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Tiirkiye

Coxiella burnetii, the obligate intracellular bacterium, is the causative agent of Q fever, a zoonotic
disease of vertebrates including humans. Common ways of infection are breathing in contaminated
barn dust and contact with waste from infected animals. The material of this study consists of 200
ticks which were collected from 70 stray dogs in Van province in east of Turkey between June to
September of 2019. The collected ticks were transferred to the parasitology laboratory by taking them
into tubes containing 70% alcohol and on which labels were affixed. Ticks were placed in tubes and
crushed by freezing with liquid nitrogen. DNA was isolated according to the protocol of the kit
manufacturer. To detect the DNA of Coxiella burnetii, a Trans 1, Trans 2 primer pair specific for the
IS1111 repetitive transposase gene region was used. Bidirectional sequence analysis of the purified
amplicons was performed with the DNA Sequencer. As a result of PCR targeting the 1S1111
transposase gene, a positive result for Coxiella burnetii was obtained in 2 (1%) of 200 ticks. Potential
risk factors and the importance of ticks in the epidemiology of Q fever in free-roaming dogs in Van
province were emphasized by identifying the parasitic tick species and the prevalence of C. burnetii
positive ticks in dogs.
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Kopeklerden Toplanan Rhipicephalus sanguineus Tiirii Kenelerden Coxiella
brunetii’nin PCR ile Tespiti ve Molekiiler Karakterizasyonu
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Tiirkiye

Zorunlu hiicre i¢i bakteri olan Coxiella burnetii, insanlar da dahil olmak iizere omurgalilarin zoonotik
bir hastalig1 olan Q atesinin etkenidir. Yaygin enfeksiyon yollar1 kontamine ahir tozunu solumak ve
enfekte hayvanlarin atiklariyla temastir. Bu galigmanimn materyalini Haziran-Eylil 2019 tarihleri
arasinda Tirkiye’nin dogusundaki Van ilinde bulunan 70 sokak kopeginden toplanan 200 adet kene
olugturmugtur. Toplanan keneler %70°lik alkol igeren tiiplere alinarak parazitoloji laboratuvarima
nakledilmistir. hangi etiketlerin yapistirildigi. Keneler tiiplere yerlestirildi ve sivi nitrojen ile
dondurularak ezildi. DNA, Kit ireticisinin protokoliine gore izole edildi. Coxiella burnetii’nin
DNA’sin1 tespit etmek icin 1S1111 tekrarlayan transpozaz gen bolgesine 6zel bir Trans 1, Trans 2
primer ¢ifti kullanildi. Saflagtirilmis amplikonlarin ¢ift yonlii dizi analizi, DNA dizileyici ile
gerceklestirildi. 1S1111 transpozaz genini hedef alan PCR sonucunda 200 kenenin 2’sinde (%1)
Coxiella burnetii pozitif sonug elde edildi. Van ilinde serbest dolasan kopeklerde Q atesi
epidemiyolojisinde potansiyel risk faktorleri ve kenelerin 6nemi, parazit kene tiirleri ve kopeklerde
C. burnetii pozitif kenelerin prevalansi belirlenerek vurgulanmustir.
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Giris

Q hummasi (query (Q) fever), kahverengi képek kenesi
(brown dog tick), Rhipicephalus sanguineus da dahil
olmak iizere Diinya ¢apinda ¢ok sayida kene tiiriinde tespit
edilen ve kiiresel bir dagilima sahip hiicre igi bir bakteri
olan Coxiella burnetii’nin neden oldugu zoonoz bir
hastaliktir (Duron ve ark., 2015). Q atesinin Yeni Zelanda
disinda Diinya c¢apinda endemik olarak seyreden bir
hastalik oldugu bildirilmektedir (OIE, 2018).

Insanlarda Q atesi vakalari, cogunlukla C. burnetii ile
kontamine olmus havanin solunmasi, insanlar ve evcil
ruminantlar arasindaki yakin etkilesimlerle
iliskilendirilmistir (Duron ve ark., 2015; OIE, 2018).
Ayrica galigmalar (Buhariwalla ve ark.,1996; Komiya ve
ark.,, 2003), Q atesinin epidemiyolojisinde evcil
hayvanlarin roliiniin giderek arttigim1 gostermistir. Ancak
C. burnetii’nin insanlara bulagsmasinda kenelerin
oynayabilecegi rol bityiik 6l¢iide arastirilmamstir (Duron
ve ark., 2015) Keneler (Acari: Ixodidae) haematophagous
ektoparazitlerdir ve C. burnetii enfeksiyonunun dogal
dongiisiini stirdiirebilmek igin gerekli bir vektor olarak
kabul edilir. Bugiine kadar 40’tan fazla kene tiirii C.
burnetii ve diger Coxiella tiirleri ile iliskilendirilmistir
(Duron ve ark., 2015).

