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Ozet: Bu calismada, Erzurum ilindeki sigir abortlarinda Coxiella burnetii varliginin molekiiler olarak belirlenmesi amaclandi.
Galisma da 100 adet aborte olmus sigir fotusu incelendi. Sigir fotuslarindan érnekler (fotal karaciger-dalak) alinarak DNA
ekstraksiyonu yapildi. C. burnetii saptanmasi igin C.B.-1 (5'-ACT CAA CGC ACT GGA ACC GC-3') ve C.B.-2 (5'-TAG CTG AAG
CCA ATT CGC C-3') primerleri kullanildi. Yapilan amplifikasyon ve goriintiileme islemleri sonucunda 100 aborte fotus
orneginin 6’sinda (%6) Coxiella burnetii yoniinden pozitiflik bulundu. Sonug olarak, Erzurum ilindeki sigir abortlarinda
Coxiella burnetii’'nin de varliginin géz 6nline alinmasi gerekliligi kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: Abort, Coxiella burnetii, PCR, Sigir.

Determination of Coxiella burnetii in Cow Abortions by Polymerase Chain

Reaction in Erzurum Province

Abstract: Molecular detection of Coxiella burnetii from cow abortions was aimed in this study. One hundred aborted cow
foetuses were investigated. DNA extraction was done from foetal tissues (foetal liver and spleen). Primers C.B.-1 (5'-ACT
CAA CGC ACT GGA ACC GC-3') and C.B.-2 (5'-TAG CTG AAG CCA ATT CGC C-3') were used for determination of Coxiella
burnetii. Coxiella burnetii was found to be positive by amplification and imaging in the 6 out of 100 samples. As a result, the
presence of Coxiella burnetii should be taken into account for cow abortions in the vicinity of Erzurum.
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GiRiS
Q

C Hummasi’na neden olan zorunlu hicre igi bir
bakteridir.

oxiella burnetii insan ve hayvanlarda

Enfeksiyon hayvanlarda c¢ogunlukla

subklinik seyirlidir. Ge¢ donemde abortlar, o6li
dogumlarla birlikte hayvanlarda infertilite spesifik
bulgudur. Epidemik vakalarda koyun ve kecilerde
abortlar ve sit sigirlarinda reprodiktif bozukluklar
ve mastitis daha siklikla goérilmektedir. Enfekte
hayvanlarin idrar, digki, sit, plesanta ve dogum
cikartilari ile fazla sayida etken disari atilir (Kim ve
ark., 2005; Clement ve ark., 2009). Hastaligin akut
doneminde kan, akciger, dalak ve karacigerden
siklikla izole edilen bakteri, kronik dénemde uterus
ve meme bezlerine yerlesir. Bu nedenle dogum
cikartilari ve siit enfeksiyonun yayilmasinda etkilidir.
insanlar icin sigir, koyun ve keciler dnemli bulasma
kaynaklarini olusturmaktadir (Kim ve ark., 2005;
Kirkan ve ark., 2008; Borriello ve Galiero, 2012).
Coxiellosis’in  teshisinde  kultir, serolojik ve
molekiler metotlar kullanilmaktadir. Ancak, kultir
metotlarin

teknik

ve serolojik uygulanmasindaki

biyogivenlik  ve gereksinimler  ile
enfeksiyonun akut fazlarinda serolojik tespitinin zor
olmasi teshisi molekiiler metotlara yonlendirmistir
(Kalender 2001; Berri ve ark., 2005; Parisi ve ark.,

2006; Kirkan ve ark., 2008; Parisi ve ark., 2010).

DNA

belirlendigi molekiler metotlarin serolojik ve kiltir

Arastiricilar bakterinin yapisinin
metotlarina gére daha glivenilir ydntemler oldugunu

belirlemislerdir. Molekdler testlerin dusik
deteksiyon limitine sahip ve yiksek duyarl olmasi
ayni zamanda tasilyict hayvanlari da kisa siirede
bu

arttirmaktadir. Ayrica, molekiler teknikler ile Q

belirlemesi metotlarin glvenilirligini
fever icin yapilan taramalarda klinik 6érneklerdeki C.
burnetii’nin hizli bir sekilde belirlenmesi saglanir.
Boylece, kontrol onlemleri alinarak tedaviye
baslama siireci kisalir. Son zamanlarda, pek ¢ok PCR
metodu gelistirilmis olup, en sik olarak sliperoksit

dismutaz ve transpozon bodlgeleri hedef alinarak

gelistirilen PCR metotlari kullanilmaktadir (Stein ve
Raoult 1992; Kalender 2001; Parisi ve ark., 2006;
Kirkan ve ark. 2008).

