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OZET

Coxiella burnetii yaygin bir zoonoz olan Q atesinin etkenidir. Insanlara, siklikla ciftlik hayvanlarinin siit,
idrar ve ozellikle enfekte dogum atiklarindan kaynaklanan kontamine aerosollerin inhalasyonuyla bulagir.
Etkenin cinsel yolla da bulastigi bildirilmektedir. Gebelerde 6zellikle birinci trimesterde, akut Q atesinin
abortusa neden oldudu, gebeligin ilerleyen donemlerinde hastaligin kroniklesme egilimi gosterdigi ve
distik dogum agirhgr ve prematiire dogumlara sebep oldugu gosterilmistir. Bu calismada, tekrarlayan
distik oykusi olan kadinlarda, eslerinde ve kontrol grubu olarak normal dogum yapan kadinlarda C.bur-
netii prevalansinin serolojik ve molekiiler yontemlerle arastirimasi amaclanmustir. Calismaya, distik yap-
mis 36 kadin, bu kadinlardan 31’inin esi ve normal dogum yapmis 22 kadin olmak lzere toplam 89 ki-
si (58 kadin, 31 erkek; yas araligi: 21-64 yil, yas ortalamasi: 33.1 £ 7.6 yil) dahil edilmistir. Kadinlardan
kan ve abortus ya da normal dogum sonrasi plasenta materyali; erkeklerden ise kan 6rnekleri alinmustir.
Olgularin serumlarinda C.burnetii Faz | ve Il IgG ve IgM antikorlari ELISA ve indirekt floresan antikor (IFA)
yontemiyle; tam kan ve plasenta 6rneklerinde C.burnetii DNA'sI ise polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
arastinlmistir. Calismamizda, diistik yapmis kadinlar, diisiik yapmis kadinlarin esleri ve kontrol grubu olan
normal dogum yapan kadinlarda C.burnetii Faz Il IgG antikor pozitifligi ELISA yontemiyle sirasiyla %27.8
(10/36), %38.7 (12/31), %4.5 (1/22) olarak bulunurken, referans yontem olan IFA testiyle bu oranlar si-
rasiyla %27.8 (10/36), %41.9 (13/31), %9.1 (2/22) olarak saptanmistir. Tim olgularda her iki yontem-
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le de Faz | IgM, Faz | IgG ve Faz Il IgM antikorlarinin negatif oldugu tespit edilmistir. Olgularimizda go6-
rece olarak yliksek saptanan genel seropozitiflik oraninin (25/89; %28.1), bélgemizde hayvanciigin yay-
gin olarak yapilmasindan kaynaklandigi distinilmustir. Dustik yapmis kadinlarda C.burnetii IgG pozitif-
ligi (%27.8), normal dogum yapmis kadinlara (%9.1) oranla daha yiiksek olmakla birlikte aradaki fark is-
tatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (x?= 2.906, p= 0.088). Diisiik yapmis kadinlar ve eslerinin sonuc-
lari birlikte degerlendirildiginde, seropozitif dort kadinin (ikisi 1/64, ikisi 1/128 titrede) eslerinde IgG an-
tikor varligi saptanmamis; dort kadin ve esinde 1/64 titrede; iki kadinda 1/128 eslerinde ise 1/64 titrede
C.burnetii 19G pozitifligi tespit edilmistir. Distik yapmis kadinlarin eslerinin %13 (4/31)’linde yiiksek tit-
rede Faz Il IgG pozitifliginin saptanmasi dikkat ¢ekici bulunmustur. Calismamizda, 89 tam kan 6rnegi ve
51 plasenta (29’u distik yapmis, 22'si normal dogum yapmis kadinlara ait) 6rneginin hicbirinde PCR ile
C.burnetii DNA pozitifligi saptanmamistir. Sonug olarak; hayvanciigin yaygin oldugu bolgemizde, tekrar-
layan distikleri olan veya prematiire dogum yapmis hastalarda ve eslerinde C.burnetii'nin de olasi etken-
ler icinde diistinlmesi ve arastirlmasinin uygun olacagi kanisina varilmstir.