R. sanguineus kenesinin konakgis1 evcil képek (Canis
lupus familiaris) olsa da, oportunistik olarak bir¢ok memeli
konakgidan da beslenebilmektedir. Bu 6zellik muhtemelen
R. sanguineus’un  zoonotik  bulasmadaki  roliinii
arttirmaktadir. R. sanguineus, sirasiyla Avrupa ve ABD’de
Akdeniz Benekli Atesi ve Kayalik Dag Benekli Atesi
(Mediterranean Spotted Fever and Rocky Mountain
Spotted Fever) epidemiyolojisinde rol oynamaktadir ve
anaplazmoz, babesiosis ve ehrlichiosis’in ¢esitli kanidlere
bulagmasindan sorumludur (Dantas-Torres, 2008). Ek
olarak, R. sanguineus’un Coxiella da dahil olmak iizere
¢esitli endosimiyonlara (endosymbionts) konakgilik (host)
yaptig1 bilinmektedir (Ahantarig ve ark., 2013; Duron ve
ark., 2015; Watanabe ve ark., 2015)

Tiirkiye’de yiiriitillen bir ¢alismada (Altay Capin ve
ark., 2013) C. burnetii baz1 kene tiirlerinde tespit edilmistir,
ancak R. sanguineus’ta C. burnetii ve diger Coxiella
tirlerinin varliginin tammlandigina dair bir galigmaya
rastlanllmamistir.  Bu  ¢alismanin  amaci,  sokak
kopeklerinden toplanilan kenelerde C. burnetii varligini ve
yayginhgini arastirmak ve Van ilinde kopeklerde parazitlik
yapan kene tiirlerinin dagilimini incelemektir.

Materyal ve Metod

Kenelerin Toplanmasi

Bu ¢alisma materyal olarak kullanilan keneler Haziran—
Eylil 2019 tarihleri arasinda Tirkiye’nin dogusunda
bulunan Van ilindeki 70 sokak képeginden 200 adet kene
topland1. Her kopekten toplanan keneler ayri ayri iginde
%70 alkol bulunan ve tizerine etiket yapistirilmis tiiplere
alinarak parazitoloji laboratuvarima transfer edildi. Keneler
steromikroskop ile ilgili kaynaklar (Walker ve ark., 2003;
Estrada-Pefia ve ark.,2017) kullamilarak teshis edildi.

DNA Ekstaraksiyonu
Kopeklerden toplanan kenelerden tek tek DNA
izolasyonu yapildi. Her bir kene %70 etil alkol ile

yikandiktan sonra distile su ile yikandiktan sonra steril
kagit tizerinde kurutuldu. Keneler ayr1 ayri tiiplere alindi
ve sivi azot ile dondurularak ezildi. DNA’lar Invitrogen
PureLink ™ Genomik DNA Mini Kiti (ABD, K182002)
tireticinin protokoliine gore izole edildi, DNA igerigi
NanoDrop 2000c ile olgiildii, ardindan PCR analizine
kadar -20°C’de sakland.

IS1111a Transposase Geninin Ampifikasyonu

Kenelerde C. burnetii DNA’sinin saptanmasi igin
I1S1111 tekrarlayan transposase gen bolgesine spesifik olan
Trans 1 (5 TATGTATCCACCGTAGCCAGTC 3) ve
Trans 2 (5"CCCAACAACACCTCCTTATTC 3') (Hoover
ve ark.,1992) iceren primer ¢ifti kullanildi. Son reaksiyon
karisimu i¢in, her bir primerden 6 pmol, 200uM dNTP (her
bir deoksiniikleosit trifosfattan 20 mM), 1,5 mM MgCI2,
0,1U Tag DNA polimeraz ve niikleaz igermeyen Su
kullanilarak mastermix hazirlandi. Hazirlanan mastermixe
her 6rnek igin 3 pl gDNA eklenerek toplam reaksiyon
hacmi molekiiler kullamma uygun su ile 25 ul ye
tamamlandi ve Thermal cycler’e (Bio Rad T 100)
yerlestirildi. PCR amplifikasyonu i¢in, 95°C’de 5 dakika
stireyle baslangi¢ denatiirasyonunu takiben 40 dongi
olmak tizere 95°C’de 30 saniye denaturasyon, 60° C’de 30
saniye annealing ve 72°C’de 1 dakika siireyle extansiyon
ve 72°C’de 7 dakika final extansiyon protokolii uygulandi.
PCR sonucunda elde edilen iirinlerden 5ul, 0,5pg/ml
ethidyum bromid iceren %1’lik agaroz jelde 80 Volt’da 60
dakika yatay elektroforezde yiiriitiildii. PCR reaksiyonu
sonucu elde edilen ampliconlarin bityikligiini tespit
edebilmek i¢in 100bp DNA Ladder (Fermentas) kullanild.
Elde edilen ampliconlar UV transillimiinator kullanilarak
goriintiilendi ve fotograflari ¢ekildi.

