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OZET

KIRIM KONGO KANAMALI ATE§i ViRUSUj_NUN KENE ve Evcig
RUMINANT (SIGIR, KOYUN VE KECI) KAN ve SUTLERINDE VARLIGININ
ARASTIRILMASI

Amag¢: Kirim-Kongo Kanamali atesi (KKKA) vektorlerle bulasan 6nemli bir zoonotik
hastaliktir. Tiirkiye’de 2002 yilinda ilk defa Tokat ilinde hastalik bildirimi yapilmistir.
Bu calismada; KKKA Hastaliginin endemik olarak goriildigii Tokat/Resadiye’de
bulunan ruminant tiirlerinden (s1g1r, koyun ve keci) alinan kan, siit ve kene orneklerinde
KKKAVvirlsunun varliginin/yayginlhiginin tespit edilmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot: Bu c¢alismada, evcil ruminantlardan (sigir, koyun ve kegi)
maksatli 6rnekleme metodu ile Uzerlerinde kene bulunan hayvanlardan kan serumu, tam
kan ve siit 6rnekleri toplanmistir. Resediye ilgesindeki 7 kdyden 42 koyun, 64 kegi ve
65 sigir olmak tizere toplam 171 hayvandan ornektoplanmistir. Sigirlardan hi¢ kene
toplanilamamasina karsin, koyunlardan 221 kene, kegilerden ise 114 kene olmak iizere
toplam 335 kene toplanilmistir. Kene Orneklerinden 78 kene havuz homojenizati
olusturulmustur. Toplanan kene, tam kan ve sit dérneklerindenrRT-PCR metodu ile viral
niikleik asit varligi arastirildi. Kan serumu o6rnekleri KKKAV antikorlar1 yoniinden
ELISA ile test edilmistir.

Bulgular:Tam kan ve siit 6rneklerinde KKKAV RNA’s1 tespit edilememesine karsin,
78 kene homojenizatinin 10’unda (%12,8) KKKAV RNA’s1 tespit edilmistir. Altmis
bes s1g1r kan serumunun 25’inde (%38,5), 42 koyun kan serumunun 35’inde (%83,3) ve
64 keci kan serumunun 53’iinde (%82,8) olmak (izere toplamda 171 kan serumunun
113’tinde (%66,1) KKKAYV antikorlari tespit edilmistir.

Sonug: KKKAV’nin kii¢iik ruminantlarda (koyun ve kegi) sigirlara oranla daha yaygin
oldugu tespit edilmistir. Hayvanlarin kan ve siitlerinde virlis tespit edilememesi halk
sagliglt acgisindan 6nemli bulunmustur. Kene orneklerinde viris RNA’sinin tespit
edilmesi, KKKAV’nin hala bolgede evcil hayvanlarda endemik olarak seyrettigini
gOstermektedir.

Anahtar Kelimeler:ELISA; Kene; Kirim Kongo Kanamali Atesi Virlsu; Evcil
Ruminant; Stt

Tuba OZUPAK, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Subat-2017



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF PRESENCE OF CRIMEAN-CONGO
HEMORRHAGIC FEVER VIRUS (CCHFV) IN TICK AND BLOOD AND MILK
OF DOMESTIC RUMINANT SPECIES (CATTLE, SHEEP AND GOAT)

Aim: Crimean Congo Haemorrhagic Fever (CCHF) is a important zoonotic disease
transported by vectors.In 2002, the disease was declared fist time in Tokat province of
Turkey. The objective of this study was to investigate the presence/prevalence of
CCHFV in tick and milk and blood samples of domestic ruminant species (cattle, sheep
and goat) in Resadiye town of Tokat province where CCHF disease were observed as
endemic.
Material and Method:In this study, milk, serum and whole blood samples were
purposively collected from domestic ruminants (cattle, sheep and goat) which are
bearing ticks. The material consisted of 171 domestic ruminants, including 42 sheep, 64
goats and 65 cattle, from Resadiye town. Although no tick was collected from cattle, a
total of 335 ticks were collected from sheep (n:221) and goats (n:114). A total of 78 tick
pools were formed from tick samples. The presence of viral nucleic acid was
investigated from collected tick, whole blood and milk samples by rRTPCR. The serum
samples were tested for the presence of specific antibodies against CCHFV by
commercial ELISA Kkit.
Results: Although no CCHFV RNA was found from whole blood and milk samples, it
was detected in 10 of 78 (12.8%) tick pools. The CCHFV antibodies were present in 25
of 65 (38.5%), 35 of 42 (83.3%) and 53 of 64 (82.8) cattle, sheep and goat, respectively.
Out of 171 serum samples examined, 113 (66.1%) were positive for CCHFV.
Conclusion:It was revealed thatprevalenve of CCHFV was more common in small
ruminants than cattle. It was important results in terms of public health that virls can
not be detected. The detection of CCHFV RNA in tick samples shows that CCHFV is
still endemic in domestic animals.
Keywords:Crimean-Congo Hemorrhagic Fever Virtis;Domestic Ruminant; ELISA,
Milk; Tick
Tuba OZUPAK, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, February-2017



SIMGELER VE KISALTMALAR

ALT : Alanin aminotransferaz

APTT . Aktive parsiyel tromboplastin zamani
AST : Asparat aminotransferaz

BSL-4 : Biyoguivenlik duizeyi-4

CCHF :Crimean congo haemorrhagic fever
CK : Kreatinkinaz

IFA : Immunoflorasan antikor

INR : International normalization ratio
ELISA - Enzyme-linked immunosorbent assay
KKAV : Kirim kanamali atesi virlisu

