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Corum yoresinde insanlar lizerinde parazitlenen kenelerde
riketsiya varliginin arastirilmasi
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OZET

Amac: Bu calismada, Corum yoresinde insanlarda
parazitlenen kenelerde riketsiya varligimin Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR)

yontemiyle arastirilmasi

amaclanmistir.

Yontem: Corum yoresinde insanlar Uzerinden

toplanan 1.010 adet kene toplanarak morfolojik

karakterlerine gore tur teshisleri yapilmisti. Bu
orneklerden bireysel olarak elde edilen total DNA’lar
riketsiyal sitrat sentaz (gltA, 381 bp) ve dis membran
protein A (ompA, 532 bp) gen bolgelerini hedefleyen

primer setleri kullanilarak PZR yontemi ile taranmistir.

Bulgular: Corum ilinde insanlar Uzerinden
toplanan 741 Hyalomma marginatum 6rneginin 51
(%6,88)’inde Rickettsia aeschlimannii, 3 (%0,4)’linde
Rickettsia sibirica mongolitimonae; 32 Dermacentor
(%9,4)’linde

raoultii, 3 (%9,4)’linde Rickettsia slovaca varligi tespit

marginatus orneginin 3 Rickettsia
edilmistir. Calisma kapsaminda incelenen Hyalomma
aegyptium, Hyalomma excavatum, Hyalomma parva,
Haemaphysalis punctata, Ixodes ricinus, Rhipicephalus
bursa ve Rhipicephalus turanicus tirlerine ait kenelerde

riketsiyal DNA varligina rastlanmamistir.

Sonuc: Bu calismada, Corum yoresindeki kenelerde

ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to determine
the rickettsiae in ticks collected on human in Corum

Province by using the Polymerase Chain Reaction (PCR).

Methods: A total of 1010 tick samples which were
collected on humans identified to species level in
terms of the morphological characters. Total DNA’s
individually extracted from ticks were screened for the
presence of Spotted Fever Group rickettsiae using the
PCR targeting rickettsial citrate synthase (gltA, 381 bp)

and outer membrane protein (ompA, 532 bp) genes.

Results: Out of 741 Hyalomma marginatum ticks
collected from humans in Corum Province, 51 (6.88%)
were infected Rickettsia aeschlimannii, 3 (0.4%) were
infected Rickettsia sibirica mongolitimonae. Out
of 32 Dermacentor marginatus ticks, 3 (9.4%) were
infected Rickettsia raoultii and 3 (9.4%) were infected
Rickettsia slovaca. In addition, rickettsial DNA was not
found in Hyalomma aegyptium, Hyalomma excavatum,
Hyalomma parva, Haemaphysalis punctata, Ixodes

ricinus, Rhipicephalus bursa and Rhipicephalus

turanicus ticks.

Conclusion: In the present study, rickettsiae in

ticks collected from Corum Province were examined
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riketsiya varligi ilk kez arastirilmis ve R. aeschlimannii,
R. sibirica mongolitimonae, R. raoultii ve R. slovaca
olmak lzere dort farkli patojenik riketsiyanin bolge
kenelerinde yaygin olarak bulundugu tespit edilmistir.
Bu nedenle, Corum yoresinde keneler tarafindan
enfeste edilen kisilerde kene kaynakli riketsiyozlarin
gelisebilecegi ihtimaline kars1 bolge saglik personelinin

dikkatli olmasi tavsiye edilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Corum, insan, riketsiya, kene

for the first time. According to our results, 4

different rickettsiae, R. aeschlimannii, R. sibirica

mongolitimonae, R. raoultii and R. slovaca were
commonly found in these ticks. Therefore, it suggested
that the healthcare staff working in this region should
be careful against the possibiliy that tick-borne
rickettsioses may develop in people infected by tick in

Corum region.