Sekans ve Filogenetik Analiz

PCR iiriinlerinden 30 pl PCR tiiplerine yerlestirildi ve
her numune igin 3 pl primer (10 pmol) kullanilds,
saflagtirillan amplikonlar, Applied Biosystems 377 DNA
Siralayici cihazi ile ¢ift yonlii dizi analizi yapildi. Tiim
izolatlar igin 1S1111 tekrarlayan transposase gen sekanslari
MW584232.1, MWA584233.1 erisim numaralarn ile
GenBank’a  kayit  edildi.  GenBank’tan  alinan
MNO094854.1, DQ379976.1, MK416227.1, MK028341.1,
EF413062.1 kayit numarali diziler Clustal W algoritmasi
ile MEGA 7 programinda siralandi. Filogenetik agac,
Negihbor Joining modeli ve Bootstrap testi (100 tekrar) ile
olusturuldu ve elde edilen C. brunetii izolatlarinin dizileri
arasindaki evrimsel yakinlik, MEGA 7 programi ve
Negihbor - Joining modeli kullanilarak belirlendi (Sekil 2).

Sonuc¢

Van ilindeki 70 sokak kopeginden toplanan 200 adet
kenenin Rhipicephalus sanguineus tiirii kene oldugu teshis
edildi. Kenelerin 114 tanesinin disi 86 tanesinin erkek
oldugu goriildii. 1IS1111 transposaz genini hedefleyen PCR
sonucu 200 kenenin 2’sinde (%1) C. burnetii agisindan
pozitif sonug elde edildi (Figure 1).

C. burnetii’in amplifiye edilmis 1S1111 transposaz gen
bolgesinin  sekanslarmin - MN094854.1, MK416227.1,
MH394636.1, DQ379976.1, MK028341.1, KT345175.1,
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KT345176.1, KT345179.1, KT345183.1, EF413062.1 ile
karsilastirilarak elde edilen filogenetik aga¢ Sekil 2’de
gosterildi. Calismada Rhipicephalus sanguineus tiirii
kenelerden izole edilen C.brunetii ile Hyalomma
excavatum, Argas persicus, Rhipicephalus sanguineus,
Ornithodorus ~ maritimus,  Ornithodorus  amblus,
Haemaphysalis punctata tiirti kenelerden izole edilen C.
brunetii sekanslar1 ile arasindaki evrimsel yakinlik
filogenetik agac ile gosterildi. Dig grup olarak Coxiella
cheraxi kullanild1 (EF413062.1).

Sekil 1. C. brunetii PCR sonuglar
(M: Marker, N: Negatif kontrol, P: Pozitif kontrol, 1,2,3 negatif kene
Ornegi, 4,5 pozitif kene 6rnegi)
Figure 1. C. brunetii PCR results
(M: Marker, N: Negative control, P: Positive control, 1,2,3 negative tick
samples, 4,5 positive tick samples)

@ MW584232.1 Coxiella bumetii Rhipicephalus sanguineus This study

@ MW584233.1 Coxiella burnetii Rhipicephalus sanguineus This study

MNO034854.1 Coxiella burnetii Hyalomma dromedarii

MK416227.1 Coxiella bumetii Hyalomma impeltatum

MH394636.1 Coxiella burnetil Rhipicephalus sanguineus

DQ379976.1 Coxiella bumetii Argas persicus

MK028341.1 Coxiella burnetii Hyalomma excavatum

KT345175.1 Coxiella sp. Rhipicephalus decoloratus

KT345176.1 Coxiella sp. Omithodoros maritimus

KT345179.1 Coxiella sp. Omnithodoros ambius

KT345183.1 Coxiella sp. Haemaphysalis punctata

EF413062.1 Coxiella cheraxi strain TO-98 Com1 gene partial cds

Sekil 2. Mevcut ¢calismada elde edilen izolatlarin
GenBank'tan elde edilen dizilerle filogenetik iliskisi.
Agag, genetik mesafesi 0.50 olan Neighboor - Joining
analizi (NJ) ile yapilmustir.

Figure 2. Phylogenetic relationship of the isolates
obtained in the present study with sequences obtained
from GenBank. The tree was constructed by Neighboor -
Joining analysis (NJ) with a genetic distance of 0.50.

Tartisma

Zorunlu hiicre i¢i bakteri olan Coxiella burnetii,
insanlar dahil omurgalilarin zoonotik bir hastalig1 olan Q
hummasinin nedensel ajanidir (Madariaga ve ark. 2003;
Raoult, Marrie ve Mege 2005; van Schaik ve ark. 2013;
Vanderburg ve ark. 2014). Yaygin enfeksiyon yollart,
kontamine ahir tozunun solunmasi ve enfekte hayvanlarin
atiklar ile temastir.

