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Coxiella burnetii, zoonotik bir enfeksiyon olan Q atesinin etiyolojik etkenidir. Gram-negatif, pleomor-
fik, kokobasil seklinde, konak hiicrenin fagolizozomlarinda ireme yetenegine sahip olan bir bakteridir.
Morfolojik olarak, kii¢tik hiicreli varyanti ve buyik hiicreli varyanti olmak tzere iki hiicre tipine sahiptir.
C.burnetii hiicre duvarindaki LPS yapisina gore serolojik olarak faz | ve faz Il varyanti olarak da ikiye ayril-
maktadir. Faz |, enfekte hayvanlarda ve insanlarda bulunan dogal fazdir ve oldukca viriilandir. Faz Il ise
virtlan degildir ve sadece hiicre kiiltiirlerinde veya embriyonlu tavuk yumurtasi kiltiirlerinde seri pasajlar-
dan sonra laboratuvarlarda elde edilebilir. Akut Q atesi, insanlarin %50’sinde asemptomatik seyrederken,
semptomatik seyrettigi kisilerde en sik grip benzeri klinik tablo, atipik pnémoni ve hepatit ile kendini gos-
termektedir. Olgularin kiiclk bir kisminda hastalik kroniklesebilir, kronik Q atesinde en sik goriilen klinik
tablo endokardittir. Bu calismada, C.burnetii faz | varyantindan, faz degisimi calismasi yapilarak C.burnetii
faz Il varyanti elde edilmesi amaclanmistir. Calismamizda, endokardit tanisi alan bir hastanin kalp kapak-
a1§1 dokusundan, hiicre kiiltiirii yéntemi ile C.burnetii izolasyonu yapilmistir. izole edilen sustan indirekt
floresan antikor testi (IFAT) icin C.burnetii faz | antijeni hazirlanmistir. C.burnetii izolasyonu ve tanimlan-
mas! icin takip eden islemler uygulanmistir. Kalp kapakgigr dokusu homojenize edilmis ve doku ekstrak-
siyon kiti ile DNA ekstraksiyonu yapilmistir. Doku DNA’sinda gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(Rt-PCR) yontemi ile C.burnetii PCR pozitif bulunmustur. C.burnetii PCR pozitif doku 6rnegi, Vero hiicre
kulttriine shell vial santrifiigasyon yontemi ile inokiile edilmistir. Bir hafta inklibasyondan sonra kaldirilan
Vero hiicreleri IFAT lamlarina fikse edilmis ve C.burnetii faz | IgG pozitif serum kullanilarak IFAT caligilmistir.
Mikroskobik alanda, Vero hiicrelerinde tremis ve hiicrelerin etrafini sarmis elma yesili renkte bakteriler
g6zlenmistir. Enfekte hiicreler dondurma ve ¢6zme islemi ile parcalanarak bakteri siispansiyonu elde edil-
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mistir. Bakteri siispansiyonundan elde edilen DNA tekrar C.burnetii Rt-PCR caligilarak PCR sonucu pozitif
belirlenmis ve klinik drnege gére daha erken siklusda pozitiflik tespit edilerek iireme dogrulanmistir. izola-
timizdan elde edilen DNA ile 27F ve 1492R primerleri kullanilarak Coxiella 16S ribozomal RNA bolgesi PCR
uygulanmis ve PCR Uriiniin DNA dizi analizi yapilarak elde edilen nikleotit dizileri GenBank’ta referans
niikleotit dizileri ile karsilastinlmistir. izolatimizin 16S ribozomal RNA niikleotit dizilisi, erisim numarasi
NR104916 olan Coxiella burnetii susu ATCC VR-615 ile %99 benzer bulunmustur. Kalp kapakgigindan
izole ettigimiz C.burnetii izolatimiz 16S ribozomal RNA dizi analizi ile de dogrulanmustir. Sustan seri hiicre
kultlri pasajlar yapilarak C.burnetii faz | varyantindan C.burnetii faz Il varyanti elde edilmeye caligilmistir.
Her pasajdan sonra C.burnetii faz | ve faz Il IgG pozitif serumlar ile IFAT uygulanarak faz degisimi gozlen-
meye calisiimistir. Seri olarak yapilan 17 hiicre kiiltliri pasaji sonunda faz degisimi g6zlenmemistir. Elde
edilen bakteri stspansiyonlarindan C.burnetii faz | IFAT antijeni hazirlanmistir. Bu ¢alismada, tlkemizde
ilk defa endokarditli bir hastanin kalp kapak¢igindan hiicre kiiltiri yontemiyle C.burnetii izolasyonu ve
izolatin molekiiler, serolojik yontemlerle tanimlanmasi sunulmustur.

