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Rickettsia conorii'nin Neden Oldugu
Riketsiyal Enfeksiyon Olgusu

A Rickettsia Case Caused by Rickettsia conorii
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Rickettsia tirleri, Rickettsiaceae ailesinde yer alan gram-negatif, kiiciik pleomorfik-kokobasil, zorunlu
hiicre ici bakterilerdir. Riketsiya, serolojik ve genotipik olarak benekli ates grubu, tifus grubu, Rickettsia
belli ve Rickettsia canadensis olarak dort gruba ayrilir. Benekli ates grubundaki Rickettsia conorii (R.conorii
subsp. conorii)’'nin Avrupa’da ozellikle Akdeniz’e kiyisi olan (lkelerde ve Ulkemizde akdeniz benekli
atesine neden oldugu bildirilmektedir. Rickettsia tiirlerinin canlilara bulasmasinda cogunlugunda keneler,
bazilarinda ise pire veya akarlar vektér konumundadir. Bu raporda R.conorii'ye bagl riketsiyal enfeksiyon
olgusu sunulmaktadir. Kirk alti yasinda kadin hasta, istahsizlik, halsizlik, kas agrisi, tstime, titreme ve
yiiksek ates sikayetiyle saglik kurumuna basvurmus ve gribal enfeksiyon tanisi almistir. Onerilen tedavide
hastanin sikayetlerinde gerileme olmadigi gibi, siddetlenen kas, eklem, bas agrilar, viicudunda, ellerinde
ve ayaklarinda, dokulntilerin olustugu gorilmis, enfeksiyon hastaliklari polikliniginde degerlendirilmistir.
Hastanin, gobek Ust orta hattinda kene isingina uyan tek bir adet eskar ve goévde, kollar, bacaklar,
ayaklar ve ellerde seyrek dagiliml kiiclik pembe renkli makilopapiiler dokiintiiler gozlenmistir. Riketsiyal
enfeksiyon on tanisi alan hastaya sivi elektrolit tedavisi ile birlikte doksisiklin 2 x 100 mg oral tedavi
baslanmis, tedavinin tglinci gliniinde yiiksek ates, kas ve eklem agrilari gerileyerek besinci gtinde aktif
goriiniimdeki deri lezyonlari solmaya baslamistir. Hastanin ilk serum 6rneginde R.conoriilgM ve IgG negatif
bulunmustur. Eskar dokusundan alinan biyopsi 6rneginde gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (rt-
PCR) yontemi kullanilarak Rickettsia spp. pozitif bulunmustur. Biyopsi érneginde Rickettsia cinsine 6zgiil
gltA ve ompA gen bolgelerine yonelik PCR uygulanmis ve ardindan PCR drinleri DNA dizi analizi ile
adlandinimistir. DNA dizi analizinden elde edilen sekans verileri Genbank verileri ile karsilastirldiginda
gltA sekansi erisim numarasi [N182786 olan R.conorii ile %99, ompA sekansi erisim numarasi KR401144
olan R.conorii ile %99 benzer bulunmustur. Filogenetik aga¢ olusturulmasi sonucunda etkenin R.conorii
oldugu tespit edilmistir. Hastanin tedavi sonrasi ikinci serumunda IFAT ile R.conorii IgM 1/192 titrede,
1gG ise 1/320 titrede pozitif olarak belirlenmistir. Bu olguda, klinik olarak riketsiyal enfeksiyon ile uyumlu,
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akut donemde seroloji negatif, PCR pozitif olan ancak tedavi sonrasi serokonversiyon gézlenen etyolojik
etkenin R.conori olarak belirlendigi bir riketsiyal hastalik olgusu sunulmustur.