KKKA : Kirim kongo kanamali atesi
KKKAV : Kirim kongo kanamali atesi virist
PBS-T : Phosphate bufferd saline- tween 20
PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu

PT : Pihtilagsma zamani

RT-PCR : Revers transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu

rRT-PCR  :Real-time revers transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu
RNA : Ribonikleik asit

SDB : Serum dillisyon buffer

SPDS : On serum dilisyon soliisyonu

TMB : Tetramethylbenzidine

Vi
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1.GIRIS

Kirim Kongo Kanamali Atesi Virisu (KKKAV) Bunyaviridae familyasindaki
Nairoviriscinsine aittir. Kirnm Kongo Kanamali Atesi (KKKA); KKKAYV ile enfekte
Ixodidaeailesi icindeki kenelerin insanlar1 enfeste etmesi, virlisu tasiyan ¢iftlik hayvani
yada KKKA hastalarinin doku veya kani ile temas sonucu bulagsmaktadir (Eliot ve ark.,
2000; Whitehouse, 2004; Bente ve ark., 2013).Virlsun dogadaki keneler arasinda
yayilmasi transstadial ve transovarial yolla olmaktadir. Kene, konak siklusunu evcil ve
yabani hayvanlarda tamamlamaktadir. Olgunlasmamis kenelerkirpi ve tavsanlari konak
olarak secerken, yetiskin keneler yaban domuzu ve c¢iftlik hayvanlari gibi biiyiik
memelileri tercih etmektedir (Hoogstral, 1979). KKKA virisu insanlarda ciddi hastalik
tablolarinaneden olmasina karsin, ¢iftlik hayvanlarinda herhangi bir klinik semptom
olusturmamaktadir (Causey ve ark., 1970; Chumakov, 1974; Yu-Chen ve ark., 1985;
Ergonul, 2006). Endemik bolgelerde yapilan seroepidemiyolojik c¢aligmalar, Giftlik
hayvanlarindan ozelliklede sigir, koyun ve kegilerde seroprevalansin yiiksek oldugu
bildirilmistir (Albayrak ve ark., 2012; Spengler ve ark., 2016).Hastalik ilk olarak
1940’1 yillarda Rusya’nin Kirim bolgesinde bildirilmis olup, ginimizde Afrika,
Avrupa ve Asya gibi diinyanin birgok bdlgesinde rapor edilmistir (Chumakov, 1947
Ergunay ve ark., 2010). Tirkiye’de hastalik ilk olarak 2002 yilinda Tokat ilinde
bildirilmis olup, bunu takip eden her yil rapor edilmistir. Hastalik vakalari genelde
kirsal kaynakli ve kene dykiisiine bagli olarak rapor edilmektedir (Gunes ve ark., 2009).

Bu ¢alismada,KKKAH’nin endemik olarak goriildiigii bolgelerden biri olan
Tokat ili Resadiye ilgesinde bulunan sigir, koyun ve kegilerden alinan kan, siit ve kene
ornekleri kullanilarak KKKAV’nin varliginin/yaygmliginin virolojik ve serolojik olarak

tespit edilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kirnm-Kongo Kanamah Atesi

2.1.1. Tanim

KKKA; kanamali ates sendromlarina neden olan virlslardan birinin
olusturdugu, zoonoz karakterli, ana bulas kaynagi keneler olan,ciftlik hayvanlarinda
herhangi bir klinik semptoma neden olmamasina karsin, insanlarda % 5-30 oraninda
mortaliteye neden olan bir hastaliktir (Eliot ve ark., 2000; Whitehouse, 2004; Flick ve
Whitehouse, 2005; Ergdnl, 2006).

2.1.2. Tarihge

Hastaligin ana belirtileri olan kusma, kanli idrar ve kanamalar1 i¢eren klinik
semptomlar gliniimiizden yilizyillar 6nce 12. yilizyilda Tacikistan’da bildirilmistir
(Hoogstral, 1979).Hastalik Asya kitasindaki farkli {ilkelerde “Khungribta”,
“Karakhalak” ve “Khunymuny” adlariyla isimlendirilmistir. ilerleyen yiizyillarda da
Asya’da benzer semptomlarla insan vakalar1 bildirilmistir (Ergonul, 2006; Whitehouse,
2004). Modern tibbin gelismesine paralel olarak hastalik ilk olarak 1944-1945 yillarinda
Bat1 Kirim steplerinde g¢ogunlukla iiriin toplamaya yardim eden Sovyet askerlerinden
200 kisinin etkilenmesiyle ortaya ¢ikmistir (Chumakov, 1947). Kirnrm Kanamali Ates
Viristi (KKAV) 1967 yilinda enfekte hastalardan alinan kanin farelere intraserebral
inokiilasyonu sonucunda izole edilmistir (Butenko ve ark., 1968; Chumakov ve ark.,
1968). KKAV, 1956 yilinda Zaire’de atesli bir hastadan izole edilen Kongo viriisii ile
ayn1 virlis oldugu anlagildiktan sonra ismi KKKAV olarak degistirilmistir (Simpson ve
ark., 1967; Chumakov ve ark., 1969; Gear ve ark., 1982; Whitehouse, 2004). KKKA
hastalig1; Asya, Afrika, Gilineydogu Avrupa ve Orta Dogu’daki 30’dan fazla iilkede
tanimlanmustir (Whitehouse, 2004). Ulkemizde hastalik ilk kez 2002 yilinin ilkbahar ve
yaz aylarinda &zellikle, I¢ ve Dogu Anadolu bélgelerinin kuzeyi ile Karadeniz
Bolgesi’nin giliney kisimlarini kapsayan bolgelerde ortaya ¢ikmis olup 2003 yilinda
tanis1 konulmustur (Yilmaz ve ark., 2009).