Anahtar kelimeler: Coxiella burnetii; endokardit; hticre kiiltiirdi.
ABSTRACT

Coxiella burnetii is the causative agent of Q fever, a zoonotic infection. The bacteria is a gram-negative,
pleomorphic, coccobacilli and capable to survive and proliferate within the host cell’s phagolysosome.
There are two morphological cell types of C.burnetii including small and large cell variants. C.burnetii is
divided into phase | and phase Il serologically variants according to LPS structure in the cell wall. Phase
I is the natural phase found in infected animals or humans and is highly infectious. Phase Il is not very
infectious and could be obtained only in laboratories after serial passages in cell cultures or embryonated
egg cultures. Q fever can be asymptomatic (in 50% of the cases), acute or chronic. Major presentations
of acute Q fever are flu-like iliness, pneumonia, and hepatitis, whereas the chronic form presents mainly
as infective endocarditis. The aim of this study was to obtain C.burnetii phase Il variant from C.burnetii
phase | variant by a phase change study. In this study, C.burnetii was isolated by cell culture method
from the heart valve tissue of a Q fever endocarditis case. C.burnetii phase | antigen for the indirect flu-
orescent antibody test (IFAT) was prepared from the isolated strain. For the isolation and identification
of C.burnetii, heart valve tissue of the patient was homogenized and DNA was extracted by tissue ext-
raction kit. C.burnetii DNA in the valve tissue was determined by real-time PCR (Rt-PCR). This C.burnetii
DNA positive specimen was inoculated into Vero cells by shell vial centrifugation method. The scraped
Vero cells were fixed on the slides after one week of incubation and IFAT was performed using C.burnetii
phase | IgG positive sera, bacteria that were grown in and surrounding the Vero cells stained apple green
were determined microscopically. Infected cells were disrupted by freeze and thaw method to obtain
bacterial suspension. The DNA obtained from the bacterial suspension was again found to be positive
for C.burnetii by Rt-PCR. Isolation sample was found to be positive in PCR at an earlier cycle compared to
heart tissue sample, thus the bacterial growth was also confirmed with PCR. 16S ribosomal RNA gene of
our isolate was amplified by PCR using 27F and 1492 primers and then sequenced. The DNA sequences
were compared with reference DNA sequences of GeneBank; and the nucleotide sequence of the 16S
ribosomal RNA gene of our isolate was found to be 99% similar to C.burnetii strain ATCC VR-615 an
accession number NR104916. Serial cell culture passages of the isolated strain were performed to obtain
C.burnetii phase Il variant from C.burnetii phase | variant. After each passage, presence of phase change
was investigated by IFAT using C.burnetii phase | and phase Il IgG positive sera. At the end of 17 cell cul-
ture passages, phase change could not be observed. C.burnetii phase | IFAT antigen was prepared from
the obtained bacterial suspension. In this study, we presented the isolation and identification of C.burnetii
by cell culture, molecular and serological methods from the heart valve of a patient with endocarditis for
the first time in our country.

Keywords: Coxiella burnetii; endocarditis; cell culture.
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GIRi$

Coxiella burnetii, Legionellales takiminda, Coxiellaceae ailesinde, gram-negatif, pleomor-
fik, kokobasil seklinde, konak hiicrenin fagolizozomlarinda treme yetenegine sahip bir
bakteridir. Kiiclik hiicreli varyanti ve blytk hiicreli varyanti olmak tizere morfolojik olarak
iki hiicre tipine sahiptir'. C.burnetii’'nin kiiciik hiicre varyanti, hiicre diginda uzun siire canli
kalmasini saglayan, cevresel kosullara dayanikli bir yapiya dontismus halidir. Kiiciik hiicre
varyanti, enfekte hiicre fagozomunda lireme fazinda blytik hiicre varyantina donistr ve
cevresel sartlara dayanikli degildir. C.burnetii kiiclik hiicre varyanti, cevresel etkilere karsi
dayanikli olmasi, kiiclik yapisi (0.2-0.4 um genislik, 0.4-1.0 pm uzunluk) ile kolay aerosoli-
ze olmasi ve hava yolu ile kolay tasinmasi nedeniyle solunum yoluyla bulasta 6nemlidir®>.
C.burnetii'nin virtlans faktorleri, konak hiicre icinde treyebilmeleri ve hiicre duvarindaki
lipopolisakkarit (LPS) yapisidir. C.burnetii hiicre duvarindaki LPS yapisina gore serolojik
olarak faz | ve faz Il varyanti olarak da ikiye ayrilmaktadir. C.burnetii faz 1, konakgilari icin
virlilanken C.burnetii faz Il avirilandir. Faz | viriilan form hicre kultlriine ve embriyonlu
tavuk yumurtasina seri pasajlarda, bakteri genomundaki delesyona bagli, LPS yapisinda
kayiplar sonucunda aviriilan C.burnetii faz Il varyantina déniismektedir*>. C.burnetii faz
Il varyantinda LPS yapisindaki degisim, etkeni komplemana kargi duyarli hale getirirken,
C.burnetii faz | komplemanin membran atak kompleksine direncli durumda kalmaktadir.
Ayrica faz | varyantindaki LPS, C.burnetii'nin ylizey protein epitoplarina antikorlarin bag-
lanmasini engellemektedir®.

C.burnetii, zoonotik bir enfeksiyon olan Q atesinin etkenidir. Q atesi ilk defa 1936’da
Avustralya’da mezbahane calisanlarinda tanimlanmustir. Akut Q atesi, insanlarin %50sin-
de asemptomatik seyrederken, semptomatik seyrettigi kisilerde en sik grip benzeri klinik
tablo, atipik pnémoni ve hepatit ile kendini gostermektedir. Olgularin kiictik bir kisminda
hastalik kroniklesebilir, kronik Q atesinin en sik klinik gériinimu endokardit olarak bildiril-
mistir. Akut olgularda inkiibasyon dénemi etkenin alinan dozuna bagl olarak birka¢ giin
ile birkag hafta arasinda degisirken, kronik olgular aylar sonra gézlenebilmektedir'.

