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Rickettsia turleri, gram negatif, kiicik pleomorfik kokobasil seklinde, zorunlu hiicre ici yerlesim gosteren
bakterilerdir. Bu bakterilerin cogunlugu keneler tarafindan tasinir. Dermacentor cinsi kenelerin tasidig,
benekli ates grubu icindeki Rickettsia tirlerinden Rickettsia slovaca ve Rickettsia raoultii, kene kaynakli
lenfadenopatiye (Tickborne Lymphadenopathy-TIBOLA veya Dermacentor-borne necrotic erythema and
lymphadenopathy- DEBONEL) neden olmaktadir. Rickettsia turleri zorunlu hiicre ici bakteriler oldugu icin
hiicre kilturlerinde Uretilebilirler. Shell-vial santrifligasyon hiicre kiilttirii yontemiile hem klinik hem de kene
orneklerinden Rickettsia tirlerinin izolasyon sansi artirlmistir. Bu calismada, insanlarda saptanan iki adet
Dermacentor marginatus tiiri keneden, VERO hiicresi kullanilarak shell-vial santrifligasyon hiicre kiltiri
yoéntemi ile R.slovaca izolasyonun yapilmasi amaclanmistir. Kiltiir asamasina gegcmeden 6nce kenelerin
tiplendirilmesi, dezenfeksiyonu, diseksiyonu, hemolenf testi, homojenizasyonu, DNA ekstraksiyonu ve
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR) yéntemlerini iceren bir algoritma izlenmigstir. Stereo
mikroskopta kenelerin tiplendirilmesinin takibinde iyodin-alkol dezenfeksiyonu yapilmistir. Ekstremite
diseksiyonu ile kenelerin hemolenfleri elde edilmis ve Rickettsia pozitif serumla indirekt floresan antikor
testi (IFAT) uygulanmistir. Hemolenf icinde Rickettsia benzeri bakterileri icerdigi belirlenen keneler
homojenize edilmis ve bir boéliminden DNA ekstraksiyonu yapilmistir. Rickettsia cins spesifik PanR8
primer ve problari kullanilarak Rt-PCR ile kenelerde Rickettsia spp. PCR pozitifligi saptanmustir. Rickettsia
kaltird icin Vero hiicreleri kullanilarak shell-vial icine pasajlanan Vero hiicrelerinin monolayer olusturmasi
beklenmistir. Rickettsia ydoniinden hemolenf ve Rt-PCR pozitif homojenize kene 6rneklerinden Vero hiicre
kalttrlerine inokilasyon yapilmis ve shell-vial santrifligasyon yontemi ile inokiilum icinde siispanse olan
bakterilerin hicrelere yaklagtinimalari saglanmistir. Hiicreler, 36°C’'de %5 CO,’li etiivde bes gunliik
inklibasyondan sonra kazinarak kaldiriimistir. Elde edilen hiicre stispansiyonundan bir miktar lamlara fikse
edildikten sonra Rickettsia pozitif serum kullanilarak IFAT calisiimistir. Floresan mikroskopta Vero hiicreleri
icinde floresan veren bakteriler gézlenmistir. Bu hiicre sispansiyonu, bakteri Gremesini artirmak amaciyla
tekrar Vero hiicre kiiltiiriine inokiile edilerek 5-7 giin inkiibe edilmistir. Uretilen bakteri siispansiyonundan
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DNA ekstraksiyonu yapilarak Rickettsia tirlerinin tanimlanmasinda kullanilan sitrat sentez (gltA) ve dis
membran protein A (ompA) gen bdlgeleri konvansiyonel PCR yontemi uygulanarak gosterilmistir. PCR
amplifikasyon driinlerinin DNA dizi analizi yapilmisti. DNA dizi analiz sonuglari Genbank verileri ile
karsilastinldiginda gltA dizi analizi accesion number AY129301.1 R.slovaca ile OmpA dizi analizi, accesion
number KF791242.1 R.slovaca ile %100 benzer bulunmustur. Ayrica, filogenetik analizlerde izole edilen
iki susun da R.slovaca oldugu ortaya konulmustur. Bu calisma sonucunda, tilkemizde ilk defa D.marginatus
tlrl kenelerden hiicre kiiltiiri yontemi ile R.slovaca izolasyonu bildirilmistir.

Anahtar kelimeler: Rickettsia slovaca; kene; hticre kdiltirc.