Anahtar sozciikler: Rickettsia; indirekt floresan antikor testi; polimeraz zincir reaksiyonu.
ABSTRACT

Rickettsia species are gram-negative intracellular, small pleomorphic coccobacilli in the Rickettsiaceae
family. This genus is serologically and genotypically divided into four groups as spotted fever group,
typhus group, Rickettsia belli and Rickettsia canadensis. Rickettsia conorii (R.conorii subsp. conorii)
in the spotted fever group was reported to cause mediterranean spotted fever in Europe, especially
in mediterranean countries including Turkey. The major vectors of Rickettsia species are ticks, and in
some species fleas or mites. In this report a case with R.conorii infection was presented. A 46-year-old
female patient, who had anorexia, fatigue, muscle aches, chills and high fever was admitted to a health
institution. The patient was diagnosed as influenza. There was no regression in the patient’s complaints
with the recommended treatment. The patient was examined in our infectious diseases clinic and had
several symptoms like severe muscle and joint pain with significant headache, and rashes at her body
including hands and feet. The patient had a single eschar in the upper midline of the belly that matched
tick biting and pink small maculopapular scars on the trunk, arms, legs, feet, and hands. Considering a
Rickettsia pre-diagnosis, liquid electrolyte and doxycycline 2 x 100 mg oral treatment was started. On
the third day of treatment, high fever, muscle and joint pain were decreased. On the fifth day, active
skin lesions were started to fade. R.conorii IgM and 1gG were negative in the first serum sample of the
patient. In the biopsy sample taken from eschar tissue, Rickettsia spp. was detected as positive with
rt-PCR. PCR was used by using the specific regions of the genetically specific g/tA and ompA genes in
the biopsy specimens and then the PCR products were determined by DNA sequence analysis. The
DNA sequence results were compA red with Genbank data and determined that the gltA sequence was
99%, similar to R.conorii with accession number JN182786 and the ompA sequence was 99%, similar to
R.conorii with accession number KR401144. When the phylogenetic tree was created, it was observed
that the etiological agent was R.conorii. A week after the treatment, in the second serum sample R.conorii
IFA IgM 1/192 titer and IgG 1/320 titer were detected as positive. In this case report, we have presented
a Rickettsia case, clinically diagnosed as Rickettsia, serologically negative in the acute phase, PCR positive,
with post-treatment seroconversion and etiologic agent determined as R.conorii.

Keywords: Rickettsia; indirect fluorescent antibody test; polymerase chain reaction.
GIRi$

Rickettsia turleri, Rickettsiaceae ailesinde bulunan gram-negatif, kiiciik pleomorfik ko-
kobasil seklinde olan zorunlu hiicre ici bakterilerdir. Rickettsia, insanlara patojenik olan
20’nin lzerinde tir ve alt ture sahip olan 30’un Uzerinde tir iceren genis bir ailedir. Bu
genus serolojik ve genotipik olarak benekli ates grubu, tifus grubu, Rickettsia belli ve
Rickettsia canadensis olarak dért gruba ayrilmaktadir'. Benekli ates grubundaki (BAG)
Rickettsia aeschlimannii, Rickettsia africa, Rickettsia slovaca, Rickettsia raoultii, Rickettsia hel-
vetica, Rickettsia monacensis, Rickettsia massiliae, Rickettsia conorii ve R.conorii'nin alt tur-
leri Avrupa, Asya ve Afrika’da bildirimi yapilmis insana patojen tiirleri olusturmaktadir’.
R.conorii (R.conorii subsp. conorif)'nin Avrupa’da ¢zellikle Akdeniz’e kiyisi olan (lkelerde

ve iilkemizde akdeniz benekli atesine neden oldugu bildirilmektedir'-2.

BAG’daki Rickettsia tirlerinin cogunlugunda keneler, bazilarinda ise pire veya akarlar
vektor olarak yer almaktadir. Rezervuarlari 6ncelikle kemiriciler olmak tizere tavsanlar,
képekler, kediler ve bazi yabani hayvanlardan olusmaktadir®. Rickettsia tiirleri, enfekte
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kenelerin, akarlarin isirmasi veya enfekte pirelerin digkilari ile deriden bulagmaktadir. Deri-
den portal dolagima gecen etkenler kan yoluyla yayilarak vaskuler endotelleri ve bazen de
vaskiler duiz kas hiicrelerini enfekte etmektedir. Girdigi hedef hiicrede boliinerek cogalir
ve hiicreye agir hasar vererek klinik semptomlarin ortaya ¢ikmasina neden olur'-3,