2.1.3. Etiyoloji
Hastaliga neden olan KKKA virtis; Bunyaviridae ailesinden Nairovir(s cinsine

aittir KKKAvirusii 80-120 nm ¢apinda olup,5-7 nm kalinhiginda cift lipid katli zarfa



sahip RNA virtsudur. Virus, tek zincirli, helikal simetrili, sirkiler goruniimli,negatif

polariteli ve ii¢ pargali bir genoma sahiptir (Elliot ve ark.,2000; Schmaljohn ve Hooper,

2001). Bu uc parca large (L), medium (M) ve small (S) olarak isimlendirilmistir (Sekil

1). Virlsun sahip oldugu segmentler dort adet yapisal protein kodlamaktadir(Nichol,
2001; Whitehouse, 2004). S segmenti 1673 niikleotid biiyiikliigiinde olup niikleokapsid

proteini (NP) kodlamaktadir. M segmenti 5364 niikleotid biiyiikliigiinde olup zarf

glikoproteinleri (Gn ve Gc) kodlar. L segmentil2149 niikleotid biiyiikliigiinde olup
RNA bagimli RNA polimeraz (RARP) enzimini kodlamaktadir (Flick, 2007

Ozdarendeli ve ark.,2008; 2010) (Sekil 2)

MN-terminal karbonhidrat

Gnve Gc

Sekil 1.KKKA virlisinin sematik yapisi (Ergénil’den, 2006).
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Sekil 2. KKKA viris kesiti ve segmentlerin sematik goriiniimii (Flick’den, 2007)

KKKAYV c¢evre sartlarina kars1 dayaniksiz olup konaker disinda kisa siirede
inaktive olur. Virtis kanda 40°C’de 10 giin infektivetisini korumasina karsin, 56 °C’de
30 dakikada inaktive olmaktadir. Dezenfektanlardan %21’lik hipoklorit ve %2’lik
gluteraldehitviriisiin inaktive olmasini saglamaktadir (Ergénil, 2006).

KKKA viristl, S segmentinin tam sekansina gore yedi ayr1 gruba ayrilmistir.
Afrika Ulkelerinden elde edilen izolatlar; Afrika 1, Afrika 2, Afrika 3 gruplarini, Orta
Dogu’dan elde edilen izolatlar; Asia 1 grubunu, Ozbekistan, Kazakistan, Tacikistan ve
Cin’den elde edilen izolatlar; Asia 2 grubunu, Turkiye, Yunanistan, Rusya, Kosova,
Bulgaristan ve Arnavutluk’tan elde edilen izolatlar; Avrupa 1 grubunu, Yunanistan’dan
elde edilen AP 92 susu Avrupa 2 grubunu olusturmaktadir (Deyde ve ark., 2006;
Hewson, 2007; Ozdarendeli ve ark., 2008; 2010) (Sekil 3). Ozkaya ve ark. (2010) ve
Kalaycioglu ve ark. (2012) tarafindan yapilan c¢alismalarda ise KKKA virlsu S
segmentine gore dort hat altinda toplanmustir. Tiirkiye virusleri genel olarak Avrupa Hat
| iginde yer almaktadir. Avrupa Hat I, iki gruba ayrilmistir. Tiirkiye viruslerinin ¢ogu
Grup Il iginde bulunmaktadir. BYBRT51/08 ve ARTVN155/08 izolatlar1 Grup | icinde
yer almaktadir. CRM1/07 ve KMAG-Hu0701 izolatlar1 ise Avrupa Hat Il icinde
bulunmaktadir (Sekil 4). KKKAV M ve L segmentine gore yapilan filogenetik agacta
ise 5’er gruba ayrilmaktadir (Hewson, 2007) (Sekil 5).

2.1.4.Epidemiyoloji

Gunumuzde KKKA, viral kanamal1 atesler icerisinde diinyada en yaygin olarak
bilinen hastalik olup 30’dan fazla iilkede goriilmektedir (Hoogstraal, 1979; Karti ve
ark., 2004; Uyar ve ark., 2011). Olgularin ¢ogu 1970’lerden 6nce Sovyetler Birligi
(Astrahan, Kirim, Rostov, Ozbekistan, Tacikistan, Kazakistan), Bulgaristan, Zaire ve
Uganda’dan bildirilmistir (Butenko ve Karganova, 2007; Avsic Zupanc, 2007; Burt ve
ark.,2007).



S Genotypes

Europe 2

Africa 2

Europe 1

Asia 2

Sekil 3. KKKAYV genoatiplerinin cografik dagilimi (Hewson’dan, 2007)

\ GROUP Il

Subgroup lla Subgroup llb /

Sekil 4. Tiirkiye suslariin filogenetik analiz sonuglarina cografik dagilimi. Sirasiyla 2006, 2007 ve 2008

suslari A O, | ile isaretlenmistir. Cizgili gosterilen ise CRM1/07 susudur (Ozkaya ve ark.’dan,
2010)
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Sekil 5. KKKAV’larinin segment sekanslarina gore cografik dagilimi (Hewson’dan, 2007)