Key Words: Corum, human, rickettsiae, ticks

GIRIS

Bilinen en eski vektor kaynakli hastalik ajanlarindan
olan riketsiyalar (Rickettsiaceae; Rickettsiales) zorunlu
hiicre ici Gram negatif bakterilerdir. insanlara, kan emen
bit, pire, kene ve akar gibi dis parazitler tarafindan
nakledilen riketsiyalar insanlarda tifus, ricketsialpox,
Akdeniz benekli atesi, Afrika kene atesi, Rocky Daglan
benekli atesi, Flinders Adas1 benekli atesi ve Avustralya
kene tifisu gibi ciddi hastaliklara sebep olmaktadir
(1). Riketsiyalar tum diinyada yaygin bulunmalarina
ragmen, farkli cografik bolgelerde degisik tiirleri de
bulunabilmektedir. Guinumuze kadar diinya genelinde 29
farkli riketsiya turd tammlanmistir (2). Ancak son yillarda
cok sayida Candidatus durumunda olan yeni riketsiya
turlerinin varligr gesitli calismalarda bildirilmistir (3).

Ulkemizde riketsiyalar iizerine yapilan calismalarin
blyik cogunlugu klinik bulgulara sahip kisilerden
alinan kan orneklerinin serololojik olarak taranmasina
dayanmaktadir (4-7). Basta Trakya bolgesi olmak uzere,
ulkemiz genelinde yaygin olarak goriilen riketsiyoz
vakalarinin buyik bir kisrminin Rickettsia conorii kaynakl
Akdeniz benekli atesi oldugu ve sadece bir vakanin
Rickettsia akarikaynakli Riketsiya Cicegi (Rickettsialpox)
oldugu tespit edilmistir (4-8). Son vyillarda yapilan
calismalarda Rickettsia conorii ve Rickettsia akari
disinda, Rickettsia aeschlimannii, Rickettsia africae,
Rickettsia felis, Rickettsia helvetica, Rickettsia
hoogstraalii, Rickettsia monacensis, Rickettsia raoultii,
Rickettsia sibirica mongolotimonae, Rickettsia slovaca
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ve Rickettsia vini olmak lzere 10 farkli riketsiya
taksonunun lkemiz kenelerindeki varligi molekiiler
olarak tespit edilmistir (9-11).

Bu calismada Corum ili genelinde insanlar tizerinden
toplanan kenelerde riketsiya varligi ve yayginliginin
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemiyle tespit
edilmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Kenelerin toplanmasi ve teshisleri

2009 yiinda Corum yoresinde saglik kurumlarina kene
tutunmas sikayeti ile basvuru yapan insanlar uzerinden
toplanan 1010 adet sert kene calisma materyalini
olusturmaktadir. Saglik personeli tarafindan toplanan
keneler tir teshisleri yapilana kadar %70’lik alkol iceren
siseler icerisine konulmustur. Orneklerin tiir teshisleri
morfolojik karakterlerine gore Filippova (12,13), Walker
et al. (14), Estrada-Pena et al. (15) ve Apanaskevich
ve Horak (16) tarafindan verilen tayin anahtarlan ve
tanimlamalar kullamlarak yapilmistir.

Orneklerden DNA elde edilmesi

Kenelerde riketsiya varligim tespit etmek
amaciyla, 1010 adet kenenin her birinden bireysel
olarak total DNAlar arastirma ekibimiz tarafindan
gelistirilen Turkuaz Genomik DNA izolasyon kiti (patent
asamasinda) kullanilarak yapilmisti. Her bir kene



distile su ile yikandiktan sonra filtreli kagitlar yardimiyla
kurutulduktan sonra ependorf tiplerine alinarak steril
bisturi yardimiyla parcalanmistir. Orneklerin bulundugu
tuplerin icerisine 180 pl Turkuaz lysis buffer ve 40 pl
proteinase K (Roche, Mannheim, Almanya) konularak
56°C’de bir gece (overnight) inkiibe edilmistir. Daha
sonra tuplerin 250 pl etanol eklenerek vortekslenmistir.
Ependorf tipleri icerisindeki sivi kisim filtreli DNA spin
turlerine alinarak 1200 g de 1 dk santrifuj edilmistir.
Toplama tupuinde biriken sivilar atilarak filtre uzerine
tutunmus olan DNA, ilk once 250 pl Turkuaz Yikama
Solusyonu | ile daha sonra 250 pl Turkuaz Yikama
Solusyonu Il ile yikanmistir. Filtre Uzerindeki DNA 100
pl 72°C’de H20 ile c¢ozilerek 1200 g de 1 dk santrifuj
edilmis ve elde edilen DNA PZR yapilana kadar +4 °C’de
saklanmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Kenelerden elde edilen total DNA'lar riketsiya
varligi ilk Once sitrat sentaz geninin (gltA) 381
bp’lik bolgesinin hedefleyen primerler RpCS.877p
(5'-GGGGACCTGCTCACGGCGG-3') ve  RpCS.1258n,
(5'-ATTGCAAAAAGTACAG-TGAACA-3') ile arastinlmistir.
Riketsiyal DNA acisindan pozitif bulunan ornekler daha
sonra riketsiyal dis membran protein A (outher membran
protein A) geninin 532 bp’lik kismim hedefleyen
primerler Rr190.70p (5'-ATGGCGAATATTTCTCCAAAA-3')
ve Rr190.602n (5'-AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT-3") ile
tekrar taranmistir. Her iki primer cifti icin PZR kosullari;
95°C’de 5 dk baslangic denatiirasyonu, 35 siklus 95°C’de
denatiirasyon 30 sn, 48°C’de 60 sn baglanma (annealing),
72°C’de 30 sn uzama (extension), 72°C’de 5 dk final