Semptomlar genellikle 1-2 hafta icerisinde ates, bas agrisi, halsizlik, isilik, mide bu-
lantisi ve kusma ile kendini gosterir. Riketsiyal hastaliklarin bircogunda makilopaptiler,
vezikiler ve petesiyal lezyonlar veya bazen de kene isirik bolgesinde eskar (tache noire)

gozlenir'3,

Rickettsia'nin laboratuvar tanisinda serolojik, molekiiler ve kiltir yontemleri kullanil-
maktadir. Serolojik yontemlerden indirekt floresan antikor teknigi (IFAT) ve “enzyme lin-
ked imminosorbent assay (ELISA)” en cok kullanilan yontemlerdir. IFAT Rickettsia’nin
serolojik tanisinda altin standart olarak kabul edilmektedir. Grup tiirleri arasinda ortak yi-
zey antijenlerinin olmasi serolojik olarak tiirler arasinda ayinmi engellemektedir®. Mole-
kiler yontemlerden polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve ardindan gergeklestirilen DNA
dizi analizi, Rickettsia tirlerinin tanimlanmasi ve tiir ayinminda kullaniimaktadir. Tanimla-
ma ve tur ayirminda en ¢ok kullanilan gen bolgeleri sitrat sentez (g/tA) ve dis membran
proteinlerini (ompA ve ompB) kodlayan gen bélgeleridir'. Rickettsia tiirleri zorunlu hiicre
ici bakteriler olduklari icin Uretilmelerinde hiicre kiilturleri, embriyolu tavuk yumurtala-
r ve deney hayvanlar kullanilmaktadir. izolasyon calismalarinda biyogiivenlik diizeyi 3
olan laboratuvarlara gereksinim bulunmaktadir?.

Bu olgu sunumunda, BAG’da yer alan R.conorii'nin neden oldugu bir riketsiyal enfek-
siyon olgusunun klinik ve laboratuvar bulgular yoninden degerlendirilmesi amaclan-
migtir.

OLGU SUNUMU

Kirk alti yasinda kadin hasta, Tekirdag ilinde, besledigi kedi ve kdpekleriyle birlikte
her tirli hayat aktivitesini yerine getirebilecek sekilde, kizi ve esiyle, tek kath bahceli bir
evde ikamet etmektedir. Hasta daha 6ncesinde olmayan, istahsizlik, halsizlik, kas agris,
Usume, titreme ve ylksek ates sikayetiyle bolge hastanesinin acil servisine basvurmustur.
Kendisine soguk alginligi 6n tanisi konularak, ayaktan antigribal ila¢ (parasetamol/kafein/
kodein fosfat tableti, 2 x 1) analjezik, antienflamatuvar ve antipiretik (ibuprofen tablet, 2
x 1) ve antimikrobiyal ilag (amoksisilin-klavulanik asit, 1000 mg tablet, 2 x 1) oral sekilde
diizenlenerek evine génderilmistir. Onerilen tedavileri evinde alan hastanin sikayetlerinde
gerileme olmadigi gibi, siddetlenen kas, eklem ve bag agrilar sebebiyle gligliikle yurir
hale gelmistir. Viicudunda, ellerinde ve ayaklarinda, 6ncesinde olmayan dokuntdlerin
olustugunu goren hasta, yakinlarinin destegiyle baska bir hastanenin acil servisine
goturilmustir. Burada mevcut dokintulerin ilag allerjisine bagh olabilecegdi dustinilerek
onceki verilen ilaglar kesilmistir. Antiallerjik (Feniramin tablet, 2 x 1) ve analjezik antipiretik
(Ibuprofen/kodein fosfat tablet, 2 x 1) tedavileri 6nerilerek tekrar evine gonderilmistir.
lerleyen dénemde sikayetleri daha da agirlasan hasta yataga bagiml hale gelmistir.
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Hasta yakinlarinin yardimiyla hasta, Tekirdag Devlet Hastanesi Acil Servisine getirildi. Acil
servis uzmanlarimizca degerlendirilen hasta, yiiksek ates nedeniyle ayni gtin enfeksiyon
hastaliklari poliklinigine yonlendirildi. Poliklinikte degerlendirilen hastanin, gobek Ust
orta hattinda kene isingina uyan bir adet 0.5 x 0.5 cm’lik koyu kahverengi-morumsu
kurutlu lezyon (tache noire) ve bu lezyonun aktif bir enfeksiyon oldugunu destekleyen
cevresinde deriden daha kizark bir hale goriinim tespit edildi. Ayrica, govde, kol,
bacak, ayak ve ellerde seyrek dagihml kiicik makilopaptler pembe renkli dokintuler
gOzlendi. Dokiintiler avug icleri ve ayak tabanlarini da kapsamaktaydi. Hastanin akciger,
kalp ve diger organ muayeneleri normaldi. Ensefalit veya menenijit bulgular yoktu. Ates
39°C, nabiz 108/dakika, kan basinci 145/90mmHg, solunum sayisi 22/dakika olarak
saptandi. Hasta, riketsiyal enfeksiyon 6n tanisi ile enfeksiyon hastaliklari servisine yatinldi.
Biyokimyasal kan tetkiklerinde; hemoglobin 9.95 g/dl, hematokrit %30.9, I6kosit 7.43
g/L, C-reaktif protein 46.3 mg/L, sedimentasyon 15 mm/saat, tire 9 mg/dl, kreatinin
0.56 mg/dl, glukoz 102 mg/dl, AST 66 U/L, ALT 50 U/L, ALP 61 U/L, GGT 40 U/L, total
bilirubin 3 mg/d|, elektrolitler ve tam idrar tahlili normal parametrelerdeydi. Hastadan
tanisal amacl alinan serum Ornegi ile birlikte tache noire lezyonundan gerceklestirilen
punch biyopsi soguk zincir altinda Tiirkiye Halk Saghgr Genel Midurliigu Laboratuvarina
gonderildi. Hastaya sivi elektrolit tedavisi ile birlikte doksisiklin tablet 2 x 100 mg oral
tedavi baslandi. Laboratuvar tetkikleri sonucu, serum 6rneklerinde riketsiyal serolojinin
negatif, punch biyopsi 6rneginde Rickettsia spp. PCR sonucunun pozitif oldugu saptandi.
Yatish tedavinin Ggtincli gliniinde ylksek ates ve kas, eklem agrilari geriledi, besinci glinde
aktif goriinimdeki deri lezyonlari solmaya basladi. Yatarak tedavinin besinci gliniinde
istah durumu diizelen hasta, oral doksisiklin 2 x 1 tablet tedavisini 10 gtine kadar evinde
tamamlanmasi karariyla taburcu edildi. Bir hafta sonraki poliklinik kontroliinde klinik ve
laboratuvar degerlerinin timiyle diizeldigi gorildu.