C.burnetii, koyun, keci, sigir gibi hayvanlarin idrar, digki, siit, dogum atiklar (plesanta,
amniyotik sivi) ve abort atiklan ile ¢evreye yayllmaktadir. Bakteri kurumaya dayanikli ol-
dugu icin hayvan barinaklarindaki gilibre ve toza karigarak aylarca canl kalabilmektedir.
C.burnetii, kontamine toz ve aerosollerin solunum yolu ile alinmasi ile insanlara bulasmakta
ve enfeksiyon olusmasina neden olmaktadir. Ayrica keneler de C.burnetii'nin vektori konu-
mundadir. Keneler kan emmeleri sirasinda veya diskilari ile etkeni bulastirir ve yayarlar’/8.

Q atesinin tanisinda seroloji, molekdler ve kiiltiirel yontemler kullaniimaktadir. Seroloji-
de altin standart test olarak indirekt floresan antikor testi (IFAT) uygulanmaktadir. Komp-
leman fiksasyon ve “Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)” testleri de tanida kul-
lanilmaktadir. Molekdiler testlerden polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile klinik 6rneklerde
C.burnetii DNA'si belirlenebilmektedir. Hiicre kiilturlerine veya embriyonlu tavuk yumurta-
larina ekimler yapilarak etken retilmektedir. C.burnetii'nin tretilmesi icin sivi ve kati kiltuir
ortami saglayan ACCM besiyerinde gelistirilmistir®.
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Bu calismada, llkemizde ilk defa endokarditli bir hastanin kalp kapak¢igr dokusundan
hicre kilturd yontemiyle C.burnetii izolasyonu, molekiiler, serolojik yontemlerle izolatin
tanimlanmasi, elde edilen izolattan faz | IFAT antijeni hazirlanmasi ve faz degisimi ¢alisma-
si sunulmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Kardiyopulmoner egzersiz dispnesi ve subfebril ates nedeniyle 35 yasindaki erkek has-
ta enfeksiyon hastaliklari klinigine basvurmugtur. Yapilan muayene ve tetkiklerde bikiispit
aort kapak, hafif-orta aort stenozu ve hafif-orta regurjitasyonu gozlenmistir. Transtorasik
ve transozofageal ekokardiyografide (TTE) aort kuspisi lizerinde bir vejetasyon belirlen-
mistir. Yuksek doz diuretik ve nitrogliserin tedavisine karsin hastada kalp yetmezIigi ge-
lismesi sonucunda acil olarak aort kapak replasmani ameliyati yapilmistir'®. Klinik olarak
enfektif endokardit disliniilen ve serolojik olarak C.burnetii faz 1 IgG 1/32.768 titrede
pozitif bulunarak kronik Q atesi endokarditi tanisi konulan hastanin, kalp kapak replas-
mani ameliyati sirasinda ¢ikariimis olan kalp kapakg¢igi dokusu laboratuvarimiza goénde-
rildi. Kalp kapakg¢igi dokusu asagida aciklanan islemler sonunda hiicre kiiltiiri yapilmak
Uzere isleme alindi.

Doku Homojenizasyonu, DNA Ekstraksiyonu ve Ger¢cek Zamanl PCR

Bir parca kalp kapakg¢igi dokusu, beyin kalp inflizyon buyyonu icine alinarak Magnaly-
ser homojenizasyon cihazinda (Roche, Rotkreuz. isvicre) homojenize edildi. Homojeni-
zasyondan 100 pl alinarak doku ekstraksiyon kiti (Qiagen, Hilden, Almanya) kullanilarak
DNA ekstraksiyonu yapildi.

C.burnetii ompA gen bélgesini belirlemede Jaton ve arkadaslarinin' 2013 yilinda bil-
dirdigi COX primerleri, probu ve protokolu kullanilarak Rt--PCR calisildi. PCR, LightCycler
probe master miks (Roche, Mainnheim Almanya) kullanilarak, LightCycler96 (Roche,
Mainnheim Almanya) Rt- PCR cihazinda uygulandi.

Hiicre Kiilturi

Gouriet ve arkadaslarinin'? énerdigi hiicre kiiltiiri protokolii asagida tarif edildigi gibi
uygulanarak PCR pozitif kalp kapak¢igr dokusu 6rnegi hiicre kiltiiriine alindi. Vero (ATTC
CCL-81) hiicreleri antibiyotikli (penisilin, streptomisin) Dulbecco’s Modified Eagle Medi-
um (DMEM) ve %5 fetal sigir serum (FBS) iceren viallere pasajlandi ve monolayer hiicre
olusturmalari saglandi. Monolayer hiicre olusturulan viallere C.burnetii PCR pozitif kalp
kapakgigi dokusu homojenizatindan 100 pl inokiile edildi. inokiilumdaki bakterileri mo-
nolayer olusturmus hiicrelere yaklastirmak icin hiicre vialleri 1 saat 700x g’de santrifij
edildi. Bir giin 36°C’de %5 CO,/li etlivde inkiibasyona birakildi. Birinci glinde kiltr
vasatl %5 FBS iceren antibiyotiksiz DMEM ile degistirildi ve bir hafta inkiibasyona bira-
kildi. inkiibasyondan sonra enfekte hiicreler kazinarak toplandi ve iyice siispanse edildi.
Enfekte hicre stspansiyonundan 10 pl alinarak IFAT lamlarina kaplandi, kurutulduktan
sonra asetonla fikse edildi ve C.burnetiifaz | immunglobulin G (IgG) pozitif serum (Vircell,
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Granada, ispanya) kullanilarak IFAT ile hiicrelerde iireme olup olmadig kontrol edildi.
Hucre stspansiyonundan DNA ekstraksiyonu yapildi Rt-PCR caligildi.

