinde Coxiella burnetii ve Ehrlichia canis goriilme
sikligt

Table 1. Incidence of Coxiella burnetii and Ehrlichia canis in tick
species

Kene Tiirti (n) C. burnetiin (%) E. canis n (%)

R. sanguineus (95) 33 (34,7) 25 (26,3)
I ricinus (5) 3 (60) 1(20)
Toplam (100) 36 (36) 26 (26)
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Sekil 1. Coxiella burnetii pozitif 6rneklere ait agaroz jel goriintiisii
Figure 1. Agarose gel image of positive samples of Coxiella burnetii

Bu calismada hastalarin ikamet ettigi yere gore
Coxiella burnetii ve Ehrlichin canis’in goriilme sikligt
incelendiginde kirsal kesimde yasayan insanlarda C.
burnetii’nin daha yiiksek oranda gortildiigti ve yapilan
istatistiksel degerlendirmede anlamli bir fark oldugu
saptand1 (Tablo 2). E. canis’in ise hastalarin ikamet ettigi
yere gore goriilme sikliginda anlamli bir farkin olmadig:
belirlendi.
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Negafif
kontrol

Marker

Sekil 2. Ehrlichia canis pozitif 6rneklere ait agaroz jel goriintiisii
Figure 2. Agarose gel image of positive samples of Ehrlichia canis

Tablo 2. Coxiella burnetii sikhigimin yerlesim yerine gore
degerlendirilmesi

Table 2. Evaluation of the frequency of Coxiella burnetii by place

C. burnetii
Ikamet yeri Pozitif n (%) Negatif n (%) P degeri
Kirsal (n: 51) 21 (41.2) 30 (58.8)
<0.05
Kentsel (n: 49) 15 (30.6) 34 (69.4)

Toplam 36 (36) 64 (64)

4. Tartisma

Keneler diinyanin hemen her yerinde goriilebilmektedir.
Kene temas: 6zellikle iklim sartlarmin uygun oldugu ve
hayvanciligin  yaygmn olarak yapildigt bolgelerde
artmaktadir (Citil et al., 2020). Ulkemiz, kenelerin
rahatlikla  yerleserek tireyebilecekleri ve yayilim
saglayabilecekleri iklim ve cografi kosullara sahip
olmasina ragmen, Tiirkiye’deki kene tiirleri hakkinda ¢ok
az taksonomik bilgi bulunmaktadir (Yiicesan et al., 2019).
Ttirkiye'nin kene faunasi, Ixodidae ailesinde alt1 soyda 39
tiir ve Argasidae ailesinde ti¢ soyda sekiz tiir olmak tizere
toplam 47 tiirden olusmaktadir (Inci et al., 2016). Bu kene
turleri tilkenin yedi bolgesinde dagilim gostermekle
birlikte Ixodes tiirleri daha c¢ok {ilkenin kuzeyinde
goriilmektedir (Aydin & Bakirci, 2007). Bu calismada
Ixodidae ailesinden Ixodes ve Rhipicephalus soylarmdan
kene tiirleri belirlenmistir. Belirlenen bu soylar insan
tutulumu agisindan sik karsilasilan soylar oldugu diger
calismalarda da bildirilmistir (inci et al., 2016; Yiicesan et
al.,, 2019).