Hastadan alinan serum 6rnegi IFAT testi ile degerlendirildi. IFAT icin R.conorii antijeni
kapli ticari kit (Vircell Granada, ispanya) kullanildi ve test dreticinin tarif ettigi sekilde
uygulandi. Birinci serum orneginde R.conorii IgM ve IgG antikor varligi negatif olarak
belirlendi. Tedaviden bir hafta sonraki kontrolde hastadan alinan serum 6rneginde R.conorii
IgM 1/192 titrede, IgG 1/320 titrede pozitif olarak saptandi. DNA ekstraksiyonu, PCR ve
DNA dizi analizi icin; punch biyopsi 6rnegi, tizerine 500 pl PBS eklenerek Magnalyser
homojenizasyon cihazinda (Roche, Rotkreuz isvicre) homojenize edildi. Homojenize doku
orneginden 100 pl alindi ve doku ekstraksiyon kiti (Qiagen, Hilden, Almanya) kullanilarak
DNA ekstraksiyonu yapildi.

Patojen Rickettsia tiirlerini belirlemek icin Kato ve arkadaslar® tarafindan 2013
yihinda bildirilen PanR8 primer ve probu kullanilarak rt-PCR ile tanimlama yapildi. PCR
reaksiyonu, LightCycler probe master karisimi (Roche, Mainnheim Almanya) kullanilarak,
LightCycler96 (Roche, Mainnheim Almanya) rt-PCR cihazinda gerceklestirildi. Rt-PCR’de
Rickettsia spp. pozitif bulunan ornek, tir tayini yapilabilmesi icin iki farkl gen bdlgesinin
konvansiyonel PCR’si uygulandi ve PCR uriinlerinin DNA dizi analizleri yapildi.
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Resim 1. Rickettsia ompA ve gltA gen bdlgelerinin PCR'si, M.
Marker (100 bp), 1-(gltA), 4-(ompA) Rickettsia pozitif kontrol,
3,6-negatif kontrol, 2-hasta gltA 5-hasta ompA.