16S Ribozomal RNA PCR ve DNA Dizi Analizi

izolatimizdan elde edilen DNA’dan, 27F ve 1492R primerleri kullanilarak Coxiella 16S
ribozomal RNA bélgesi PCR'i calisildi'®. DNA dizi analizi icin PCR amplifikasyon triinlerini
saflastirma islemi, “ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent (ThermoFisher Scientific,
ABD)” ticari kiti ile firma onerilerine uygun sekilde gerceklestirildi. ABI 3730XL Sanger
dizileme cihazi (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye Terminator v3.1 Cycle
Dizileme (Applied Biosystems, Foster City, CA) kiti kullanilarak cift yonli niikleotit dizisi
elde edildi. DNA dizi analizi verileri Basic Local Alignment Search Tool (Blast version 2.0)
programi kullanilarak GenBank verileri ile karsilastirildi.

Filogenetik Analiz ve Aga¢ Olusturulmasi

Filogenetik analiz ve aga¢ olusturulmasi amaciyla “Molecular Evolutionary Genetics
Analysis version 5 (MEGA5)” programi kullanildi. Filogenetik agag olusturmak icin maxi-
mum likelihood yontemi, istatistiksel filogeni glvenirliligini ortaya koymak icin Bootstrap
metod, Kimura 2 parameter model uygulandi.

Coxiella burnetii IFAT Antijeni Hazirlanmasi ve Faz Degisimi Calismasi

IFAT antijeni hazirlamada Dupont ve arkadaslarinin 1994'te bildirdigi yontem bazi
modifikasyonlar yapilarak uygulandi. Ureme gézlenen enfekte hiicre siispansiyonundan
100 pl, tekrar Vero hticre kiltiriine inokdle edilerek bakteri cogaltildi. Enfekte hiicrelerin
vasati ayrildiktan sonra tizerine PBS eklenerek hiicre kaziyici ile kaldirildi ve bir tipe alind.
Enfekte hucreler, dondurma-¢6zdiirme ve ultrasonik banyoda sonikasyonla parcalanarak
C.burnetii bakteri stspansiyonu elde edildi. Bakteri stiispansiyonunda hicre kalintilarini
uzaklastirmak icin stispansiyon 1500 rpm‘de 5 dakika santrifiij edildi ve bakteri iceren
slipernatant ayrildi. Bakteri iceren sipernatant Uzerine formaldehit (%0.4) eklendi ve
bir glin oda sicakliginda bekletilerek inaktive edildi. C.burnetii bakteri stispansiyonu, di-
lisyonlari yapilirken yiiksek devirde vortekslendi ve bakterilerin otoagliitinasyonunu en-
gellemek icin %1 yumurta sarisi eklendi. Her dillisyondan lam godelerine 2 pl bakteri
stispansiyonu birakildi, lamlar oda sicakhiginda kurutuldu ve ardindan asetonla bakteriler
lamlara fikse edilerek antijen kapl lamlar elde edildi. IFAT, hazirlanan antijen kaph lamlar
ile Dupont ve arkadaslarinin' énerileri dogrultusunda calisildi. IFAT’da, mikroskobik ala-
na tek tek dismis, homojen bakteri yogunlugu gosteren dillisyon C.burnetii faz | antijen
olarak kullanild.

C.burnetii faz | antijenik varyantin C.burnetii faz Il antijenik varyanta donisiimiini g6z-
lemek icin izolat seri hiicre kiiltiirii pasajlarina alindi*. Her pasajdan sonra bakteri stispan-
siyonundan seri dilisyonlar yapilarak IFAT lamlarina kaplama yapildi. Her pasajdan sonra
elde edilen antijen C.burnetiifaz | ve faz Il IgG poxzitif serumlar (Vircell, Granada, ispanya)
kullanilarak IFAT calisilarak antijenik faz degisimi gozlenmeye calisildi.
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Bu calismada klinik 6rnegin hicre kiltiriine inokllasyonundan baglayan, hicre klti-
ru pasajlari ve elde edilen antijenin inaktivasyon asamasina kadar islemler biyogivenlik
diizeyi 3 (BSL3) laboratuvarinda gerceklestirildi.

BULGULAR

Kronik Q atesi endokarditi tanisi konulan hastanin, kalp kapak replasmani ameliya-
ti sirasinda cikarilmis olan ve homojenize edilen kalp kapakcigindan elde edilen DNA,
Rt-PCR’de C.burnetii yoninden pozitif bulunmustur. Homojenize dokunun Vero hiicre
kiltirine inokilasyondan 7 giin sonra mekanik olarak kaldirlan hicreler IFAT lamlarina
kaplandiktan sonra C.burnetii faz | IgG pozitif serum kullanilan IFAT’ta, yogun bakteri ile
enfekte Vero hiicreleri gozlenmistir (Resim 1).