uzama seklinde ayarlanrmstir. PZR urinleri %1°lik agaroz
jel elektroferezinde kosturulmustur. Pozitif ornekler
agaroz jel goriintiileme sisteminde (UVP, Upland, CA,
Amerika) goruntilenmistir. Pozitif kontrol olarak R.
aeschlimannii DNA’s1, negatif kontrol olarak da distile su
kullamlmstir. Pozitif PZR Urlnlerinin (ompA) cift yonlu
dizi analizleri Macrogen firmasi (Amsterdam, Hollanda)
tarafindan yapilmistir. Elde edilen DNA dizileri NCBI
Genbank (Maryland, ABD) verileri ile karsilastinlarak
benzerlik (homoloji) analizi yapilmisti.  Calisma
kapsaminda elde edilen tim diziler NCBI Genbank veri
tabanina yiiklenerek ilgili Genbank kalitim numaralan
(GenBank accession number) elde edilmistir (Tablo 1).

BULGULAR

Corum yoresinde insanlan enfeste eden Dermacentor
marginatus (n=32; 13¢, 19¢), Hyalomma aegyptium
(n=7; 4s, 3¢9), Hyalomma excavatum (n=96; 627,
34¢), Hyalomma marginatum (n=741; 435<, 306%),
Haemaphysalis parva (n=1; 15'), Haemaphysalis punctata
(n=2; 29), Ixodes ricinus (n=7; 7 nimf), Rhipicephalus
bursa (n=34; 13¢, 212) ve Rhipicephalus turanicus
(n=90; 407, 50¢) turlerine ait toplam 1010 kene riketsiya
varligi agisindan incelenmistir.

PZR sonuclarina gore, Corum yoresinde riketsiya
varligi yoniinden test edilen 32 adet D. marginatus
orneginin Uclinden (%9,4) elde edilen amplikonlarin
(Genbank no: KU870364) Rickettsia raoultii strain
WB13/Dm R Casola Valsenio (HM161794) ile, diger
uctinden (%9,4) elde edilen amplikonlann (Genbank no:
KU870365) Rickettsia slovaca strain WB1/Dm Pavullo

Tablo 1. Corum yoresinde insanlar lizerinde parazitlenen kenelerde tespit edilen riketsiya turleri

) Benzerlik
Incelenen ornek Pozitif ornek
Kene tiirii Riketsiya tiirii oran GenBank 1D
sayisi sayisi
(%)
51 (349", 17%) R. aeschlimannii 100 KU870362
Hyalomma marginatum 741 (4359, 306%) R. sibirica
3(29,19) 100 KU870363
mongolotimonae
3(19,29) R. raoultii 100 KU870364
Dermacentor marginatus 32 (139, 199)
3(19,29) R. slovaca 100 KU870365
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(HM161798) ile % 100 homoloji gosterdigi belirlenmistir.

Calisma kapsaminda incelenen 741 adet H.
marginatum érneginin 54’ iniin riketsiyal DNAbakimindan
pozitif oldugu tespit edilmistir. Bu 6rneklerden elde
edilen pozitif amplikonlarin GenBank veri tabanindan
analizleri yapildiginda, 51 (%6,88) Ornekten elde
edilen amplikonlarin  (Genbank no: KU870362)
Rickettsia  aeschlimannii  strain EgyRickHimp-El-
Arish-16 (HQ335157) ile %100 oraninda, diger iic (%0,4)
amplikonun (Genbank no: KU870363) Rickettsia sibirica
mongolotimonae strain 239002010 (HQ728352) ile % 100
oraninda homoloji gosterdigi belirlenmistir.