ABSTRACT

Rickettsia species are gram negative, small pleomorphic coccobacilli, obligate intracellular bacteria.
The majority of these bacteria are transported by the ticks. Rickettsia slovaca and Rickettsia raoultii are
among the Rickettsia species in the spotted fever group and carried by Dermacentor species ticks, that
cause tick-borne lymphadenopathy (Tickborne Lymphadenopathy-TIBOLA or Dermacentor-borne
necrotic erythema and lymphadenopathy- DEBONEL). Rickettsia species are obligate intracellular bacteria
and they can be cultivated in cell cultures. The chance of isolation of Rickettsia species from clinical and
tick specimens has been increased by the shell-vial centrifugation cell culture method. The aim of this
study was to isolate R.slovaca from two Dermacentor marginatus species ticks which were detected in
humans by the use of shell-vial centrifugation cell culture method using VERO cell. Before proceeding
to the culture stage, an algorithm including description, disinfection, dissection of ticks and methods
of hemolymph, homogenization, DNA extraction and real-time PCR was performed. lodine-alcohol
disinfection was performed following identification of the ticks with the use of a stereo microscope.
Ticks hemolymph were obtained with extremity dissection of ticks and indirect fluorescence antibody
(IFA) test was performed with Rickettsia positive sera. Ticks identified as containing Rickettsia like bacteria
in hemolymph were homogenized and DNA extraction was performed from homogenate of ticks. By
real-time PCR, using Rickettsia genus-specific PanR8 primers and probes, PCR positive Rickettsia spp.
were determined among the ticks. Vero cells that have formed monolayer in vials were used for Rickettsia
culture. Homogenized tick samples which were positive for Rickettsia in hemolymph and real-time PCR
methods were inoculated to cell culture vials. Suspended bacteria in the inoculum were allowed to
approach the cells by the shell-vial centrifugation method. Cells were scraped after five days of incubation
in 5% CO, at 36°C. An aliquot of the determined cell suspension was fixed to the slides and then
IFA was performed using Rickettsia positive sera. In fluorescence microscopy examination, adhered and
proliferated bacteria were observed on Vero cells. This cell suspension was again inoculated into the Vero
cell cultures to increase bacterial replication and taken for 5-7 days of incubation. DNA was extracted
from the suspension of the cultivated bacteria. Conventional PCR of citrate synthase (gltA) and outer
membrane protein A (ompA) gene regions were used to identify Rickettsia species. DNA sequence analysis
of PCR amplification products were determined. DNA sequence results were compared to Genbank data
and found that the gltA sequence was 100%, similar to R.slovaca with accession number AY129301.1 and
the ompA sequence was 100%, similar to R.slovaca with accession number KF791242.1. In addition, the
two strains isolated in phylogenetic analysis were found to be R.slovaca. As a result, R.slovaca isolation
from of D.marginatus type ticks has been reported for the first time in our country by the cell culture
method.

Keywords: Rickettsia slovaca; tick; cell culture.

GiRiS
Rickettsia turleri, Rickettsiaceae cinsinde bulunan gram negatif, kiiciik pleomorfik ko-
kobasil seklinde bulunan zorunlu hiicre ici bakterilerdir. Rickettsia cinsi, serolojik ve geno-

tipik olarak benekli ates grubu (BAG), tiflis grubu, Rickettsia belli ve Rickettsia canadensis
olarak dért gruba ayrilir'. BAG’daki Rickettsia aeschlimannii, Rickettsia africa, Rickettsia slo-
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vaca, Rickettsia raoultii, Rickettsia helvetica, Rickettsia monacensis, Rickettsia massiliae, Ric-
kettsia conorii Avrupa, Asya ve Afrika’da rapor edilmis insan patojen tiirlerdir'. BAG'daki
Rickettsia tirlerinin cogunlugunda vektor kenelerdir. Dermacentor cinsi kenelerin tasidigi
BAG icindeki Rickettsia tirlerinden R.slovaca ve R.raoultii kene kaynakl lenfadenopatiye
(Tickborne Lymphadenopathy-TIBOLA veya Dermacentor-borne necrotic erythema and
lymphadenopathy- DEBONEL) neden olur?. Yetiskin Dermacentor kenelerinin aktivitele-
rine bagh olarak TIBOLA genellikle Mart-Mayis ve Eylil-Kasim aylarinda gozlenmektedir.
Dermacentor turu keneler genellikle sach bolgelere tutunduklari icin ilk gelisen lezyon sag
arasindaki deri dokusunda eskar (tache noire) olusur ve takiben servikal lenfadenopati
gelisir. Klinik bulgular genellikle 1-2 hafta icerisinde bag agrisi, agrili lenfadenopati, hafif
ates, ciltte dokunt, 1sirk bolgesinde agrili eskar ve nadiren yiizde 6dem ile kendini gos-
terir'2. Bircok riketsiyal enfeksiyonda makiilopapiiler, vezikiiler ve petesiyal lezyonlar da
gozlenir3.