Bu calismada, 100 adet aborte sigir fotusunda

stperoksit dismutaz genini kodlayan primerler ile

PCR metodu kullanilarak C. burnetii varhginin
arastirilmasi amaglanmistir.
MATERYAL ve METOT
Materyal
Erzurum ilinin farkl ilgelerinden Erzurum

Veteriner Kontrol Enstitlisi MUdUrlGgi’'ne getirilen
100 adet aborte sigir fotusu calisma materyalini
olusturmaktadir. Aborte f6tuslardan alinan fotal
dalak, karaciger ve mide ornek olarak
kullanildi. DNA ekstraksiyonu vyapilana

kadar -20 °C’de saklandi.

icerigi

Ornekler

DNA Ekstraksiyonu

doku

mekanik olarak pargalandiktan sonra 180 ml PBS

Uygun sekilde hazirlanan ornekleri
icinde homojenize edildi. Homojenizattan 200 pl
alinarak Uretici firmanin kit prosedrlerine gore DNA
ekstraksiyonu yapildi DNA

Purification Kit. 2011. Thermo Fisher Scientific Inc.).

(Fermentas-Genomic

DNA Amplifikasyonu

PCR islemi Stein ve Raoult (1992)’un bildirdigi
metoda gore gerceklestirildi (Stein ve Raoult 1992).
PCR DNA
cihazinda vyapildi. Amplifikasyon

reaksiyonu otomatize termalcycler

islemi sonunda
Urinler %1’lik agaroz jelde elektroforez edildikten
sonra fotograflandi. Primer olarak C. burnetii'nin
stiperoksit dismutaz genini kodlayan primer ciftleri
kullanildi (primer C.B.-1 [5’-ACT CAA CGC ACT GGA
ACC GC-3’] ve primer C.B.-2 [5’-TAG CTG AAG CCA
ATT CGC C-3']). DNA, Ankara

Universitesi Mikrobiyoloji

Pozitif kontrol
Veteriner  Fakiltesi

Anabilim Dal’'ndan saglandi.
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BULGULAR

PCR’da, 257 bp’lik bantlar

degerlendirildi. Toplam, 100 aborte sigir fétusunun

pozitif olarak

MNK 7 6 5§

1000 bp
500 bp

300 bp ‘L

257 bp €—
100 bp <—

6’sinda  (%6) C. burnetii ydninden pozitiflik

belirlendi (Sekil 1.).

3 21PKM

1000 bp

500 bp
300 bp
257 bp
100 bp

Sekil 1. Pozitif 6rnekler. M: Marker (O’Rangeruler 100 bp DNA Ladder-Fermentas-Lithiunia). PK: Pozitif Kontrol DNA (Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji AD.). 1-6: C. burnetti pozitif drnekler. 7: Negatif Ornek. NK: Negatif Kontrol.

Figure 1. Positive samples. M: Marker (O’Rangeruler 100 bp DNA Ladder-Fermentas-Lithiunia). PC: Positive Control DNA

(Ankara University Faculty of Veterinary Medicine, Division of Microbiology). 1-6: Positive samples for C. burnetii. 7:

Negative Sample. NC: Negative Control.

TARTISMA ve SONUG

Ozellikle ruminantlardaki abort

vakalarinda Brusellosis ilk akla gelen enfeksiyon

bliyikbas

iken, bunu Listeriosis, Kampilobakteriosis ve

Salmonellosis gibi enfeksiyonlar izlemektedir.

Coxiellosis  lilkemizdeki abort olgularinda son
donemlerde daha sik incelenen ve varligi ortaya
konulan zoonoz karakterde bir enfeksiyon olarak
karsimiza c¢ikmaktadir (Cetinkaya ve ark., 2000).
Diinyanin biylk bir boliminde endemik olarak
goriilen enfeksiyonun, serolojik taramalarda sigir,
koyun ve kec¢i popilasyonunda bulundugu
bildiriimektedir. Sigirlarda, ekonomik 6neme sahip
Ureme sistemi problemlerine neden olan
enfeksiyonda, bakteri enfekte disi hayvanlarin diski,
idrar ve sitleri ile yayihm gosterir (Arricau ve ark.,
2003; Berri ve ark., 2005). Klinik belirti gbstermeyen,

seropozitif hayvanlarda da etken sitle disari atilir

(Rodolakis ve ark., 2006). Dogum sirasinda yada
abort sonrasinda hayvanlardan toplanan f6tus,
plesanta, siit, kolostrum, diski ve vajinal cikartilar
teshis amaciyla kullanilir. Coxiellosis kaynakh abort

salginlarinin  sirilerde erken belirlenmesi ve

biyogivenlik onlemlerinin alinmasi hem cevresel
hem de ciftlik bazli kontrol dnlemleri ile saglanir.

Siriide birden fazla abort yada oOli dogum

sekillenmis ve alinan 6rneklerde pozitiflik, serolojik
muayenede seropozitiflik belirlenmis ise slriye
Coxiellosis tanisi konur. Coxiellosis teshisinde farkh
kullaniimasina molekiler

metotlarin ragmen

analizlerin biyogivenlik riski olusturmadan kisa

sirede ve erken dénemde enfeksiyon varhgini
belirlemesi bu analizleri avantajli duruma getirmistir
(Borriello ve Galiero, 2012).