Enfekte hiicrelerden elde edilen DNA ile tekrar Rt-PCR calisildiginda, kalp doku 6rne-
gine gore 12 siklus dnce pozitiflik belirlenmistir. PCR ct degerine gore, kiltlr materyalin-
deki DNA miktarinin artisiyla da treme dogrulanmugtir (Sekil 1).

ia (%2} Al 1200 KRG 1) 2100 M M DU TS NS WM 00 S
Crde

Sekil 1. Kalp doku drneginin ve kiiltiir 6rneginin, Real-time polimeraz zincir
reaksiyonu (Rt-PCR)’'nda ct degerlerinin karsilastiriimasi ile DNA artisinin
gosterilmesi.
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B

Resim 2. izole edilen sustan hazirlanmis antijen ile IFAT'ta; Coxiella burnetii faz | immiinglobulin
G (IgG) pozitif (A), C.burnetii faz Il IgG negatif (B) gortintdisdi.

ikinci pasaj yapilarak bir hafta sonra elde edilen enfekte hiicre siispansiyonu -80°C’
de dondurulup ¢ézdirme ve sonikasyon yapilarak enfekte Vero hiicreleri parcalanmig ve
bakteri stispansiyonu elde edilmistir. Bu stispansiyon seyreltilerek C.burnetii IFAT antijeni
hazirlanmigtir. C.burnetii faz | ve faz 1l IgG pozitif serumla yapilan cahismada C.burnetii
faz 119G pozitif, faz Il IgG negatif olarak belirlenmistir (Resim 2). izolatin C.burnetii faz |
antijenik varyant karakterinde oldugu gozlenmistir.

Bakteri siispansiyonundan elde edilen DNA ile 16S ribozomal RNA bolgesi PCR'1 cali-
silmistir. 27F ve 1492R primerlerinin kullanildigi PCR’de elde edilen amplifikasyon Griin-
lerinin ¢ift yonlii DNA dizi analizinde 1320 baz cifti (bp) buyikligiinde nikleotit dizisi
elde edilmistir. Elde edilen nikleotit dizisinin GenBank verileri ile karsilastirildiginda erisim
numarasi NR104916 olan Coxiella burnetii ATCC VR-615 susu ile %99 benzer bulunmus
ve iki nukleotit farkhhgr (566. baz pozisyonunda G-T ve 914. baz pozisyonunda C-T)
gozlenmistir.

Filogenetik analizde, izolatlarimizin 16S ribozomal RNA boélgesi dizisi ve Genbank ka-
yith tanimlanmis izolata ait dizi analizi verileri de kullanilarak, Mega5 programinda maxi-
mum likelihood yontemi ile olusturulan filogenetik agacta, filogeni guvenilirlik degerini
gosteren bootstraps degeri %100 bulunmustur (Sekil 2). izolatimizin, filogenetik analize
gore de C.burnetii oldugu ortaya konulmustur.

C.burnetii faz | izolati, faz Il varyantina donustiirmek icin seri hiicre kilturt pasajlar
yapilmis ve her pasaj sonrasinda hazirlanan antijen ile C.burnetii faz | ve faz 1l IgG po-
zitif serumla IFAT caligilmistir. Seri pasajlar 17. pasaja kadar devam ettirilmis her pasaj
sonunda C.burnetii faz | 1gG reaksiyon pozitif, faz Il IgG reaksiyon negatif belirlenmistir.
izolatimizda 17 pasaj sonunda faz Il degisimi gézlenmemistir.
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Coxiella burnetii susu Istanbul
1000 NR104916.1 Coxiella burnetii ATCC VR-615 susu

94 JQ740886.1 Coxiella burnetii At12 susu
AY342037.1 Coxiella burnetii VR145 susu
MG682448.1 Coxiella endosymbiont
’V NR116014.1 Coxiella cheraxi TO-98 susu
AB058916.1 Legionella sp. OA32
e—
0.01

Sekil 2. Kalp kapakgigi dokusundan izole edilen Coxiella burnetii susunun 16S ribozomal RNA bélgesinin 1320
bp biiytikliigiindeki dizi analizi ve GenBank'ta kayith diger Coxiella burnetii verileriyle MEGAS programinda
Maximum Likelihood ydntemi ve Bootstrap yontemi, Kimura 2 parameter model ile olusturulan filogenetik agaci.

TARTISMA

Ulkemizde Q atesine yonelik ilk calisma Sabahattin Payzin ve Sait Bilal Golem tarafin-
dan 1948 yilinda yapilmistir'>. Bu calismada tilkemizdeki akut Q atesi olgulari incelenmis
ve hasta kan ve serumlarinin deney hayvanina inokiilasyonu ile C.burnetii izolasyonu bil-
dirilmistir. Sonraki yillarda, insanlarda ve hayvanlarda bircok seroepidemiyolojik calisma
yapilmis C.burnetii'nin iilkemizde yaygin oldugu ortaya konulmustur'. Son yillarda mole-
kiler calismalarin laboratuvar kullanimina daha ¢ok girmesi ile hayvanlarda ve insanlarda
C.burnetii PCR pozitifligi goriilmektedir'é'?. Payzin ve arkadaslarinin izolasyon calismala-
rindan'® sonraki 70 yillik siireg icerisinde C.burnetii'nin insanlardan izolasyonuna yénelik
bir calismaya rastlanamamistir. Bu calismada ulkemizde ilk defa enfektif endokardit tanis
konan bir hastanin kalp kapakg¢igindan hiicre kiltiirii yontemi ile C.burnetii izolasyonu
yapilmistir. izolat 16S ribozomal RNA bélgesinin DNA dizi analizi ve C.burnetii faz | ve faz
I1'1gG pozitif serum kullanarak IFAT ile tanimlanmustir.