Riketsiyal enfeksiyonlarin laboratuvar tanisinda serolojik, molekiler ve kiltir yontem-
leri kullaniimaktadir. Serolojik yontemlerden indirekt floresan antikor teknigi (IFAT) ve
“enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)” en cok kullanilan ydntemlerdir®. Mole-
kiler yontemlerden polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve ardindan amplifikasyon urin-
lerinin DNA dizi analizi Rickettsia tirlerinin tanimlanmasi ve ayriminda kullaniimaktadir.
Tanimlama ve ayrimda en c¢ok kullanilan gen bolgeleri sitrat sentez (g/tA) ve dis membran
proteinlerini (OmpA ve OmpB) kodlayan gen bélgeleridir'. Rickettsia tiirleri zorunlu hiic-
re ici bakteriler oldugu icin Uretilmelerinde hiicre kilturleri, embriyonlu tavuk yumurta-
lari ve deney hayvanlari kullaniimaktadir. izolasyon calismalarinda biyogiivenlik diizeyi 3
laboratuvarlar kullanilmalidir®.

Bu calismada, shell-vial santrifiigasyon hiicre kiiltliri yontemi ile insanlarda bulunan
Dermacentor marginatus tiri iki keneden R.slovaca izolasyonu ve molekuler yontemlerle
tdr tayinin yapilmasi amaglanmugtir.

GEREC ve YONTEM
Kene Tiplendirmesi ve Dezenfeksiyonu

insanlar Gizerinden ¢ikartilan iki kene stereo mikroskop altinda morfolojik 6zelliklerine
gore degerlendirilerek tiir tayini yapildi®. Keneler iyodin-alkol icinde 10 dakika dezenfek-
siyon icin bekletildi. Alkolden cikartilan keneler steril distile su ile birkag kez yikandi ve
steril kurutma kagidinda kurutuldu®.

Hemolenf immiin Floresan Antikor Testi

Steril bisturi ve pens yardimi ile kenelerin son ekstremitesi kesilerek kene hemolenfi-
nin IFAT lami Gzerine bir miktar damlamasi saglandi. Lamdaki hemolenf kurutulduktan
sonra asetonla fikse edildi. Fikse edilmis hemolenf, Rickettsia pozitif serum (1/100 dillie)
kullanilarak IFAT uygulandi. IFAT testinde elma yesili Rickettsia benzeri bakteri gorilmesi
ile Rickettsia hemolenf testi pozitif kabul edildi®”.
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Kene Homojenizasyonu, DNA Ekstraksiyonu ve Gercek Zamanl Polimeraz
Zincir Reaksiyonu

Hemolenf testi pozitif olarak belirlenen keneler beyin kalp inflizyon buyyon icine alinarak
Magnalyser homojenizasyon cihazinda (Roche, Rotkreuz, isvicre) homojenize edildi. Homo-
jenizasyondan 100 pl alinarak doku ekstraksiyon kiti (Qiagen, Hilden, Almanya) kullanilarak
DNA ekstraksiyonu yapildi.

Patojen Rickettsia tiirlerini belirlemek icin Kato ve arkadaslan® tarafindan tanimlanmis olan
ve PanR8 primer ve prob kullanilan Rt-PCR yontemi kullanildi. PCR, LightCycler prob master
karigimi (Roche, Mainheim, Almanya) kullanilarak, LightCycler96 (Roche, Mainnheim, Al-
manya) Rt-PCR cihazinda uygulandi.