Andoh ve ark., (2013) kentsel ortamlarda evcil
kopeklerden toplanan kenelerde C. burnetii tespit
etmediklerini rapor etmistir. Benzer sekilde Avustralya’da
kopeklerden ~ toplanan  Rhipicephalus  sanguineus
kenelerinde C. burnetii varliginin  aragtirlldigr  bir
calismada da kenelerde C. burnetii’nin tespit edilmedigi
bildirilmigtir (Oskam ve ark., 2017). Diger taraftan
Machado-Ferreira ve ark., (2016) tarafindan Brezilya,
Kolombiya, Kenya ve Cin de dahil olmak iizere diinya
capinda 6rneklenmis 15 farkli tiirden 293 kene 6rneginde
16S ribozomal DNA (rDNA) gen analizleri ile Coxiella
enfeksiyonu taramasi yapilmig ve  Rhipicephalus
sanguineus’un yaklagik%61’i ve Rhipicephalus microplus
DNA orneklerinin %37°si Coxiella yoniinden pozitif
bulundugu rapor edilmistir.

Iran’in giineydogusunda Kerman’daki kopeklerden
toplanan kenelerde C burnetii varhiginin arastirildigi bir
calisgmada kopeklerden toplanan toplam 375 kene
Orneginin tiimiiniin Rhipicephalus sanguineus olarak
tanimlandigi, 8 kene havuzu 6rneginden birinde (%12,5)
Coxiella burnetii saptandigi rapor edilmistir (Khalili ve
ark., 2018). Belgrad’ta 51 sokak kopeginden 316 kene
toplanmig ve tiirlerinin  Rhipicephalus sanguineus
(%72,15), Ixodes ricinus (%27,53) ve Dermacentor
reticulatus (%0.32) oldugu tespit edilmis, C. burnetii
DNA’sinin ise incelenen kene tiirlerinden sadece R
sanguineus’ta tespit edildigi ve prevalansimin %210,53
(24/228) oldugu bildirilmistir (Bogunovi¢ ve ark., 2018).
Malezya’dan 23 kopekten toplanan toplam 44
Rhipicephalus sanguineus kenesi Rickettsia,
Anaplasmataceae ve Coxiella burnetii agisindan tarandigi
bir calismada kenelerin %59’unda (26/44) Coxiella
burnetii saptandigi, ancak hicbirinde Rickettsia ve
Anaplasmataceae saptanmadi bildirilmistir (Watanabe ve
ark., 2015). Saha caligmalarinda gozlenen C. burnetii
pozitif kenelerin yiizdesinin tipik olarak diisiik oldugu
(<%b5), ancak %5’ten hatta %10°dan fazla prevalans
seviyeleri de rapor edildigi agiklanmistir (Duron ve ark.,
2015). Tirkiye’nin Corum ilinde yerel hastanelere kene
1sir1@1 sikayeti ile bagvuran hastalardan toplanan kenelerde
en yaygm Rickettsia spp. R aeschlimannii (%19,5), R.
slovaca (%4,5), R raoultii (%2,2), R hoogstraalii (%1,9),
R sibirica subsp mongolitimon (%1,2), R monasensis
(%0,31) ve Rickettsia spp (%1,2)’nin tespit edildigi
bildirilmis. Ek olarak, asagidaki patojenler tanimlanmustir:
Borrelia afzelii (%0,31), Anaplazma spp (%0,31),
Ehrlichia spp (%0,93), Babesia microti (%0,93), Babesia
ovis (%0,31), Babesia occultans (%3,4), Theileria spp.
(%1,6), Hepatozoon felis (%0,31), Hepatozoon canis
(%0,31) ve Hemolivia mauritanica (%2,1). Ancak tiim
numunelerin Francisella tularensis, Coxiella burnetii,
Bartonella tiirleri, Toxoplasma gondii ve Leishmania
tirleri yoniinden negatif bulundugu rapor edilmistir
(Karasartova ve ark., 2018).
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Sonug olarak képeklerde parazitlik yapan kene tiirlerini
ve C burnetii pozitif kenelerin yaygimlhigini belirleyerek,
Van’daki sokak kopeklerinde Q atesinin
epidemiyolojisindeki potansiyel risk faktorlerini ve
kenelerin 6nemi bu ¢alisma ile vurgulanmustir. Enfekte
kopekler tizerinde bulunan kenelerin C. burnetii tarafindan
enfekte olabilecegini ve bu durumun halk sagligi agisindan
zoonotik 6nemini gostermektedir. Ayrica kenelerde C.
burnetii’nin varligi veya yoklugunun Van ilinde C.

burnetii’nin survellans1 ile keneler araciligi ile bu
hastaligin ~ bulagma  potansiyeline iliskin  bilgiler
saglayabilir.
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