1975-2000 yillar1 arasinda Giiney Afrika Cumhuriyeti, Moritanya, Tanzanya, Kongo,
Burkina Faso, Senegal’den ¢alismalar sunulmus (Burt ve ark., 2007), Orta Dogu
tilkelerinden Irak, Birlesik Arap Emirlikleri, Pakistan, Cin, Suudi Arabistan ve Umman
Sultanligi’ndan olgu bildirilmistir (Ergonul ve Whitehouse, 2007; Saijo, 2007; Ergonul,
2012).2000 yilindan sonra Iran, Arnavutluk, Senegal, Pakistan, Yugoslavya, Moritanya,
Kenya, Yunanistan, Bulgaristan ve Tirkiye’de salgimlar bildirilmistir (Avsic Zupanc,
2007; Burt ve ark., 2007; Chinikar, 2007; Vatansever ve ark., 2007; Ergonul, 2012).
Misir, Hindistan, Macaristan, Fransa, Portekiz ve Benin'de serolojik olarak goriilmiigse

de olgu olarak rapor edilmemistir (Whitehouse, 2004; Ergonil, 2006; 2012) (Sekil 6).



St - S — s ——

- - T x
L ) — > Inset 1 N AT
I W = Ronaan Fegaton
it * A b2 R ml?r?vFedem i
i%/\ﬁl»elherla - [See inset 1 = OB i }' %}
> Al : : o
S Armenia

Ireland === & j
aN

5 = B Italy : I

p 0 e

-
UA!B%
Emirates
\‘\ " Oman
ol

New Zealand)

- CCHF y no reported X ‘-
[ cowr v reported " ;‘k "o 500 1,000 2,000 Miles l
: { S P N Yt St O PR Wl |

Sekil 6. Kirim Kongo Kanamali Atesinin cografik olarak dagilimi(Spengler ve ark.,”dan, 2016)

Tirkiye’de ilk olgu 2002 yilinda Kelkit Vadisi’'nde yer alan Tokat ilinde
goriilmustiir. 2002 yilindan sonra hastalik her yil rapor edilmistir. Vakalarin biiyiik
cogunlugu (%95) I¢ Anadolu ve Dogu Anadolu Bolgesinin kuzeyinden, 6zellikle
Tokat, Corum, Sivas ve Erzurum’da goriilmektedir (Sekil 7). Olgularin ¢cogunlugu mart-
ekim aylar1 arasinda ve ozellikle haziran-temmuz aylarinda, kenelerin yogun olarak
aktif oldugu aylarda tespit edilmektedir(Karti ve ark., 2004; Uyar ve Carhan, 2009;
Yilmaz ve ark., 2009).

Sekil 7. KKK A olgularinin yogun olarak goriildiigii Kelkit Vadisi (Y1lmaz ve ark.’dan, 2008)



KKKA’nin insanlara bulagsmasi ya infekte kenelerin enfestasyonu yada viremik
donemdeki hayvanlara ait enfekte doku veya kan ile bulagsma olmakla birlikte, akut
hastalik donemindeki hastalarin kan ve enfektesekresyonlar1 ile mukozal veya
biitiinliigli bozulmus deri temasi ile de bulasma miimkiindiir (Turell, 2007; Bente ve
ark., 2013; Mertens ve ark., 2013). Hastalarda kullanilan medikal malzemelerin yetersiz
sterilizasyonu hastaligin bulagmasinda rol oynamaktadir. Pismis et veya gidalarla
bulagsmaya dair bir veri bildirilmemistir. Hastaligin hava yoluyla bulastigina dair kesin
bir kanit bulunmamaktadir. Anneden bebege hastaligin gectigi bildirilmistir. Ayrica
kene 1siran insanlarin hepsinde hastalik sekillenmemektedir (Whitehouse 2004,
Ergonil, 2006; Bente ve ark., 2013; Mertens ve ark., 2013).

Hastalik agisindan, tarim ve hayvancilikla ugrasanlar, veteriner hekimler, hasta
hayvanlarla temasi olanlar, hastaligin goriildiigii bolgelerde gorev yapan saglik
personelleri ile kamp yapanlar, deri fabrikasi iscileri, mezbaha calisanlar1 ve kasaplar
yiiksek risk altindadir (Whitehouse 2004; Ergonil, 2006; Bente ve ark., 2013; Mertens
ve ark., 2013). Aktif olarak g¢alisan yas gruplarinda hastalik daha sik goriiliirken,
kadinlarin tarimda daha fazla calistigi iilkelerde kadinlarda erkeklerden daha fazla
gorilmektedir (Van Eeden ve ark., 1985; Segcmeer ve Celik, 2010).

Gunumuze kadar KKKA virist, 31 kene tird ve bir sinekten (Culicoides spp.)
izole edilmis olup, Ozellikle Ixodidae turlerinden Hyalomma marginatum tarafindan
tasindigi rapor edilmistir (Shepher ve ark., 1991; Durden ve ark., 1993; Gordon ve ark.,
1993). Ixodidae tiirleri, gelisme donmelerine, beslenme ve kan emme durumlarina goére
0,5-3 cm biiyiikliigiinde olup, viicudunun 6n kism1 kan emmeye elverisli, 5 parcali, agiz
organalleri ve bunu takip eden tek parcali gévdeden olugmaktadir. Integiiment adi
verilen yiizey Ortiisii kitin igerir. Bu kitin tabakasi erkeklerde sirt kisimda yogun plaka
iken, diger gelisme sekilleri olan larva, nimf ve disilerde sadece agiz organellerinin
gerisinde yaka seklinde yer alir. Bu 6zellik bakimindan erkek ve disi keneler birbirinden
ayrilabilir (Karaer, 2006). Virlis kenelere transstadial ve transovarial olarak
bulasabilmektedir. Ergin olmayan Hyalomma cinsine ait keneler kirpi ve tavsan gibi
kiiclik omurgalilardan kan emerken virlisii almakla birlikte yetigkin keneler yaban
domuzu ve ¢iftlik hayvanlar1 gibi biiyiik omurgalilardan kan emerek viriisii alir (Durden
ve ark., 1993; Albayrak ve ark., 2012). Sigir, koyun, kegi, at, esek gibi evcil hayvanlarin