Rickettsia turlerinin tanimlanmasinda ve tur diizeyinde adlandirabilmeleri icin gltA ve
ompA gen bélgelerinin DNA dizi analizleri en cok kullanilan yéntemdir®’. Bu amacgla gitA
(sitrat sentez) gen bolgesinin amplifikasyonu icin Regnery ve arkadaslarinin® 6nerdigi
RpCS.877/RpCS.1258 primerleri ve protokoll ile, ompA (dis membran protein A) gen
bélgesinin amplifikasyonu icin Roux ve arkadaslarinin’ énerdigi Rr190.70/Rr190.701
primerleri ve protokol uygulanarak konvansiyonel PCR gerceklestirildi. PCR Urtnleri gltA
bélgesi icin 381 bp, ompA bélgesi icin 630 bp Uriin varliginda pozitif olarak kabul edildi
(Resim 1).

Sekans analizi icin, PCR amplifikasyon urlnlerini saflagtirmada, “ExoSAP-IT™ PCR
Product Cleanup Reagent” kiti (ThermoFisher Scientific, ABD), kit prosediriine goére
kullanildi. ABI 3730XL Sanger dizileme cihazi (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve
BigDye Terminator v3.1 Cycle Dizileme Kiti (Applied Biosystems, Foster City, Kanada)
kullanilarak DNA dizi analizi elde edildi.

DNA dizi analiz verileri “Basic Local Alignment Search Tool (Blast version 2.0)”
programi kullanilarak GenBank verileri ile karsilastirldiginda gltA sekansi erisim numarasi
JN182786 olan R.conorii ile %99, ompA sekansi erisim numarasi KR401144 olan R.conorii
ile %99 uyumlu olarak saptandi. DNA dizi analiz sonuglar ve GenBank'taki diger
Rickettsia turlerinin verileri de kullanilarak MAGA 5.1 programinda Clustal W-MegAlign
ile filogenetik agac olusturuldugunda da etkenin R.conorii oldugu gozlendi (Sekil 1,2).

TARTISMA

Ulkemizde insanlardan R.conorii'nin izolasyonu ve molekiiler tanisina iligkin ilk bildirim
Kuloglu ve arkadaslari? tarafindan Trakya Bélgesi'nden yapilmistir. Rickettsia vektérii olan
kenelerde R.conorii varligi ise Gargili ve arkadaslari® tarafindan ilk defa istanbul’da yaptik-
lari calismada bildirilmistir. Bu olgu sunumunda, Trakya Bolgesi'nde riketsiyal enfeksiyon
semptomlari gésteren hastadan etyolojik etken olarak R.conorii tanimlanmigtir. Ulkemi-
zin diger bolgelerinde molekiiler yontemlerle tanimlanmig R.conorii bildirimi  bulunma-
maktadir. Orta Anadolu bolgesindeki Yozgat, Ankara, Corum, Tokat illerinde kenelerde
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| MF511253 Rickettsia raoultii

KY937992 Rickettsia aeschlimannii
AYT37684 Ricketisia marmionii
MF002541 Ricketisia sibirica
|KJ645939 Rickettsia africae

| KJ158742 Rickettsia parkeri

AYT743327 Rickettsia japonica

KJ735644 Rickettsia rickettsii

JN182787 Rickettsia slovaca
|JN‘I 82786 Rickettsia conorii

/ | A Rickettsia conorii AO-Corlu

[l L 1 1 Il ]
0.005 0.004 0.003 0.002 0.001 0.000

Sekil 1. Hasta érneginden izole edilen Rickettsia conorii gltA (sitrat sentez geni) sekans verileri ve
GenBank'ta kayitl diger Rickettsia tiirlerinin gltA verileriyle MEGAS programinda UPGMA ydntemiyle
olusturulan filogenetik agag.

KTE33262 Rickelisia afncas
KJ158741 Rickaftsa parken
KY513820 Rickettsia sibinca subsp. mangoitimonae
KR401144 Rickelisia conom
A Rickettsia conorii AD-Corlu
KF791241 Rickettsia slovaca

U43B04 Rickeltsia rickettsy

KY233244 Rickeffsia massiliae
00019319 Rickedtsia japonica

—— KX506738 Rickelisia raoulti

l KF791251 Rickettsia aeschiimanni

Sekil 2. Hasta drnedinden izole edilen Rickettsia conorii ompA sekans verileri ve GenBank'ta kayitli
diger Rickettsia ttirlerinin ompA verileriyle MEGAS5 programinda Neighbour joining yéntemiyle
olusturulan filogenetik agag.