C. burnetii kaynakli insan enfeksiyonlari

Ulkemizde %11.2-19.5 arasinda degismektedir. Bu
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%1-11

Fransa’da

Avrupa’da oraninda
%3.4, %5.8

belirlenmistir. Diski, idrar, st gibi ¢ikartilar ve abort

oran, degisirken,

Amerika’da oraninda
materyali bulasmada oldukga 6nemlidir. Bu ¢ikartilar

araciligiyla etken tozlar ile solunum yolundan da

alinarak  potansiyel bir enfeksiyon kaynagi
olusmaktadir (Kirkan ve ark., 2008). insan
enfeksiyonlarinda, enfeksiyon kaynaginin
koyunlardan daha c¢ok sut sigirlari  oldugu

belirlenmistir. Seyitoglu ve ark. (2006), Erzurum
ilinde insanlar icin yaptiklari taramada 92 insan
18 adet pozitiflik
Amerika’da, 2001-2003 yillarinda 316 sit 6rneginde
yapilan C. burnetii taramasinda 298 adet pozitiflik
belirlenmistir (APHIS, 2007; Kim ve ark., 2005).
Agger ve ark. (2010), Danimarka’da 100 adet tank

sutiinde %59 oraninda pozitiflik bildirmislerdir.

kaninda saptamislardir.

Calismalarda, Coxiellosis prevalansi tlkelere ve
hayvan tirlerine goére farkhlik gostermektedir.
Amerika ve Japonya’da Coxiellosis kecilerde, koyun
ve sigirlara gore daha yliksek oranda bulunmustur.
Ulkemizde ise Coxiellosis prevalansinin kiigiik
ruminantlarda daha vyiksek oldugu bildirilmistir
(Cetinkaya ve ark., 2000). Yugoslavya’da, ge¢cmisinde

abort vakasi bildirilen siirtlerde Coxiellosisin %19.4

oraninda pozitiflik gosterdigi belirlenirken,
Japonya’da bu oran %30 olarak bildirilmistir
(Seyitoglu ve ark., 2006). Avrupa (lkelerinin
genelinde Coxiellosis taramalarinda hastaligin
%7.4'ten % 10’a ciktigi  belirlenmis, 0Ozellikle
kecilerde hastaligin artis gosterdigi bildirilmistir.

Sudan’da %40 olan hastalik orani, Meksika’da %23,
%40, %26-28

saptanmistir. Enfeksiyon, Ulkemizde bolgelere gore

Avustralya’da isvicre’de olarak
farklihk gosterirken, Leloglu (1977) Dogu illerindeki
sigirlarda %15.6 oraninda pozitiflik bildirmistir.
Seyitoglu ve ark. (2006), Erzurum ilinde sigirlarda
%9.5’luk pozitiflik belirlerken,
hayvanin 22’sinde (%41.5), saghkh 177 hayvanin 10
(%5.6) tanesinde pozitiflik bildirmislerdir. Cetinkaya
ve ark. (2000) sigirlarda %5.8, koyunlarda ise %10.5

pozitiflik

abort yapmis 53

bildirmislerdir.  Molekiiler dizeydeki

calismalarda ise Kirkan ve ark. (2008) 138 sipheli

sigirdan yaptiklari 6érneklemelerin PCR analizinde 6
(%4.3) adet pozitiflik saptamiglar, Cantas ve ark.
(2011) 51 sigir abort materyalinde 18 (%35) adet
pozitiflik bildirmislerdir. Clemente ve ark. (2009), 29
sigir abort materyalinin PCR’Inda 5 (%17.2) adet
pozitiflik belirlemislerdir. Parisi ve ark. (2006), 138
adet sigir abortundan alinan érneklerde 16 6rnekte
(%11.6)

mandalardaki enfeksiyon varligi molekiler olarak

pozitiflik  saptamislardir.  Sigir  ve
%12.5 oraninda bildirilmistir. Bu ¢alismada ise PCR
ile %6 oraninda pozitiflik belirlenmistir. Bu oran,
Kirkan (2008)’dan

bulunurken, Cetinkaya ve ark. (2000)’'nin sonuclarina

ve ark. yliksek dizeyde

yakin bulunmustur. Ayrica, diger arastiricilarin
bulgularindan disitk dizeyde pozitiflik saptanmistir.
Erzurum’da daha oOnce yapilan arastirmalar ile de
karsilastirildiginda, Coxiellosis pozitifliginin azaldigi
belirlenmistir. Sonuclar arasindaki bu farklligin,
hayvanlarin yetistirilme kosullari, uygulanan asi ve
eradikasyon programlari ve hayvanlarin saglandiklari

bolgelerden kaynaklandigi distiniilmektedir.

Enfeksiyonun hayvan ve insanlardaki bulagsma
ve seyri, teshisinde karsilasilan problemlere bagl
hizli
kazanmaktadir. Bu durum da PCR tabanl teshis

olarak enfeksiyonun teshisi onem

metotlarini Gstin kilar.

Sonu¢ olarak, Erzurum ilinde sigirlarda
Coxiellosis’in belirlenmesi bu ilde Coxiellosis icin
gerekli koruma kontrol o6nlemlerinin alinmasini
gerektirmektedir. PCR ile enfeksiyonun belirlenmesi,
Coxiellosis’in sigirlarda varhgini hizli bir sekilde tespit
ederek, olabilecek salginlara karsi gerekli nlemlerin

alinmasini saglar.
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