serumlarinda da antikorlar gosterilmistir. Ancak viriis hayvanlarda Kklinik bir hastaliga



yol agmamaktadir. Virlsiin yerden beslenen kuslarda viremi yaptigigosterilememis
ancak vektor keneler bu kuslar tizerinde 6zellikle de karga ve kekliklerde gosterilmistir
(Shepher ve ark., 1991; Durden ve ark., 1993; Gordon ve ark., 1993) (Sekil 8).
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Sekil 8.Hyalomma cinsi keneler tarafindan KKKA viriisiiniin bulagma dongiisii (Bente ve ark., 2013’den

uyarlanmugtir).

KKKA virisiiniin ana tasiyicist olan Hyalomma marginatum yaban hayati ile
cok yakindan ilisikli olup, bozkir ikliminin diger iklim kusaklar1 ile kesistikleri
bolgelerde 6zellikle de kuru taban ortiisiine sahip bodur ormanlik alanlarda yayilis
gostermektedir (Shepher ve ark., 1991; Durden ve ark., 1993; Gordon ve ark., 1993).
Hyalomma marginatum iki konutlu bir yasam dongiisiine sahiptir. Larva ve nimf
evreleri beslenmek ig¢in kiiclik yabani hayvanlar ile yerden beslenen kuslari tercih
etmektedir. Larvadan nimfe doniisme konak ftzerinde ger¢eklesmektedir. Bu
hayvanlardan14-26 giin boyunca kan emerek doymus nimf halinde yere diiserler. Yaz
sonu/sonbahara denk gelen bu safthada keneler ya doymus nimf olarak, yada 4-20 gun
icinde gomlek degistirerek aceriskin (erkek-disi) haline geldikten sonra kisi
gegirebilecekleri uygun bir korunaga (Tas altlari, ot balyalar1 vs.) girerler. Kis1 doymus
nimf yada a¢ eriskin olarak inaktif halde gegiren keneler, havalarin 1sinmasiyla tekrar
aktif hale gelir ve biyolojik dongulerine devam ederler. Eriskin keneler uygun bir
korunagin altinda etraflarindan kan emebilecekleri biiylik bir konagin (domuz, sigrr,

koyun, at vs.) gegmesini beklerler. Hayvanlarin yaydigi 1s1, koku ve titresimler, kenenin



konag1 hissetmesini ve ona dogru yonelmesini saglar. Uygun konaga tutunan keneler 9-
14 giin boyunca kan emer ve bu sirada ciftlesirler. Ciftlesmeyi takiben erkek keneler
Oliir. Doyan disi keneler topraga diiser ve kendilerine yumurtlamaya uygun bir yer
bularak ortalama 7000 yumurta birakip oliirler (Shepher ve ark., 1991; Gordon ve ark.,
1993; Durden ve ark., 1993; Karaer, 2006). KKKA virdsinl bulastiran Hyalomma
soyuna ait kenelerin nisan-ekim aylarinda aktif olduklari, ikinci pik aktivite zamaninin

ise kasim ay1 oldugu bildirilmistir (Schmaljohn ve Hooper, 2001; Turell, 2007).

2.1.5.Patogenez

Hastaligin patogenezisi tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak virtsundirekt ya
da dolayli olarakkapillarendoteli hedef alarak mononikleer hiicrelerin aktivasyonunu
sagladigi ve bazi sitokin ve kemokinlerin salinimini uyardig: bildirilmistir (Bray, 2007;
Ergonul, 2007; Bente ve ark., 2013).

Bu kemokinlerendotelyumu hedef alarak harabiyet meydana getirmektedir.
Endotel hiicrelerdeki viriis varliginda tubuloretikiiler cisimciklerinin saptanmasi kapillar
damarlardaki fonksiyon bozukluguna yol agar ve bu durum klinik ve patolojik
degisikliklerle  sonuglanir. ~ Kapillar  gecirgenlikteki  artis  ve  pihtilagsma
fonksiyonlarindaki bozukluklar kanamaya sebebiyet verir (Bray, 2007; Ergonul, 2007;
Bente ve ark., 2013).

2.1.6. Klinik Bulgular

Hastalik hayvanlarda insanlara gore daha yaygin olmakla birlikte
asemptomatik ve subklinik seyretmektedir (Woodall ve ark., 1965; Causey ve ark.,
1970; Albayrak ve ark., 2012). KKKA viriisii insanlarda belirtisiz infeksiyondan siddetli
kanamali atese ve Olime kadar degisiklik gosteren hastalik tablosu olusturmaktadir.
Hastalik klinik seyrine gore 4 doneme ayrilmaktadir (Whitehouse, 2004; Ergonil,
2006).