Shell vial hicre kiiltir yontemi, gec ve glic Uretilen hiicre ici bakterilerin izolasyonun-
da kullanilan bir yéntemdir'?. Ulkemizde bu yéntem kullanilarak C.burnetii izolasyonuna
yonelik bir bildirime rastlanamamistir. Enfektif endokardit etkenlerinden gec ve gug Ure-
tilebilen bakteriler olan C.burnetii ve Bartonella spp. otomatize kan kiltlri sistemlerinde
uretilememektedir. Kan kiltiirii negatif enfektif endokardit olgularinda etken olabildigi
bilinen C.burnetii'nin, bu hastalarda esas olarak serolojik yontemlerle (Coxiella faz | IgG)
arastiriimasi onerilmekle birlikte, shell vial hiicre kiiltirt yontemi de 6zellikle referans labo-
ratuvarlarda bu bakterinin Uretilmesi icin kullanilabilecek bir yontemdir.

insanlarda akut Q atesinde en sik rastlanan klinik tablolar grip benzeri hastalik, atipik
pnomoni ve hepatittir. Olgularin bir kismi asemptomatik seyrederken, %90inda sinirli
diizeyde ates, bas agrisi (%51), kas agrisi (%37), eklem agrisi (%27) ve oksurik (%34)
gbzlenmektedir?®. En sik goriilen bulgular ates, pulmoner belirtiler ve yiiksek karaciger en-
zim seviyesidir. Atipik pnémoni en ¢ok goriilen klinik tablodur. Dermatolojik lezyonlar ge-
nelde disinilenden daha yaygindir, gecici dokintuler, makulopaptiler lezyonlar ve daha
nadiren eritema nodozum gézlenmektedir®. Akut Q atesi olgularinin %2’si kronik forma
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déniisiir, kronik Q atesinin en yaygin gériilen klinik formu enfektif endokardittir?'. Kronik
Q atesi klinik tablosu primer enfeksiyondan aylar sonra ortaya cikabilmektedir. Kronik Q
atesi riski tasiyan kisiler genellikle kalp kapak¢igr patolojisi veya vaskiiler greftleri olan, im-
miin sistemi baskilanmis hastalar ile hamile kadinlar olarak bildirilmektedir®. Kan kiiltirii
negatif endokarditli 348 olgunun %48’inin C.burnetiiile iliskili oldugu bildirilmistir. Bu has-
talarin %91’inde kalp kapakgigi problemi, %32’sinde immiin sistem baskilanmasi bilgisi
elde edilmistir?2. Ulkemizde C.burnetii'nin neden oldugu kronik endokardit olgusu ilk defa
Simsek-Yavuz ve arkadaslari'® tarafindan 2016 yilinda bildirilmistir. Laboratuvarimizda, son
bes yilda serolojik ve molekiiler yontemlerle, C.burnetii'nin neden oldugu, bu olgu dahil
dort endokardit olgusu belirlenmistir (yayinlanmamis veri). Kiltiir negatif enfektif endo-
kardit olgularinda C.burnetii'nin etiyolojik etken olabilecegi dikkate alinmali ve serolojik,
molekiiler ve kiltlr yontemleri kullanilarak kronik Q atesi tanisi saf digi birakilmalidir.

Ulkemizde Q atesi tanisinda serolojik yéntemler en cok kullanilan tani yontemidir'.
Serolojide IFAT altin standart olarak kabul edilmektedir. Q atesinin serolojik tanisin-
da C.burnetii'nin iki antijenik yapisina kargi olusan antikorlarin varligina bakilmaktadir.
C.burnetii faz | antikorlarinin olusmasindan sorumlu antijenik yapi LPS-O antijeni iken
C.burnetiifaz Il antikorlarinin olusmasinda ise hiicre duvar yapisindaki proteinlerdir. Hiicre
duvari protein yapilari daha iyi antijenik karekterde oldugu icin daha erken humoral yanit
olusturmakta, buna karsin LPS yapilarina yénelik humoral yanit daha ge¢ olusmaktadir?.
Akut Q atesi tanisinda C.burnetii faz Il IgM ve IgG antikorlarina, kronik Q atesi tanisinda
C.burnetiifaz | ve faz Il IgG antikor varligina bakilmaktadir. Faz | IgG antikor titresinin 1/800
titrede veya lizeri olmasi kronik enfeksiyon gostergesi olarak degerlendirilirken yeni reviz-
yon ile bu titrenin 1/1600 titre veya (izeri olmasi 6nerilmektedir. Bununla birlikte faz | IgG
titresinin faz Il 1gG titresi kadar veya iizerinde olmasi beklenmektedir?*%*, Bu calismada, Q
atesinin serolojik tanisinda altin standart test olan IFATta kullaniimak Gzere antijen hazir-
lanmustir. Elde edilen izolat faz | antijenik 6zellige sahip oldugu icin bu izolattan hazirlanan
antijen kronik Q atesi tanisinda kullanilabilir. Ulkemizde Q atesi tanisinda kullanilan kit ve
bu kitlerin antijeni yurt disindan temin edilmektedir. Elde edilen izolat ve antijen sayesinde,
Q atesinin tanisinda kullanilacak kitlerin hazirlanmasi ve gelistirilmesi icin calisacak arastir-
macilar icin yerel bir kaynak olusturuldugu distinilmektedir.