Hiicre Kulturi

Rickettsia turlerinin bazilarinin virlansinin yiiksek olmasi dolayisiyla kiiltur islemleri bakteri
stispansiyonundan DNA elde edilme asamasina kadar Halk Saghg Genel Muddrligi biyo-
glivenlik diizeyi 3 laboratuvarinda gerceklestirildi. PCR ve hemolenf testleri pozitif olarak
saptanan orneklere hiicre kiltird yapildi. Vero (ATTC CCL-81) hiicreleri penisilin ve strepto-
misin iceren “Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)” ve %5 fetal sigir serum (FBS)
iceren viallere pasajlandi ve monolayer olusturmasi saglandi. Monolayer olusturulan viallere
hemolenf ve PCR pozitif kene homojenizatindan 100 l inokiile edildi. inokiilumdaki bakteri-
lerin monolayer olusturmus hiicrelere yaklastirmak icin htcre vialleri 1 saat 700 xg’de santri-
fuj edildi. Bir glin stireyle 36°C’de %5 CO,'li etlivde inklibasyona birakildi. Birinci giin, kulttir
vasati %5 FBS iceren antibiyotiksiz DMEM ile degistirildi ve bes giin inkiibasyona birakildi®®.
inkiibasyondan sonra enfekte hiicreler kazinarak toplandi ve iyice siispanse edildi. Enfekte
hticre stispansiyonundan 10 pl alinarak IFAT lamlarina kaplandi, kurutulduktan sonra aseton-
la fikse edildi ve Rickettsia pozitif serum kullanilarak IFAT ile hiicrelerde tireme olup olmadig
kontrol edildi®. Ureme olan hiicreler tekrar Vero hiicre kiiltiiriine inokiile edilerek cogaltild.
Uretilen hiicreler toplandi ve parcalanarak Rickettsia bakteri siispansiyonu elde edildi. Rickett-
sia bakteri stispansiyonundan DNA ekstraksiyonu yapildi ve tir tayininde kullanildi.

Konvansiyonel Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve DNA Dizi Analizi

Rickettsia tiirlerinin tlr dlizeyinde tanimlanmasinda, DNA dizi analizi 6ncesi gltA ve ompA
gen bélgelerinin tespiti icin PCR uygulandi'®'!. Bu amacla, gltA (sitrat sentez) gen bolgesi-
nin amplifikasyonu icin Regnery ve arkadaslarinin'’ énerdigi RpCS.877/RpCS.1258 primer-
ler ve protokol, ompA (dis membran protein A) gen bolgesinin amplifikasyonu icin Roux ve
arkadaslarinin'® 6nerdigi Rr190.70/Rr190.701 primerler ve protokol kullanildi.

Sekans analizi icin, PCR amplifikasyon urunlerini saflastirmada, “ExoSAP-IT™ PCR Product
Cleanup Reagent (Thermo Fisher Scientific, ABD)” kiti, prosedurlerine uyularak kullanildi.
ABI 3730XL Sanger dizileme cihazi (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye Termi-
nator v3.1 Cycle Dizileme Kiti (Applied Biosystems, Foster City, CA) kullanilarak DNA sekansi
elde edildi. DNA dizi analizi verileri “Basic Local Alignment Search Tool (Blast version 2.0)"
programi kullanilarak GenBank verileri ile karsilastirildi.
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Filogenetik Analiz ve Agag¢ Olusturulmasi

Bu amacla MEGA5 programindan yararlanildi. Filogenetik agac olusturmak icin “ne-
ighbour-joining” yontemi, istatistiki gtivenirliligi ortaya koymak icin filogenetik test olarak
Bootstrap yontem, Kimura 2 parameter model uygulandi.

BULGULAR

Kene tutunmus iki bireyden cikarilan keneler morfolojik 6zelliklerine gore D.marginatus
olarak tiplendirilmistir (Resim 1A). iki kenenin hemolenf IFA testleri yapilarak kirmizi zemin
Uzerinde elma yesili renkte bakteri benzeri olusumlar gézlenmistir (Resim 1B). Kenelerden
elde edilen DNA’larda Rt-PCR yontemi ile Rickettsia spp. pozitif olarak belirlenmistir. He-
molenf IFAT ve Rickettsia Rt-PCR pozitif 6rneklerin Vero hiicre kilturlerine inokilasyonlari
sonrasinda toplanan enfekte hicrelerin Rickettsia pozitif serum kullanilarak gerceklestirilen
IFAT testi sonucu, hiicrelere tutunmus ve hicreleri sarmis durumda bakteriler gozlenmistir
(Resim 1C). Rickettsia spp. enfekte Vero hicrelerinin parcalanmasi ve homojenize edilme-
leri ile bakteri sispansiyonu elde edilmistir (Resim 1D).