Anahtar sozciikler: Coxiella burnetii; Q hummasi; tani; gebelik; abortus; cinsel es.

ABSTRACT

Coxiella burnetii is the causative agent of the common zoonotic disease known as Q fever. Human
infection is mostly maintained by inhalation of contaminated aerosols that originate from infected birth
products, milk and urine. Sexual transmission has also been reported. In pregnant women the disease
causes abortion during the first trimester, while at later stages it tends to become chronic causing low
birth weight babies and premature birth. The aim of this study was to investigate the prevalence of
C.burnetii in women who had miscarriages, their spouses and in a control group composed of women
with normal delivery by using serological and molecular methods. A total of 89 cases (58 female, 31 ma-
le; age range: 21-64 years, mean age: 33.1 * 7.6 years) were included in the study. Women who had
abortion (n= 36) were recruited along with their husbands (n= 31), and 22 women who had normal
pregnancy were accepted as controls. Blood and placental tissue samples (after abortion or normal de-
livery) were collected from all of the female subjects, while blood samples were collected from the ma-
les. C.burnetii IgG and IgM antibodies in the sera of patients and controls were analysed by ELISA and
indirect fluorescein antibody (IFA) methods, and the presence of C.burnetii DNA was searched in whole
blood and placenta samples by using polymerase chain reaction (PCR). In our study, C.burnetii Phase |
IgG antibody positivity rates in women who had miscarriages, their spouses and in women with normal
delivery were found as 27.8% (10/36), 38.7% (12/31) and 4.5% (1/22), respectively by ELISA, while
those rates were detected as 27.8% (10/36), 41.9% (13/31) and 9.1% (2/22), respectively by IFA which
was accepted as the reference method. However C.burnetii Phase | IgM, Phase | IgG and Phase Il IgM
antibodies were not detected in none of the subjects by both methods. The relatively high seropositivity
rate in our study group (25/89; 28.1%) was thought to be associated with high rates of livestock bre-
eding in our region. Although C.burnetii 1gG seropositivity rate in in women who had miscarriages was
higher than women with normal delivery, the difference was not found to be statistically significant (x?=
2.906, p= 0.088). When the results of the women with miscarriages and their spouses were evaluated
together, it was detected that C.burnetii IgG antibodies were not determined in the spouses of four se-
ropositive women (two positive with 1/64, two with 1/128 titer); titer was 1/64 in four women and the-
ir spouses and two women with 1/128 titer had spouses with 1/64 titer. The determination of high titer
phase I IgG positivity in 13% (4/31) of the spouses of women who had miscarriages was of notice. All
of the blood (n= 89) and placenta samples (n= 51, 29 were from aborted and 22 from normal delive-
red women) were negative for C.burnetii DNA by PCR. In conclusion, since livestock breeding is com-
mon in our region, in cases with recurrent abortion and premature births, women and their husbands
should be screened for C.burnetii.

Key words: Coxiella burnetii; Q fever; diagnosis; pregnancy; abortus; sexual partner.
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GiRis

Q atesi etkeni olan Coxiella burnetii, kiiclik, gram-negatif kokobasil seklinde bir prote-
obakteridir. Q atesinin hayvanlara bulasi Dermacentor spp. kenelerin 1singi ile olurken, in-
sanlara bulas; enfekte hayvan cikartilari (idrar, digki, siit ve ozellikle dogum artiklar), kir-
piimis yiinleri ve kene diskisi ile kontamine topraktan aerosol yoluyla olmaktadir'. Enfek-
siyon nadiren pastorize edilmemis siit Grtinlerinin tlketilmesi ve kan transflizyonu yoluy-
la bulasabilir; cinsel yolla Q atesi gegisi de bildirilmistir®>. Q atesi asemptomatik, akut ve-
ya kronik enfeksiyon seklinde gecirilebilmektedir*. Gebelik, immiinyetmezlik, kalp kapa-
g1 lezyonlar ve vaskiiler anomaliler gibi bazi durumlar kronik Q atesine zemin hazirlaya-
bilmektedir*>. Gebelik sirasinda gecirilen enfeksiyon, normal dogum ile sonlanabilecegi
gibi, neonatal 6lim, abortus, dusiik dogum agirligi ve prematiire doguma da yol acabi-
lir”. Bazi arastiricilar, C.burnetii serolojisinin de TORCH enfeksiyonlarinda oldugu gibi
rutin olarak uygulanmasini énermektedir®.