Inkubasyon Dénemi:Hastalik etkeninin insanlarda ortaya ¢ikisi; virlisiin giris
yoluna, alinan virlis miktarina ve konagin immunitesine bagli olarak degisiklik
gostermektedir. Bu siire kene 1sirmasindan sonra yaklagik 2-14 giin arasinda degigmekle
birlikte genellikle 1-3 gundir (James ve Gear, 1982; Giirbuz ve ark., 2009; Midilli ve
ark., 2009; Gonen, 2011; Isikay, 2013).
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Prehemorajik Donem: Ani yiiksek ates, kas agrisi, bas agrisi ve bag donmesi
ile karakterizedir. Ates ortalama 4-5 gilin siirer. Bu donemde ishal, bulanti, kusma,
boyun, yiiz ve gogiiste hiperemive konjuktivitis goriilmektedir (James ve Gear, 1982;
Gurbiz ve ark., 2009; Midilli ve ark., 2009; Génen, 2011; Isikay, 2013).

Hemorajik Dénem: Kanama bulgulart mukoza ve ciltte petesilerden genis
hematomlara kadar degisiklik gostermektedir. Kanama beyin, vagina ve dis etinde
goriilebilir. En sik kanayan bolgeler gastrointestinal sistem ve solunum sistemidir
(James ve Gear, 1982; Gurbiz ve ark., 2009; Midilli ve ark., 2009; Génen, 2011).

Konvalesan Donem: Bu donemde tasikardi, hafiza kaybi, gorme ve isitme
kaybi, nefes almada giigliik gibi bir¢ok sistemi etkileyen bulgular gorilebilir. Olim
genellikle hastaligin 2. haftasinda goriilebilmekte ve bu oran % 8-80 arasindadir (James
ve Gear, 1982; Girbiiz ve ark., 2009; Midilli ve ark., 2009; Gonen, 2011).

2.1.7. Teshis
Erken teshis; hastaligin tedavisi acisindan ve saglik bakimi ile iliskili
infeksiyonlarin 6nlenmesinde 6nem tasir. Ayirict teshiste benzer semptomlar: tasiyan
infeksiy6z hastaliklardan ayrimi gereklidir (Zeller, 2007).

Laboratuvar teshisi: Kan orneklerinden viris ve virlise karst olusan
antikorlarin  varligina bakilarak yapilmaktadir. KKKA hastaliginin = seyrinde
sekillenebilecek laboratuvar degisiklikleri; 16kopeni, anemi, trombositopeni, Aspartat
amino transaminaz (AST) ve Alanin amino transferaz (ALT) diizeylerinde artis,
pihtilagsma zamaninda (PT), aktive parsiyeltromboplastin zamani (aPTT) ve uluslararasi
normal oran (INR) siiresinde uzama, fibrin yikim {riinlerinde artma ve fibrinojende
azalma gorulmektedir. Ayrica kas tutulmalarina bagli olarak keratinkinaz (CK) ve AST
yiikselmektedir. Oral alim bozuklugu ve renal tutulmalara bagli proteindri, oliguri,
azotemi ve hematlri gozlemlenmektedir (James ve Gear, 1982; Gurblz ve ark., 2009;
Midilli ve ark., 2009; Gonen, 2011; Uyar ve ark., 2011).

Virus izolasyonu: KKKA viriist; virls izolasyonu, biyoguvenlik dizeyi- 4
(BSL-4) laboratuvarlarinda yapilmak zorundadir (Whitehouse,2004; Mourya ve ark.,
2012). Hiicre kiiltlirtinden virlis izolasyonu basit ve hizl1 olmasina ragmen bu yontemin
duyarlilig1 yeni dogan farelere homojenize olmus kenelerin veya akut hastalarin kaninin
intrakraniyal ve intraperitoneal inokulasyonundan daha diisiik oldugu bildirilmistir
(Whitehouse, 2004; Uyar ve ark., 2011; Mourya ve ark., 2012).
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Serolojik Testler: IgG ve IgM antikorlari, hastaligin baglamasindan yaklasik 7
gun sonra Enzyme linked immuno assay (ELISA) ve immunoflorasan antikor (IFA)
teknikleri ile belirlenebilmektedir.IgM diizeyi hastaliktan yaklasik 4 ay sonra
belirlenemezken, IgG diizeyi hastaliktan en az 5 yil sonra dahi belirlenebilmektedir
(Bakir ve ark., 2005; Uyar ve ark., 2011; Albayrak ve ark., 2012; Hasan, 2012).

Ulkemizde 2008 yilinda yapilan bir calismada KKKA viriisii tasiyan hastalarn
laboratuvar teshisinde polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve IgM ELISA kullanilmistir.
Hastalarda semptomlarin baglamasini takiben ilk 5 giin i¢inde % 83,4 oraninda PCR
pozitif bulundu. Ancak semptomlarin baglamasini takiben 6-10 giin igerisinde bu oran
% 67,5 olarak belirlendi. Semptomlar1 takiben 5 giin sonra PCR pozitiflik azalirken
KKKA virlisu -IgM orant % 95 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda
hastaligin teshisinde; semptomlarin baslamasini takiben ilk 5 giin i¢inde pozitiflik PCR
ile daha yiiksek oranda belirlenirken, 5 giin sonrasinda ise ELISA-IgM ile daha yiiksek
oranda belirlendigi rapor edilmistir (Uyar ve ark., 2011).

ELISA testi genellikle daha az spesifik olup, IFA ve nétralizasyon testine gore
daha duyarli oldugu bildirilmistir (Uyar ve ark., 2011).

Molekller Teshis Yontemleri: Bu teshis yonteminde rRT PCR
kullanilmaktadir. Bu metot ile kenelerden ve klinik érneklerden viriisun genetik yapisi
ortaya konulmaktadir. rRT-PCR yontemi; kanda virlis yukuni gosterebilmesi ve virusiin
niikleik asit yapisini saptamasi nedeniyle daha kullanighidir. rRT PCR teknigi ile
hastaligin  16. giiniine kadar viral RNA, serum oOrneklerinde saptanmaktadir

(Whitehouse, 2004; Zeller, 2007; Ozkaya ve ark., 2010; Albayrak ve ark., 2012).