Ixodidae ailesine bagli keneler insan ve hayvan
sagligini etkileyen ¢ok sayida hastalik etkenine vektorliik
yapma potansiyeline sahiptirler (Yiicesan et al., 2019). Bu
etkenler arasinda zoonotik 6nemi olan Coxiella burnetii
(Cikman et al., 2017) ve son zamanlarda zoonoz oldugu
diistintilen Ehrlichia canis (Lausevié et al., 2019) bakterileri
de yer almaktadir.
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Ulkemizde kene temas 6ykiisii olan veya veteriner
hekim ve kasap gibi risk grubunda bulunan insanlarda
Coxiella burnetii seropozitifliginin arastirildigi
calismalarda  %10-%42.2 oranlarinda faz II IgG
seropozitifligi saptanmustir (Eyigor et al., 2006, Arabaci et
al., 2017; Ertiirk et al., 2017; Kirecci & Uguz, 2019). Bu
oranlar keneler ile insanlara bulasan C. burnetii'nin
kenelerin bulastaki ©6nemini bir kez daha ortaya
koymaktadir. Ancak bu alanda tilkemizde sinirli sayida
calisma yapilmistir. Samsun, Sinop, Ordu, Giresun,
Trabzon, Amasya, Tokat ve Sivas illerindeki sigir ve
koyunlarda toplanan kenelerin %2.71'inde PCR yontemi
ile C. burnetii varlig1 saptanmustir (Kilicoglu et al., 2020).
Tiirkiye'nin 38 ilinden toplanan kenelerdeki C. burnetii
varliginin arastirildigr ¢alismada kenelerin 1-7 adedi bir
araya getirilerek gruplandirilmis ve Denizli'ye ait 56 kene
grubunun altisinda ve Ankara’ya ait 53 kene grubunun
birinde PCR yontemi ile C. burnetii varligi saptanmistir
(Altay et al., 2013). Ulkemizde daha 6nce insanlar iizerinde
toplanan kenelerde C. burnetii varligini arastiran herhangi
bir calisma yapilmamis olup, bu calismada ise insanlar
tizerinden toplanan kenelerin %36’sinda C. burnetii
saptanmustir. Belirlenen oran ve kene temas 6ykiisii olan
veya veteriner hekim ve kasap gibi risk grubunda olan

insanlarda C. burnetii seropozitifliginin arastirildig:
calismalar bulas riskinin yiiksek oldugunu
gostermektedir.

Kopek, kedi ve kemirgenler Ehrlichia tiirlerinin dogal
rezervuarlaridirlar. Rhipicephalus sanguineus kene tiirtintin
enfekte hayvanlardan kan emmesi ve daha sonra
insanlarda konaklamas: sonucu insanlar enfekte olabilir.
Vektorle bulasan hastaliklar stiphesi olan 250 hasta, kan
serumunun analiz edildigi bir ¢alismada 64 hastanin
serumunda E. canis saptanmustir. Calismada ehrlichiosis
enfeksiyonundan sonra bagisiklik sistemi ile ilgili
sorunlarin gelistigi de bildirilmistir (Andri¢, 2014).
Calisma dikkate alindiginda zoonoz ©nemi olan bu
bakterinin kenelerdeki yayginligi onem kazanmaktadir.
Edirne, Kirklareli, Tekirdag ve Istanbul kopeklerinde
toplanan kenelerin %21.25"inde (27/127) (Cetinkaya et al.,
2016), Van kopeklerinde toplanan kenelerin %22.72'sinde
(50/220) (Ayan et al, 2020) E. canis saptanmustir.
Ulkemizde insanlar iizerinde toplanan kenelerde E. canis
varligini arastiran herhangi bir ¢alisma yapilmamis bu
calismada ise insanlar tizerinden toplanan kenelerin
%26’sinda E. canis saptanmustir. Gerek kopeklerden
toplanan kenelerde belirlenen oran (Cetinkaya et al., 2016;
Ayan et al., 2019) gerekse bu calismada belirlenen oran E.
canis'in  tilkemizdeki kenelerde yaygin oldugunu
diistindiirtmektedir.

Sonug olarak keneler, Coxiella burnetii ve Ehrlichia
canis vektorliikleri i¢in 6énemli risk olusturmaktadirlar.
Bundan dolay1 ozellikle hastaligin artis gosterdigi yaz
aylarinda stipheli klinik bulgularla gelen hastalarda
hayvanlarla temas ve kene tutunmasi dykiisii mutlaka
sorgulanmali ve muayenede kene aranmalidir. Ayrica
kene vektorligii riskinden dolay: kenelerin tutunduklar:
yerden c¢ikarilmasi isleminin mutlaka uzman saglk
personeli  tarafindan  yapilmasi konusunda halk
bilinglendirilmelidir. Bu hastaliklarmm endemik olarak
gortildiigti kirsal kesimlerde yasayan insanlara ve
ozellikle ciftcilik-hayvancilik  ile ugrasan kisilere
bilgilendirme toplantilari, gorsel ve medya aracilig: ile
duyurular yapilarak kene vektorliikleri ve kene temast
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hakkinda farkindalik arttirilmalidir.

Etik kurul onayr: Bu calisma igin, Mus Alparslan Universitesi
Bilimsel Arastirma ve Yaym Etigi Kurulunda izin almmustir
(29.12.2020/27).

Cikar catismasr: Yazarlar, ¢ikar catismast olmadigmi beyan
etmistir.
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