Enfektivitesi yiiksek olan ve biyoterdrizm icin potansiyel ajan olarak kabul edilen
C.burnetii ile ilgili calismalarin yiiksek biyogtvenlik kosullarinda yapilmasi 6nerilmekte-
dir'2, Bakterinin iretilmesindeki sorunlar nedeniyle tanida kiiltiir yerine serolojik testler
kullanilmaktadir®. Serolojik tanida mikroagliitinasyon, kompleman birlesmesi, ELISA ve
referans yontem olarak kabul edilen indirekt floresan antikor (IFA) testleri yer alir®. Bak-
teri dogada ve laboratuvar hayvanlarinda virtilan Faz | formunda iken, embriyonlu tavuk
yumurtasinda seri pasajlar ile aviriilan Faz Il formuna dontsmektedir. Akut enfeksiyonda
Faz Il antijenlerine kargi antikorlar daha ytksek oranda bulunurken, kronik enfeksiyonda
hem Faz | hem de Faz Il antijenlerine karsi yiiksek titrede antikor saptanir'#. Son yillar-
da C.burnetii'nin kan ve doku orneklerinde arastiriimasinda molekdiler yontemler de yay-
gin olarak kullanilmaktadir®'°. Bu calismada, tekrarlayan diisiik 6ykisi olan kadinlarda,
eslerinde ve kontrol grubu olarak normal dogum yapan kadinlarda C.burnetii prevalan-
sinin serolojik ve molekdiler yontemlerle arastiriimasi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM
Calisma Grubu

Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Da-
lina Subat 2009-Agustos 2010 tarihleri arasinda basvuran disik yapmis (birinci trimes-
terde gelisimi durmus, fetal kalp sesleri saptanmayan veya gebelik kesesi bozulmus veya
beklenen gebelik haftasina gore belirgin fetal gelisim geriligi saptanan ancak distk se-
bebi olabilecek anatomik bozuklugu veya bilinen bagka bir enfeksiyonu olmayan olgu-
lar) 36 kadin ve bu kadinlarin eslerinden 31’i olmak lzere toplam 67 olgu calismaya alin-
di. Normal dogum yapmis 22 kadin ise kontrol grubunu olusturdu. Kadinlardan kan ve
plasenta materyali, erkeklerden kan 6rnekleri toplandi. Calisma icin yerel etik kurul ona-
yi alindi.

Serolojik Testler

C.burnetii Faz Il antijenlerine karsi gelistirilmis ELISA 1gG ve IgM kitleri (Vircell, Ispan-
ya) Uretici firmanin 6nerilerine gore calisildi. IgM 6lciimlerinde yalanci pozitiflikleri onle-
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mek icin serumlar IgG sorbent ile muamele edildi. Bunun icin 25 pl IgG sorbent ile 5 pl
serum karistirildi ve tzerine 75 pl serum diltisyon soliisyonu eklendi. IgG ol¢timleri icin
100 pl serum diliisyon soliisyonuna 5 pl serum 6rnegdi eklendi. Her hasta icin IgM ve IgG
antikor indeksi [(serumun optik dansitesi/esik (cut-off) kontrol optik dansitesi) x 10] he-
saplandi. Antikor indeksi; < 9 ise negatif, 9-11 arasinda stipheli, > 11 ise pozitif olarak
kabul edildi.