2.1.8. Tedavi

KKKA hastaliginin ~ spesifik  bir tedavisi bulunmamaktadir. KKKA
kendiliginden iyilesen bir 6zellige sahip olup, orta ve agir seyreden hastalarda tedavi
gerekebilir. Tedavinin temelini, trombosit silispansiyonu, taze donmus plazma ve
eritrosit siispansiyonu gibi kan ftrtinleri ile destek tedavisi olusturmaktadir (Mirazimi,
2007; Mirazimi ve ark., 2010).

Hastaligin tedavisinde kullanilabilecek uygun antiviral ajan olmamasina
ragmen, ribavirin’in KKKA viriislerine invitro etkili oldugunun gosterilmesi ve fare
deneylerinde viremiyi azalttiZinin gdsterilmesi tizerine tartismali da olsa hem

proflaksidehemde tedavide kullanildigi bildirilmistir (Ergonul, 2008; Isikay, 2013).
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Ribavirin’in 6zellikle hastaligin erken dénemlerinde etkili oldugunu bildiren yayinlar
mevcuttur (Fisher ve ark., 1995; Ergonul ve ark., 2004; Yapici ve ark., 2010).

Yapilan bir c¢alismada as1 sonrast saglikli  dondrlerden elde edilen
immunglobiilinlerin tedavide kullanildigi ve basarili sonuglar elde edildigi, intravendz
immunglobulin uygulamalarinin  durumu ciddi olan hastalarda etkili oldugu

bildirilmistir (Ongiirii ve Bodur, 2012).

2.1.9. Koruma ve Kontrol

Hastaliktan korunmada en etkili yontem hastalig1 bulastiran kenelerle miicadele
etmektir. Ayrica endemik bolgelerde bulunan kisilerin  hastalik  yOniinden
bilinglendirilmesi gerekmektedir. Akut hastalik siirecinde hastanin viicut sekresyonu ve
kan1 ile bulagsma riski oldugu i¢in, ilgili saglik personelinin gerekli koruyucu 6nlemleri
almas1 gerekmektedir. Viicuda yapismis olan kenelerin uygun bir sekilde alinip,
oldiiriilmesi hakkinda insanlarin bilinglendirilmesi saglanmalidir. Kenelerin yasamasi
icin elverisli olan ortamlarda, diger canlilara zarar vermeden insektisit uygulamalarina

basvurulabilir (Ser ve Cetin, 2016).

2.2 Amag

Bu ¢alismanin amact KKKA hastaliginin endemik olarak goriildiigii bolgelerden
olan Tokat/Resadiye’de bulunan sigir, koyun ve kecilerden alinan kan, siit ve kene
orneklerinde KKKAV’nin varliginin/yaygmliginin tespit edilmesi amaglanmistir. Elde
edilen sonuglar ile evcil ruminantlarin virdsiin sirkilasyonundaki roliiniin ortaya
konulmas1 hedeflenmektedir. Ayrica, bu hayvanlardan elde edilen siitiin, KKKAV’si
yoniinden halk saglhigi acisindan bir tehdit olusturup olusturmadigi yoniinde bilgi
uretilmeside hedeflenmektedir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

“Kirim Kongo Kanamali Atesi Virlisi’niin Kene ve Evcil Ruminant (Sigir,
Koyun ve Keci) Kan ve Siitlerinde Varliginin Arastirilmas1” baglikli yiiksek lisans tez
konusu T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Samsun Veteriner Kontrol Enstitlsu
Miidiirligii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 25.02.2015 tarih ve 36 sayili izni
ile yiirtitilmiistiir.

3.1.1. ELISA Kitleri ve Konjugatlar
Ticari olarak temin edilen Vector Best, D-5052, VectoCrimean-CHF-1gG
(Vectorbest, Novosibirsk, Rusya) kiti kiigiik modifikasyonlar yapilarak kullanildi. Test
sisteminin konjugati (anti-human IgG peroksidaz) sigir, koyun ve keci konjugatlar
(rabbit anti-cow 1gG peroksidaz; rabbit anti-sheep 1gG peroksidaz ve rabbitanti-goat
IgG peroksidaz) ile degistirildi. Kullanilan konjugat ticari bir firmadan (ID.Vet,
Grabels, Fransa) ¢oklu tur konjugat olarak temin edildi.

3.1.2. RNA Ekstraksiyonu ve rRT PCR Kitleri, Primerler ve Prob

RNA ekstraksiyonu ticari olarak temin edilen ekstraksiyon Kkiti (Qiagen,
RNeasy Mini kit, Cat No: 74106, Hilden, Almanya) kullanildi. Yine ¢aligmalarda ticari
olarak temin edilen tek asamali PCR kiti (Rotor-Gene Probe RT-PCR kit, Cat No:
204574, Qiagen, Hilden Almanya), primerler ve prob kullanildi. rRT-PCR metodu igin
kullanilan primerler ve probun orjinleri ile lokalizasyonlari ile ilgili bilgiler Tablo 1°de
sunuldu. Amplifikasyonlarda, S segmentine 6zgiil primerler ve prob kullanildi. Testte
pozitif referans ve konsantrasyonu ortaya koymak igin virtisun tim S segmentini igeren
plazmid (pGEM-T Easy vektor, Promega, ABD) ve negatif kontrol olarakta distile su
kullanildi.