C.burnetiifaz | varyanti seri hiicre kultiirii ve embriyolu tavuk yumurtasina pasajlar sonu-
cunda bakteri genomundaki delesyona bagli hiicre duvarindaki LPS-O spesifik zincirinde
bulunan virenoz ve dihidrohidroksistreptoz seker molekullerini kaybeder ve faz Il avirtlan
forma dondisiir. C.burnetii faz Il aviriilan varyant, faz | antijenlerini barindirmadigi igin,
akut olgularda ilk olusan faz Il antikorlarini belirlemede antijen olarak kullanilmasi agisin-
dan 6nemlidir. Kronik endokardit olgusundan izole ettigimiz viriilan C.burnetii faz | susunu
seri hiicre kilturu pasajlar ile C.burnetii faz 1l yapisina donustirtp faz Il antijeni elde ede-
bilmek icin izolatimizi seri 17 hiicre kilttrt pasaji yapilmistir fakat faz Il antijenik varyanta
donlisimi serolojik olarak gdzlenememistir. Ftacek ve arkadaslari embriyolu tavuk yumur-
tasina pasajla bu déniisiimiin gézlenmesi icin 90 pasaj gerektigini bildirmektedir?>. Hotto
ve arkadaslari?® hiicre kiiltiir(i pasajlari ile bazi suslarin 15 pasajla faz degisimini gésterdi-
gini, bazi suglarin ise seri pasajlar sonrasinda bu degisimi gostermedigini gozlemislerdir.
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Bundan sonraki calismalarda yerel sus, embriyolu tavuk yumurtasina veya hiicre kilttrleri-
ne daha fazla pasajlar yapilarak C.burnetiifaz Il varyantina donustirilip, faz Il antijeni elde
edilmesi ilkemiz icin gerekli olan antijen tretimi icin faydali olacaktir.

C.burnetii cevresel kosullara dayaniklidir ve uzun sure toz, gubre gibi hayvansal atiklar
icerisinde canlihgini siirdiirebilmektedir’. Morfolojik olarak kiiciik bir bakteri olmasi nedeni
ile kolay aerosolize olarak insanlari enfekte edebilir ve laboratuvar kaynakl enfeksiyonlara
da neden olabilmektedir. insanlar icin enfektif doz 1-10 bakteri olarak bildirilmektedir?’-28.
Bakteri ayrica biyoterdr ajani olarak da degerlendirilmektedir'. C.burnetii bu 6zelliklerin-
den dolayi halk saghgi acisinda risk olusturmaktadir. Laboratuvar tanisinda kltir islemleri
BSL3 laboratuvarlarda yapilmalidir. Ulkemizde, Payzin ve arkadaslarinin ilk izolasyon calis-
malarinin sonrasinda laboratuvar kaynakli Q atesi olgulari da bildirilmistir?®. Ayrica bircok
iilkede laboratuvar kaynakli Q atesi olgularinin bildirimi yapilmistir®®. C.burnetii izolasyonu
ve canli bakterinin kullanildigi calismalarda arastirmacilar laboratuvar kaynakli enfeksiyon
riskini g6z 6énlnde bulundurmali ve risk degerlendirmesi yaparak riski minimize etmelidir.

Payzin ve arkadaslarinin izolasyon calismasinda®' istanbul, Ankara, izmir ve Aksaray
izolatlari elde edilmis ve bu izolatlar daha sonraki serolojik calismalarda antijen olarak
kullanilmigtir. Bu izolatlar, muhtemelen saklama kogullarinin yeterli olmamasi nedeniyle
gliniimuze kadar ulusal kultir koleksiyonlarinda saklanip korunamamistir. Bu izolatlardan
biri Amerika Birlesik Devletleri’'nde bir kiltir koleksiyonunda bulunmaktadir. Bu calismada
hiicre kilturiinde Uretilen, serolojik ve molekiiler yontemle tanimlanan C.burnetii faz |
izolati arastirmacilarin kullanimina sunulmak tzere Halk Saghgr Genel Mudurligu Ulusal
Kiilttir Koleksiyonuna teslim edilmistir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar catismasi bildirmemislerdir.

KAYNAKLAR
1. Kilig S, Celebi B. Tiirkiye’de C.burnetii'nin epidemiyolojisi. Turk Hij Den Biyol Derg 2008;65(3):1-31.

2. McCaul TF, Williams JC. Developmental cycle of Coxiella burnetii: structure and morphogenesis of vegetative
and sporogenic differentiations. | Bacteriol 1981;147(3):1063-76.

3. Toman R, Heinzen RA, Samuel JE, Mege JL (Eds.) Coxiella burnetii: Recent Advances and New Perspectives in
Research of the Q Fever Bacterium. 2012 1% ed Springer Dordrecht Heidelberg New York London.

4. Toman R, Skultéty L. Structural study on a lipopolysaccharide from Coxiella burnetii strain Nine Mile in
avirulent phase Il. Carbohydr Res 1996;22(283):175-85.

5. Toman R, Skultety L, lhnatko R. Coxiella burnetii glycomics and proteomics tools for linking structure to
function. Ann N Y Acad Sci 2009;1166:67-78.

6. Hackstadt T. Steric hindrance of antibody binding to surface proteins of Coxiella burnetii by phase |
lipopolysaccharide. Infect Immun 1988;56(4):802-7.