C.burnetii (Nile Mile susu ATCC 616-VR) Faz | ve Faz Il antijenlerine karsi gelistirilmis
IFA kiti (Vircell, Ispanya) ile Gretici firmanin dnerilerine gére IgM ve 1gG antikorlar arag-
tinldi. IgM olgiimiinde yalanci pozitifligi 6nlemek icin serum ornekleri IgG sorbent ile
muamele edildi ve 1/24, 1/48, 1/96 olmak tzere l¢ dilisyonda incelendi. IgG ol¢cimu
icin serumlarin 1/64, 1/128, 1/256 dilusyonlari hazirlandi. Hazirlanan preparatlar flore-
san mikroskobunda iki ayri uzman tarafindan degerlendirildi.

Molekiiler Testler

Tam kan ve doku orneklerinden DNA ekstraksiyonu PureLink Genomic DNA Mini Kit
(Invitrogen, Almanya) ile uretici firmanin 6nerilerine uygun sekilde yapildi. Klinik 6rnek-
lerde C.burnetii varhgi, trans-1 (5’-TAT GTA TCC ACC GTA GCC AGT C-3’), trans-2 (5'-
CCC AAC AACACC TCC TTATTC-3’), trans-3 (5'-GTA ACG ATG CGC AGG CGA T-3") ve
trans-4 (5’-CCA CCG CTT CGC TCG CTA-3") primerleri kullanilarak PCR yontemiyle aras-
tirlldi. Bu primerler ile C.burnetii’'nin 1IS1111 bolgesindeki transpozon benzeri tekrarlayi-
ci diziler hedeflendi. Trans-1 ve trans-2 (set 1) ve trans-3 ve trans-4 (set 2) primerleri ile
yapilan PCR sonrasinda, sirasiyla 687 ve 243 baz ciftlik gen bolgeleri cogaltildi. PCR ka-
nsiminin icerigi 45 pl olacak sekilde [5 pl of Tag tamponu (10X), 5 ul MgCl, (25 mM),
1 pl ANTP kanisimi (10 mM), her primerden 1’er pl (10 pmol) ve 0.4 pl Taq polimeraz
(Fermentas, Kanada)] hazirlandi. Son olarak karisima 5 ul DNA eklenerek 1si dongii ciha-
zina (Eppendorf, Almanya) yerlestirildi ve 95°C’de 2 dakika bekletildikten sonra, 5 don-
gl; 94°C’de 30 saniye, 66-61°C'de 1 dakika (her dongiide 1 derece dusurilerek),
72°C'de 1 dakika seklinde tamamlandi. Ardindan, 94°C’de 30 saniye, 61°C’de 30 sani-
ye ve 72°C’de 1 dakika olarak uygulanan 40 déngii sonrasinda +4°C’de saklandi®'°. PCR
sonrasinda elde edilen urlinler %2’lik agaroz jelde 1 saat (120 volt) elektroforez ile yu-
riitiildi ve “SYBR® Safe DNA gel stain” (Invitrogen, ABD) ile boyandiktan sonra olusan
bantlar goriintileme cihazinda (Vilber Lourmat, Fransa) gorintilendi.

istatistiksel Degerlendirme

Verilerin incelenmesinde SPSS 11.0 programi ve ki-kare testi kullanildi. p< 0.05 bulun-
dugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya alinan 89 olgunun (58 kadin, 31 erkek) demografik 6zellikleri ve serolojik
test sonuclari Tablo I'de goriilmektedir. Olgularin tiiminde C.burnetii Faz | IgG ve IgM
ile Faz Il IgM antikorlari negatif bulunmus; toplam C.burnetii Faz Il 1IgG pozitifligi %28.1
(25/89) olarak saptanmustir (Tablo I). Distik yapmis kadinlarin eslerinden birinde ve nor-
mal dogum yapmis bir kadinda Faz Il IgG antikorlari ELISA ile negatif bulunurken, altin
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standart IFA testiyle pozitif sonug alinmistir. C.burnetii Faz 1l IgG antikor pozitifligi, dusuk
yapmis kadinlarda (%27.8), normal dogum yapmis kadinlara (%9.1) gore daha yiiksek
oranda olmasina ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (x?=
2.906, p= 0.088). IFA yontemiyle saptanan C.burnetii Faz Il IgG antikor titrelerinin dagi-
limi Tablo I'de gorilmektedir.