Bakteri stispansiyonundan yapilan DNA izolasyonu sonrasi calisilan konvansiyonel
PCR durunleri jel elektroforezinde yiritildiginde gltA bolgesi 381 baz cifti (bp), ompA
bolgesi 630 bp biyukliginde goézlenmistir. Elde edilen PCR uriinlerine uygulanan DNA
dizi analizi sonuclari Genbank verileri ile karsilastirldiginda gltA sekanslar erisim numara-
st AY129301.1 R.slovaca ile ompA sekanslari, erisim numarasi KF791242.1 R.slovaca ile
%100 benzer bulunmustur. Filogenetik analiz sonrasi izolatlarimizin ompA gen dizisi,
Genbank kayith tanimlanmis izolat sekans verileri de kullanilarak, MEGAS5 programinda

Resim 1. A. Stereo mikroskopta kene tanimlamasi ve diseksiyonu. B. Hemolenf IFAT'da Rickettsia benzeri
bakteriler. C. IFAT ile hiicre kiiltiiriinde bakterilerin Vero hiicrelerine tutunmasinin belirlenmesi. D. Hticre
kdiltiiriinde diretilmis Rickettsia bakteri stispansiyonunun IFAT'da gériintdisi.
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neighbour-joining yontemi ile olusturulan filogenetik agacta bootstraps degeri %99 ile
yuksek guvenirlilikle, erisim numarasi KF791241 R.slovaca grubunda bulunmustur. g/tA
gen dizisi, olusturulan filogenetik ajacta boorstraps degeri %64 ile zayif giivenirlilikle
erisim numarasi JN182787 R.slovaca grubunda belirlenmistir (Sekil 1,2).

KT633262 Rickettsia africae
KJ158741 Rickettsia parkeri

KY513920 Rickettsia sibirica subsp. mongolitimonae
KR401144 Rickettsia conorii
U43804 Rickettsia rickettsii
KF791241 Rickettsia slovaca
98 60
4|99 Rickettsia slovaca D.marg 2016 ANK

Rickettsia slovaca D.marg 2017 ANK

KY233244 Rickettsia massiliae
DQO019319 Rickettsia japonica

—— KX506738 Rickettsia raoultii

1001 KF791251 Rickettsia aeschlimannii

——
0.005

Sekil 1. D.marginatus tiiri kenelerden izole edilen R.slovaca ompA geni 630 bp sekans verileri ve
GenBank'ta kayitl diger Rickettsia tirlerinin ompA verileriyle MEGAS programinda neighbour-joining
istatistiksel yéntem, Bootstrap yontem, Kimura 2 parameter model ile olusturulan filogenetik agag.

| Rickettsia slovaca D.marg 2016 ANK
64

Rickettsia slovaca D.marg 2017 ANK
44 ‘ JN182787 Rickettsia slovaca
JN182786 Rickettsia conorii

AY737684 Rickettsia marmionii

45

AY743327 Rickettsia japonica
50 MF511253 Rickettsia raoultii
45 1KY937992 Rickettsia aeschlimannii
MF002541 Rickettsia sibirica
KJ645939 Rickettsia africae

o| KJ158742 Rickettsia parkeri
2 KJ735644 Rickettsia rickettsii

N

—
0.0005

Sekil 2. D.marginatus tiirti kenelerden izole edilen R.slovaca gltA geni 380 bp sekans verileri ve
GenBank'ta kayith diger Rickettsia tiirlerinin gltA verileriyle MEGAS programinda neighbour-joining
istatistiksel yontem, Bootstrap yéntem, Kimura 2 parameter model ile olusturulan filogenetik agag.
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TARTISMA