7. Tissot-Dupont H, Amadei MA, Nezri M, Raoult D. Wind in November, Q fever in December. Emerg Infect
Dis 2004;10(7):1264-9.

8. Raoult D, Marrie T, Mege J. Natural history and pathophysiology of Q fever. Lancet Infect Dis 2005;5(4):219-
26.

MiKROBiYOLOJi BULTENi 283




Endokarditli Bir Olgudan Coxiella burnetii’'nin Turkiye'de ik izolasyonu;
Antijen Uretimi ve Faz Degisimi Calismasi

9.

20.
21.
22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.
30.

31

Eldin C, Mélenotte C, Mediannikov O, Ghigo E, Million M, Edouard S, et al. From Q fever to Coxiella burnetii
infection: a paradigm change. Clin Microbiol Rev 2017:30(1):115-90.

. Sons6z MR, Bali EA, Aydogan M, Mercanoglu F, Yavuz SS. Q atesi endokarditi: Her zaman subakut veya
kronik seyirli midir? Turk Kardiyol Dern Ars doi: 10.5543/tkda.2019.59153.

. Jaton K, Peter O, Raoult D, Tissot J-D, Greub G. Development of a high throughput PCR to detect Coxiella
burnetii and its application in a diagnostic laboratory over a 7-year period. New Microbes New Infect
2013:1:6-12.

. Gouriet F, Fenollar F, Patrice JY, Drancourt M, Raoult D. Use of shell-vial cell culture assay for isolation of
bacteria from clinical specimens: 13 years of experience. ] Clin Microbiol 2005;43(10):4993-5002.

. Miller CS, Handley KM, Wrighton KC, Frischkorn KR, Thomas BC, Banfield AF. Short-read assembly of full-
length 16S amplicons reveals bacterial diversity in subsurface sediments. PLoS One 2013;8(2):e56018.

. Dupont HT, Thirion X, Raoult D. Q fever serology cut off determination for microimmunofluorescence. Clin
Diagn Lab Immunol 1994;1(2):189-96.

. Payzin S, Golem SB. Tiirkiye’de Q hummasi. Tiirk iji Tec Biyol Der 1948;8(1):94-113.

. Kirkan S, Kaya O, Tekbiyik S, Parin U. Detection of Coxiella burnetii in Cattle by PCR. Turk ] Vet Anim Sci
2008;32(3):215-20.

. Kiiclikkalem OF, Cengiz S, Altun SK, Yildinm M. Erzurum ilinde sigir abortlarinda Coxiella burnetii'nin
polimeraz zincir eeaksiyonu ile belirlenmesi. Ataturk Universitesi Vet Bil Derg 2013;8(3):224-8.

. Glnaydin E, Mustak HK, Sareyytipoglu B, Ata Z. PCR detection of Coxiella burnetii in fetal abomasal contents
of ruminants. Kafkas Univ Vet Fak Derg 2015:21(1):69-73.

. Yavuz SS, Ozbek E, Basaran S, Celebi B, Yilmaz E, Basaran M, et al. The first case of chronic Q fever
endocarditis and aortitis from Turkey: A 5-year infection before diagnosis with drain in sternum. Anatol |
Cardiol 2016;16(10):814-6.

Tissot-Dupont H, Raoult D. Q fever. Infect Dis Clin North Am 2008;22(3):505-14.
Angelakis E, Raoult D. Q fever. Vet Microbiol 2010;140(3-4):297-309.

Houpikian P, Raoult D. Blood culture-negative endocarditis in a reference center: etiologic diagnosis of 348
cases. Medicine 2005;84(3):162-73.

Fournier PE, Casalta JP, Habib G, Messana T, Raoult D. Modification of the diagnostic criteria proposed by the
Duke Endocarditis Service to permit improved diagnosis of Q fever endocarditis. Am | Med 1996;100(6):629-
33.

Frankel D, Richet H, Renvoisé A, Raoult D. Q fever in France, 1985-2009. Emerg Infect Dis 2011;17(3):350-6.

Ftacek P, Skultéty L, Toman R. Phase variation of Coxiella burnetii strain Priscilla: influence of this phenomenon
on biochemical features of its lipopolysaccharide. ] Endotoxin Res 2000;6(5):369-76.

Hotta A, Kawamura M, To H, Andoh M, Yamaguchi T, Fukushi H, et al. Phase variation analysis of Coxiella
burnetii during serial passage in cell culture by use of monoclonal antibodies. Infect Immun 2002;70(8):4747-
9.

Jones RM, Nicas M, Hubbard AE, Reingold E. The infectious dose of Coxiella burnetii (Q Fever). Appl Biosaf
2006;11(1):32-4.

Brooke R|, Kretzschmar ME, Mutters NT, Teunis PF. Human dose response relation for airborne exposure to
Coxiella burnetii. BMC Infect Dis 2013:21(13):488.

Onul B, Uysalefe D. Q hummasinin deri testleri vasitasiyla teshisi. Tiirk iji Tec Biyol Der 1952:12(3);185-91.
Johnson JE, Kadull PJ. Laboratory-acquired Q fever. A report of fifty cases. Am | Med 1966;41(3):391-403.
. Payzin S. Tiirkiyede Q hummasi Epidemiyolojisi. Tiirk iji Tec Biyol Der 1949;9(2);101-10.

284 MiKROBIYOLOJi BULTENI