Calismamizda 89 tam kan ornegi ile 51 plasenta 6rneginde (29’u distk, 22'si normal
dogum yapmis kadinlara ait) PCR ile C.burnetii DNA varhgr arastirlmis ve tim ornekler-
de sonug negatif bulunmustur.

TARTISMA

Son yillarda C.burnetii enfeksiyonlari, giderek artan oranlarda goriilmesi ve salginlar
olusturmasi nedeniyle yeniden énem kazanmistir' 13, Ulkemizde yapilan calismalarda,
C.burnetii 19G seropozitiflik orani saghkli kisilerde %1.8-13.5 arasinda, risk gruplarinda
ise %42.4 oraninda rapor edilmistir'*1®. Calismamizda saptanan genel seropozitiflik ora-
ni (25/89; %28.1) gorece olarak yiiksek olup, bélgemizde hayvancihigin yaygin olarak
yapilmasindan kaynaklandigr distinilmdastar.

Q atesi icin risk gruplarinin iyi bilinmesine ragmen, 6zellikle gebelikte gecirilen ve uy-
gun tedavi edilmeyen enfeksiyonlarin abortus icin 6zgul bir risk faktort oldugu belirtil-
mektedir>7"17. Ayrica, C.burnetiiile enfekte hastalarin yaklasik %5’inde kronik Q atesi ge-
lisirken, gebe kadinlarda bu oran %52.8’e ulasabilmektedir®’:'8. C.burnetii, gebelerde
enfeksiyon sonrasinda uterus, plasenta ve siit bezlerinde kolonize olur ve cogalir'®. Jo-
ver-Diaz ve arkadaslar®, bir kadin dogum uzmaninda, enfekte plasentadan kaynaklanan
aerosollerin solunmasi yoluyla gerceklesen nozokomiyal bulag bildirmislerdir. Gebelik si-
rasinda gecirilen Q atesi sonucunda cesitli obstetrik komplikasyonlar ortaya ¢cikmakta-
dir®71? Abortus ve intrauterin gelisme geriligi gibi obstetrik komplikasyonlarin, hastali-
g1 ilk trimestirda gecirenlerde daha yuksek oldugu ve gebelik stresince trimetoprim-stil-
fametoksazol tedavisi alan olgularda diisiik riskinin azaldi§i vurgulanmaktadir’. C.burne-
ti'nin dogumsal yan etkilerinin mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir; ancak plasen-
ta enfeksiyonu, immiinolojik mekanizmalarla gerceklesen plasental yetmezlik, fetiisiin
direkt olarak etkilenmesi bu olayda rol oynayabilecegi belirtilen faktérlerdir?®2!. Calisma-
mizda C.burnetii 1I9G pozitifligi dusiik yapmis kadinlarda (%27.8), normal dogum yap-
mis kadinlara (%9.1) oranla daha ylksek bulunmus, ancak bu fark istatistiksel olarak an-
lamli bulunmamistir (p> 0.05). Benzer olarak yapilan baz calismalarda?%2® C.burnetii se-
ropozitifliginin spontan veya tekrarlayan dustik yapan kadinlar ile normal dogum yapan
kadinlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermedigi rapor edilirken, bazi
arastinicilar®® disiik yapmis olgularda, normal dogum yapanlara gére anlamli diizeyde
yuksek C.burnetii seropozitifligi bildirmektedir.