Riketsiyal enfeksiyonlarin laboratuvar tanisinda serolojik, molekuler ve kilttr yontemleri
kullanilmaktadir. Kultir islemleri komplike oldugu ve teknik ekipman gerektirdigi icin ge-
nellikle referans laboratuvarlarda yapilabilmektedir®. Ulkemizden ilk Rickettsia spp. izolas-
yon calismasi 2000’li yillarin basinda klinik rneklerden Kuloglu ve arkadaslari'? tarafindan
Fransa Rickettsia Referans Laboratuvarinda yapilmistir. Riketsiyal enfeksiyonlarin tanisinda
serolojik ve molekiiler yontemlerin kullaniminin yayginlasmasina ve kolay olmasina bagl
olarak tani ve epidemiyolojik calismalarda her iki yontem kdltiire gore daha ¢ok kullanil-
maktadir'>2!, Serolojide BAG icindeki Rickettsia tiirlerinin ortak antijenik yapisina bagl
capraz reaksiyon gozlenmesinden dolayi IFAT, tir diizeyinde bir ayrim yaparak etiyolojik
etkenin belirlenmesinde yetersiz kalmaktadir'->#. Ulkemizde klinik érneklerden ve vektor
konumundaki kenelerden yapilan molekiler calismalarda PCR ve DNA dizi analizi uy-
gulanmis, insanlar icin patojen veya patojen olmayan tiirlerden R.aeschlimannii, R.africa,
R.slovaca, R.raoultii, R.monacensis, R.conorii, Rickettsia sibirica, Rickettsia mongolitimonae,
R.helvetica, Rickettsia felis ve Rickettsia hoogstraalii bildirilmistir'>182!. Calismamizda hiicre
kiltirt yontemi ile D.marginatus tiri kenelerden R.slovaca izolasyonu yapilmistir.

Riketsiyal enfeksiyonlarin tanisinda kiltiriin duyarliigr seroloji ve PCR’ye gore daha
azdir. Kiiltir duyarlihgr kullanilan klinik materyale gére degisiklik géstermektedir®®. Etken
mikrovaskiler dokuya yerlesim gostermeye meyilli oldugu icin kanda bakteri yogunlugu
dustktdr. Kandan izolasyon icin enfeksiyonun erken fazinda 6rnek alinmalidir. Mikrovas-
kiler dokuya yerlesime bagl deride gelisen lezyonlardan yapilan deri biyopsi 6rnekleri,
Rickettsia turlerinin hicre kiltirtinde tretilmelerinde kullanilan 6nemli klinik materyaller-
dendir’. Gelisen lenfadenopatiye bagl alinan aspirasyon materyalleri steril sartlarda alin-
diginda kultir materyali olarak da kullanilabilmektedir. Kultr icin klinik érnekler tercihen
dondurulmamis, taze ve antibiyotik tedavisi baslamadan 6nce alinmalidir. Homojenize
edilmis doku biyopsi 6rneklerinin shell-vial santrifligasyon yontemi ile hiicre kltiirlerine
ekimleri yapilarak izolasyon ihtimalleri yiikseltilebilmektedir®. Rickettsia kiiltiiriinde Vero,
L929, HEL, XTC-2, veya MRCS5 hiicreleri ve kene hicrelerinden elde edilmis hiicre hatlari
kullanilabilmektedir*. Bu calismada Vero hiicre hatti kullanilmistir. izolasyon asamasindaki
hicre kilttrd calismalari, kontaminasyonu ve laboratuvar kaynakli bulasi 6nlemek icin bi-
yoguvenlik diizeyi 3 laboratuvarda yapilmistir. Belirli asamadan sonra antibiyotiksiz vasat
kullanilmasi ve komplike islemlerin yapilmasi kontaminasyon riskini artirmaktadir. Calis-
malarda kontaminasyonu engellemek ve Rickettsia tiirlerinin bazilarinin virtilansinin yGk-
sek olmasi nedeniyle, uygulamalar biyoguvenlik diizeyi 3 laboratuvarlarinda yapilmahdir.
Klinik 6rneklerin alinmasi sirasinda ¢apraz kontaminasyona neden olmamak icin asepsi/
antisepsi kurallarina dikkat edilmelidir.