Rickettsia turlerinin arastinlmasi Gzerine yapilan calismalarda benekli ates grubu Rickettsia
turlerinden R.aeschlimannii, R.africa, R.slovaca, R.raoultii ve R.Monacensis'in varligi bildiri-
lirken R.conorii tiiri belirlenememistir®'3. Akdeniz benekli atesi etkeni olan R.conorii'nin
Ulkemizdeki cografik dagihimina yonelik yeterli epidemiyolojik bilgi bulunmamaktadir.
Akdeniz ve Ege bolgesinde hem kenelerde hem de insanlarda riketsiyal enfeksiyonlarin
etyolojik etkenlerine yonelik calismalar yapiimamistir. Ozellikle bu bélgelerde Akdeniz
benekli atesi tizerine calismalarin yapilmasi epidemiyolojik veri agisindan 6nemli olacak-
.
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Ulkemizde riketsiyal enfeksiyonlarin tanisinda genellikle serolojik yéntemler kullanil-
maktadir'#16. Serolojik yéntemler arasinda altin standart ve referans test olarak IFAT ve
antijen olarak da genellikle R.conorii kullanilmaktadir. BAG grubu icindeki Rickettsia turle-
rinin ortak antijenik yapisina bagh capraz reaksiyon gozlendiginden, IFAT tir diizeyinde
etyolojik etkenin belirlenmesinde yetersiz kalmaktadir'#. Kuscu ve arkadaslari'’ Adana
Bolgesi'nde benekli ates tanisi alan bir hastada, R.conorii antijeni kullanilarak gercekles-
tirilen IFAT'da seropozitiflik belirlerken, biyopsi 6érneginde yapilan molekiler calismalar-
da etyolojik etkeni R.sibirica mongolitimonae olarak tanimlamiglardir. Buna bagh olarak,
serolojik testte R.conorii antijeni kullanilarak seropozitiflik belirlenen olgularda etyolojik
etken olarak sadece R.conorii dugtinilmemeli ve lilkemizde kenelerde bildirilen diger BAG
Rickettsia tirlerinin de olabilecegi akilda bulundurulmalidir.

Riketsiyal enfeksiyonlara yonelik laboratuvar tanisinda seroloji 6nemlidir fakat bu ol-
guda da oldugu gibi akut donemde antikor yanitinin ortaya ¢cikmamasina bagh negatif
bildirimler olabilmektedir. Riketsiyal enfeksiyonlarda etiyolojik etkenin belirlenmesinde
molekiiler ydntemler daha etkin bir sekilde kullaniimaktadir'. Riketsiyal enfeksiyonlarda
molekiiler tani yontemlerinde kullanilan klinik 6rnekler genellikle kan ve taze biyopsi or-
nekleridir. Kandaki bakteri sayisinin diistik olmasindan dolayi fatal seyirli olgular disinda
kan orneklerinde Ricketsia tirlerini saptamada PCR’nin duyarlihgr yiksek degildir. BAG,
Rickettsia turlerinin DNA'larini belirlemede doku biyopsi ornekleri kan orneklerinden
daha faydalidir. Molekdiler yontemler icin en kiymetli klinik 6rnek eskar punch biyopsi,
eskar eksudasindan alinan siiriintii ve eskar kalintisidir®*. Etyolojik etkenin tam olarak
tanimlanmasi icin molekiler ve kiiltir calismalarina yonelik punch biyopsi drneklerinin
alinmasi 6nem arz etmektedir.

Bu olgu sunumunda hasta anamnezinde kene tutulumunun tespitine yonelik net bir
ifade alinamamigtir. Bazen kenelerin nimf ve erigkin formlar ¢ok kiiciik olup vicut lize-
rinde gozlemlenemeyebilmektedir. Bu nedenle klinik olarak dokiintili atesle seyreden
olgularda riketsiyal enfeksiyon akilda bulundurulmalidir.
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