Calisma kapsaminda incelenen H. aegyptium, H.
excavatum, H. parva, H. punctata, I. ricinus, R.
bursa ve R. turanicus turlerine ait orneklerin riketsiyal
DNA tasimadiklan tespit edilmistir.

TARTISMA

Rickettsiales takiminin Alphaproteobacteria
simfi icerisinde yer alan riketsiyalar ait 0.3 x 2 pm
boyutlarinda, Gram negatif, kisa cubuk sekilli zorunlu
hiicre ici paraziti olan bakterilerdir (17). Son yilarda
yapilan molekuler calismalarda riketsiyalar Benekli Atesi
grubu, Tifus grubu, Rickettsia bellii grubu ve Rickettsia
canadensis grubu olmak lizere 4 filogenetik gruba
aynlmaktadir (1). Riketsiyalar insanlara kene, bit ve pire
gibi ektoparazitler tarafindan bulastinlmaktadir. Dinya
genelinde son 25 yildir riketsiyozlarin artan insidansi
surekli artmakta ve her yil cok sayida yeni riketsiya
tirleri tammlanmaktadir (18-20).

Ulkemizde de son yillarda basta Trakya bolgesi olmak
lzere cok sayida riketsiyoz vakasi bildirilmistir (4-8). Bu
vakalarin bliyiik cogunlugu tani Kklinik bulgulara sahip
hastalardan alinan serum orneklerinin serolojik olarak
taranmasi ile konulmus olup s6z konusu etken molekuler
olarak tespit edilmemistir. Ustelik hastaligin insanlara
nakledilmesinde asil sorumlu olan vektor kenelerdeki
varligi ve yayginligi goz ardi edilmistir.

Corum ilinde kene enfestasyonu vakalarinin
yaygin oldugu ve her yil il genelinde cok sayida Kirnm-
Kongo Kanamali Atesi (KKKA) vakasinin goriildiigl
bildirilmektedir (21,22). Ulkemizde her yil binlerce
kene enfestasyonu vakasi olmasina ragmen insanlarda
KKKA disinda diger kene kaynakli hastaliklarin varligina
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dair calismalanin azligi oldukca dikkat cekmektedir.
Calismarmz kapsaminda Corum ili ve ilcelerinde
insanlara tizerinden toplanan kenelerde riketsiya varligi
arastinlms olup PZR sonuclarina gore bu kenelerde R.
aeschlimannii, R. raoultii, R. sibirica mongolitimonae
ve R. slovaca olmak uzere Benekli Atesi grubuna ait 4
farkli riketsiya tiirtiniin varligi tespit edilmistir.

R. aeschlimannii ik kez 1992 yilinda Fas’ta
H. marginatum tiru kenelerde tespit edilmis olsa
da, ilk insan enfeksiyonu 2002 yiinda Fas’a turistik
geziye giden bir Fransiz turistte gorulmistir (23).
R. aeschlimannii tiriiniin bazi Hyalomma turlerinde
transstadial ve transovarial gecis yapabildigi ve bu
turlerin R. aeschlimannii icin hem vektor hem de
rezervuar olabilecegi cesitli calismalarda gosterilmistir
(1). R. aeschlimannii kaynakli enfeksiyonlarda olusan
semptomlar Akdeniz benekli atesi hastaligiyla oldukca
benzerlik gostermektedir (24). Bu nedenle Akdeniz
benekli atesi teshisi konulan baz vakalarin aslinda
R. aeschlimannii kaynakli riketsiyozlar olabilecegini
cesitli calismalarda vurgulamisti. Bunun kaniti olarak
ispanya’da 1989-1999 vyillan arasinda goriilen 144
Akdeniz benekli atesi vakasinda hastalarin 11’inde
birden fazla eskar goriilmesi gosterilmektedir (25,26).
Bu iddia, R. conorii vektori olan R. sanguineus turinun
insanlara affinitesinin ve es zamanl olarak birden fazla
R. sanguineus kenesinin insanlarda enfeste olabilme
ihtimalinin oldukca diisiik oldugunu; ayrica es zamanli
olarak birden fazla kene enfestasyonu vakalarinin
Hyalomma tiirlerin  karakteristik  0zelligi oldugu
bilgileriyle desteklenmektedir (26,27).