D.marginatus turld keneler R.slovaca ve R.raoultii icin ana rezervuar olarak bildiril-
mektedir?. Ulkemizde insanlardan cikarilan kenelerde yapilan molekiiler calismalarda
D.marginatus tira kenelerin Ankara’da %65’inin, Yozgat'ta %23’tnin, Corum’da %76's1-
nin cogunlukla R.slovaca, nadiren ise R.raoultii ile enfekte oldugu bildirilmistir'>'8. Ulke-
mizde kenelerde yapilan calismalar molekiler tabanl Rickettsia turlerinin DNA'sinin be-
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lirlenmesine yonelik olup, etkenin izolasyonuna yonelik bir calismaya rastlanamamistir.
Bu calismada, llkemizde ilk defa Rickettsia turlerinin vektori konumundaki kenelerden
R.slovaca shell-vial hiicre kiiltiir(i yontemi ile iiretilerek izole edilmistir. Ulkemizde izolas-
yon calismalarinin, ulusal suslarin tretilmesi, serolojik calismalarda kullanilmasi; yerel sus-
lardan antijen hazirlanmasi ve yurt digina bagimligin azaltilmasi, yeni Rickettsia tirlerinin
belirlenmesi, bir sonraki calismalarda arastirmacilar icin lokal bir sus olarak kullaniimasi
acisindan faydali olacagi dugtinilmektedir.

Shell-vial hiicre kilttr yontemi, Bartonella spp., Coxiella burnetti, Rickettsia spp., Fran-
cisella tularensis gibi ge¢ ve gug Uretilen bakterilerin izolasyonunda uluslararasi referans
laboratuvarlarinda etkin olarak kullanilan bir yéntemdir®. Bartonella spp. ve F.tularensis
izolasyonuna yonelik calismalarda agar tabanli besiyerleri kullanilabilmesine karsin, insan
kanindan izolasyonlarinda shell-vial hiicre kiiltiirii 6nerilmektedir®. C.burnetti ve Rickettsia
turlerinin izolasyonunda, deney hayvanina inokilasyon kullanilan ilk yontemlerden biri ol-
masina karsilik, shell-vial hiicre kiiltiirii yontemi énerilen en 6nemli yéntemlerden biridir®.
Bu calismada, lilkemizde izolasyonlari yapilamayan bakteriyel etkenler icin kullanilabilecek
bir yontem olarak degerlendirdigimiz shell-vial hiicre kiltiri yontemi uygulanarak kene-
lerden Rickettsia spp. izolasyonuna yonelik bir calisma yapilmistir. Bu calisma, Glkemizde
shell-vial hiicre kilttrt yontemi ile yapilabilecek sonraki calismalar icin farkindalik yarata-
caktir.

Bu calismada, Rickettsia tiirlerinin molekuler tanimlanmasinda en cok kullanilan iki gen
bélgesi olan ompA (630 bp) ve gltA (380 bp) gen bdlgeleri kullanilmigtir®. Bu bdlgelerin
sekans verilerinden filogenetik agac olustururken, birbirlerine genetik uzakhgr en az olan
turler birlestirilerek olusturulan uzaklk tabanl filogenetik aga¢ yontemi olan neighbour-
joining yonteminden yararlanilmistir. Filogenetik agag¢ guvenirliligini degerlendirmek icin
bootstraps yontemi kullanilmistir. Bu calismada kullanilan 380 bp gltA gen bolgesi Rickett-
sia cinsi icin 6zgul bolgedir fakat cins icinde yer alan tirler arasinda bu bolgede niikleotid
farkhliklari cok fazla olmadigi icin tir ayrimi amach olusturulan filogenetik agacin gtive-
nirliligi zayif cikmaktadir. Tir ayriminda gltA (380 bp) gen bdlgesinin, glivenirliligi ytksek
ompA gen bdlgesi ile birlikte kullanilmasi veya gltA geninde niikleotid farkliiginin daha
fazla gozlenebilecedi uzun bir bolgenin kullaniimasi faydali olacaktir.

Mevcut veriler 1siginda Ulkemizde Dermacentor tirl keneler insan patojen Rickettsia
turlerini ylksek oranda tasimaktadir. Dermacentor tiirii kenelerin dogada aktivasyonlari
genellikle ilkbahar ve sonbahar aylarinda olmaktadir?. Genellikle insanlarda sacli deriye
(bas bolgesine) tutunmakta, bu nedenle kenelerin belirlenmesi cogunlukla gozden kaca-
bilmektedir. Buna bagl nedeni bilinmeyen servikal lenfadenopatiler ve gribal enfeksiyon
semptomlarina benzer semptomlar gelisebilir. Bu durumlarda sacli deride eskar (tache noi-
re) varligi kontrol edilmelidir. ilkbahar ve sonbahar aylarinda sacl deri bolgesine kene tutu-
lumu olaylarinda TIBOLA veya DEBONEL gelisiminin olabilecegi akilda bulundurulmalidir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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