Q atesi seroprevalansiyla ilgili toplum temelli calismalarda genellikle tek titre sonuclar
kullanilmakta, kabul edilen esik degerleri calismalar arasinda farklilik gosterdiginden kar-
silastirma yapmak zorlasmaktadir. Ancak genel kani olarak; Faz Il IgM ve IgG’nin birlikte
pozitifligi ya da tek basina ytiksek titrede (= 1/128) Faz Il IgG pozitifligi yeni ve aktif en-
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feksiyonun kaniti olarak kabul edilmektedir. Faz | ve Faz Il titrelerinin birlikte pozitifligi ise
yeni/persistan enfeksiyon icin yol gésterici olmaktadir'2>8, Bununla birlikte, tilkemizde
bugiine kadar antikor titresi icin belirlenmis bir esik deger bulunmamaktadir. Olgulari-
mizin higbirisinde Faz | IgG ve IgM ile Faz Il IgM pozitifligi belirlenmemis; ytiksek titre-
de (= 1/128) Faz Il IgG pozitifligi ise distk yapmis kadinlarda (4/36) kontrol grubundan
(1/22) daha ytiksek saptanmistir (Tablo ). Dusiik yapmis kadinlar ve eslerinin sonuclari
birlikte degerlendirildiginde, seropozitif dort kadinin (ikisi 1/64, ikisi 1/128 titrede) esle-
rinde antikor varligi saptanmamis; dort kadin ve esinde 1/64 titrede; iki kadinda 1/128
eslerinde ise 1/64 titrede C.burnetii IgG pozitifligi tespit edilmistir. Distik yapmig kadin-
larin eslerinin %13 (4/31)’lUinde ylksek titrede Faz Il IgG pozitifliginin saptanmasi dikkat
cekici bulunmustur. Bu kadinlarin enfeksiyonu eslerinden cinsel yolla mi aldiklar yoksa
benzer ortamlarda bulunduklari icin mi enfekte olduklar belirlenememistir. Milazzo ve
arkadaslarinin® calismasinda, dokuz koyun cobaninin Q atesini Ispanya’da calisirken al-
diklari ve daha sonra Polonya’daki eslerine bulastirdiklari; cobanlardan ikisinin idrar ve
semen orneklerinden C.burnetii izolasyonu yapildigi ve eslerden altisinda Q atesi antikor-
larinin saptandigi bildirilmis; spermatozoonlara yapismis C.burnetii hiicreleri immiinoflo-
resans ve elektron mikroskobuyla gosterilmistir.

Calismamiza dahil edilen gruplarda IFA yontemiyle saptanan toplam C.burnetii 1gG se-
ropozitiflik orani %28.1 (25/89) olarak belirlenmis, ELISA ile negatif sonug veren iki ol-
gu serumu IFA ile pozitif bulunmustur. Olgulardan alinan gerek tam kan gerekse plasen-
ta orneklerinde PCR ile C.burnetii varhgina rastlanmamustir. Benzer sekilde Langley ve ar-
kadaslan?°, rastgele secilmis seropozitif 98 gebe ve 55 saglikli kadinin plasentasinda PCR
ve kltur ile C.burnetii saptamadiklarini bildirmislerdir. Hindistan’da yapilan bir calisma-
da, dusliik yapmis 74 kadindan alinan toplam 368 6rnek incelenmis; IFA ile %25.7, PCR
ile %21.6 ve embriyonlu yumurtadan izolasyon yontemiyle %6.8 oraninda pozitiflik sap-
tanmustir'®. Bazi arastiricilar da, plasenta veya fetal dokularin PCR icin uygun érnekler ol-
dugunu; ancak az sayida kopyanin bulunmasi nedeniyle kan orneklerinde PCR’nin du-
yarlliginin diisiik oldugunu rapor etmektedir'®.

Son zamanlarda Q atesi salginlarinin artmasina baglh olarak, 6zellikle hastaligin gorul-
digua riskli bolgelerdeki gebe kadinlarda, Q atesi tarama stratejilerinin maliyet/fayda
analizini arastiran arastirmalar yapiimaktadir'>2>. Salgin durumlarinda tim gebelerin
C.burnetii icin serolojik taramadan gecirilmeleri ve pozitif bulunursa uzun sireli antibiyo-
tik tedavisi almalari dnerilmektedir’?!. Sonug olarak, gerek sporadik gerekse epidemik
C.burnetii enfeksiyonlarinda gebe kadinlardaki riskin g6z 6niinde bulundurulmasi; gebe-
lik sirasinda ortaya cikan nedeni bilinmeyen ates veya aciklanamayan disiik olgularinin
Q atesi yoniinden arastirilmasinin uygun olacagi distindlmdastur.
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