R.  raoultii 1999 wyiinda Sibirya’dan toplanan
Dermacentor nuttalli turd kenelerde genotip DnS14 ve
DnS28, Astrahan’dan toplanan Rhipicephalus pumilio
turd kenelerde genotip RpA4 adinda yeni bir riketsiya
izolatlar olarak tanimlanmistir (28). 2008 yilinda Fransa
ve Rusya’dan toplanan Dermacentor orneklerinden
elde edilen yeni izolatlar ile birlikte R. raoultii adinda
yeni bir riketsiya turu olarak tamimlanmistir. R. raoultii
kaynakli ilk insan enfeksiyonu 2002 yiiinda Fransa’da
gorulmustur. Atipik ates, eskar, dokuntu ve tim vicutta
dagimk halde bulunan benekli lezyonlar goriilen ve
kene kaynakli lenfadenopati (TIBOLA: tick-borne
lymphadenopathy) gelisen bu hastamn sac derisinden
kaldinlan D. marginatus turi keneden R. raoultii



(genotip DnS14 olarak) izole edilmistir (29).

R. sibirica mongolitimonae, isolate HA-91 olarak ilk
kez 1991 yilinda ic Mogolistan (Cin) bolgesinden toplanan
Hyalomma asiaticum turt kenelerden izole edilmistir
(30). insanlarda lenfanjit iliskili riketsiyoz (Lymphangitis-
associated rickettsioses, LAR) hastaligina neden olan
bu patojenik riketsiya ile ilgili ilk vakaya 1996 yilinda
rastlanmmsti.  GUnuimuze kadar Yunanistan, Kibris,
Fransa, Portekiz ve Ispanya’da cesitli kene tiirlerinde
tespit edilmistir (1). 2013 yiina kadar cogu Fransa ve
ispanya’da olmak lizere 26 lenfanjit iliskili riketsiyoz
vakasi oldugu bildirilmis olsa da bu vakalardan herhangi
biri 6lumle sonuclanmarmstir.

R. slovaca ilk kez 1968 yilinda Slovakya’da toplanan
D. marginatus turi kenelerden izole edilmistir (31). Kene
kaynakli lenfadenopatiye (Tick-borne lymphadenopathy:
TIBOLA) neden olan R. slovaca kaynakli ilk insan
enfeksiyonu 1997 yilinda Fransa ve ispanya sinirinda yer
alan Pyrenees daglan bolgesinde kamp yapan bir kiside
gorilmistiir (32). Avrupa genelinde Dermacentor tiirii
kenelerde R. slovaca prevalansi %17’ye kadar ¢ikabildigi
ve Dermacentor cinsi kenelerin (ozellikle D. marginatus
ve D. reticulatus) bu patojenik riketsiya turu icin hem

TESEKKUR

vektor hem de rezervuar olduklan cesitli calismalarda
vurgulanmistir (26, 33).

SONUC

Corum yoresinde insanlarda kene enfestasyonu
vakalan yaygin olarak goriilmektedir. Ayrica il genelinde
her yil cok sayida KKKA vakasimn goriildigi de
bilinmektedir. Bu calismada Corum yoresinde insanlar
lizerinde parazitlenen D. marginatus tiirii kenelerde R.
slovaca ve R. raoultii, H. marginatum turu kenelerde
R. aeschlimannii ve R. sibirica mongolitimonae
varlig ilk kez tespit edilmistir. Calismamiz kapsaminda
bolge kenelerinde cesitli riketsiya tirleri belirlenmis
olmasina ragmen, bolgede tespit edilen riketsiyalardan
kaynaklanan herhangi bir klinik riketsiyoz vakasinin
varligina dair bilgiye ulasilamamistir. Bolge kenelerinin
cesitli patojenik riketsiya turleri ile enfekte olmasi
bolgede halk saggi acisindan onemli  bir risk
olusturmaktir. Bu nedenle bolge insanlarda goriilen kene
enfestasyonu vakalarinda kene kaynakli riketsiyozlarin
enfeksiyonlarin gelisebilecegi saglik personeli tarafindan
g0z onlinde bulundurulmasi tavsiye edilmektedir.

Bu calisma Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan KBAG114Z136 nolu proje

kapsaminda desteklenmistir.
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