Tablo 1. Primer ve problarin dizini ve lokalizasyon bélgeleri (Ozan’dan, 2017)

Primer ve | Dizin 5’-3’ Lokalizasyon
Prob Adi Bélgesi
S segmentinde (bp)
F1 5’GCTGAGCTGAAGGTTGATGTTC 3’ 386-407
R2 5> ATGTCCTTCCTCCACTTGAGA 3’ 445-465
P2 FAM-5’GAACAACTTGCCAATTACCAACAGGC-3’ TAMRA | 415-441
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3.1.3. Orneklenen isletmeler

Bu c¢alismada Tokat iline bagh Resadiye il¢esinde bulunan ve Saglik Bakanlig1
verilerine gore onceki yillarda insanlarda KKKA vakalar1 bildirilen 7 kéyde (Nebiseyh,
Yuvacik, Akdogmus, Ibrahimseyh, Ke¢ikdy, Ulukdy ve Hasanseyh) bulunan koyun,
ke¢i ve sig1r isletmelerinden tam kan, serum ve siit 6rnekleri toplanildi (Sekil 9). Koyun
ve kegilerden kene ornekleri de toplanilmasina karsin, yogun kimyasal miicadele
nedeniyle sigir isletmelerinde kene tespit edilemediginden dolayr Ornekleneme

yapilamadi.

3.1.4. Tam Kan, Serum, Suit ve Kene Ornekleri

Serolojik ve virolojik testler igin, Resediye ilgesindeki 7 kdyde bulunan 42
koyun, 64 kegi ve 65 sigir olmak iizere toplam 171 hayvandan antikoagulanli (EDTA)
tiplere tam kan, silikonlu tlplere serum ve 12 ml hacimli falkon tiiplere de st 6rnekleri
toplanildi (Tablo 2). Yogun kimyasal ilag miicadelesi nedeniyle sigir isletmelerinde
bulunan hayvanlardan kene toplanilamamasma karsin, 42 koyundan 221 kene, 36
keciden ise 114 kene olmak tizere toplamda 106 koyun ve keginin 78'inden 335 kene

toplanildi. Toplanan kenelerin tiir ve hayvanlara gore dagilimi Tablo 3°de sunuldu.

Sekil 9. Resadiye ilgesinin kdylerinin cografik dagilimi
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Tablo 2. Toplanan numunelerin kdylere gore dagilim: (()* kene toplanan hayvan sayisini ifade eder)

KOYUN KECI SIGIR
NEBISEYH 22 (22)* . .
YUVACIK _ 32(11)* —
AKDOGMUS o 32(25)* .
IBRAHIMSEYH 20 (20)* . .
KECIKOY . . 16
ULUKOY - - 5
HASANSEYH . . 44
TOPLAM 42 (42)* 64(36)* 65
GENEL TOPLAM: 171 hayvan (78’inin tUzerinden kene toplanildi)
Tablo 3.Hayvan tiirlerine gore kenelerin dagilim
Kene Turi Koyun Keci Toplam
Dermacentor marginatus 28 14 42
Hyalomma detritum 63 34 97
Hyalomma marginatum 82 40 122
Rhipicephalus bursa 48 26 74
Toplam 221 114 335
3.2. Metot

3.2.1. Tam Kan,Serum ve Siit Orneklerinin Hazirlanmasi
Antikoagulan madde iceren (ethylenediaminetetraacetic acid) tiiplere alinan

defibrine kan 6rnegi 1500 devirde (rpm) 10 dakika santrifiij edilerek plazmalari ayrildi.

Stok tiiplere aktarilan plazma sivilari, test edilinceye kadar -20°C’de saklandi. Aym

sekilde silikonlu tiiplere alinan kan oOrnekleri pihtilastiktan sonra

10 dakika 1500

devirde (rpm) santriflij edilerek serumlar ayirt edildi. Stok tiiplere aktarilan serumlar,

test edilinceye kadar -20°C’de saklandi. Soguk zincirde laboratuvara getirilen siit

ornekleri 2 ml hacimli tiiplere porsiyonlanarak test yapilincaya kadar -20°C’ye

kaldirildi.
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3.2.2. Kene Orneklerinin Hazirlanmasi

Soguk zincir altindalaboratuvara getirilen kene 6rnekleri, kene anahtarina gore
tiir ve cinsiyet ayrimi yapildi. Tiir ayrimini takiben, ayni1 hayvan lizerinden toplanan tim
keneler (1-13 arasinda)MagNa Lyser cihazinin yesil boncuklar i¢ceren 2ml hacimli ve
icerisinde steril PBSbulunan tuplere yerlestirildi. MagNa Lyser cihazi araciligiyla 3
dakika7000 devirde (rpm)homojenize edildi. Elde edilen homojenizatlar 10 dakika4400
devirde (rpm)santrifij edildi. Supernatantlar, biyogivenlik kabini icerisinde steril 2 ml

hacimli mikro tiiplere aktarildi. Ornekler analiz yapilincaya kadar -80°C’ de saklandh.

3.2.3. ELISA Testi

Testler, yapilan kiigiik degisiklerle birlikte firetici firmanin Onerileri
dogrultusunda yapildi.Ozetle, ticari bir firmadan temin edilen insan antikor Kkitinin
Vector Best, D-5052, VectoCrimean-CHF-IgG (Vectorbest, Novosibirsk, Rusya)hayvan
antikorlarina validasyonu yapildi. Test sisteminin konjugati  (anti-human 119G
peroksidaz) sigir, koyun ve ke¢i konjugatlar1 (rabbit anti-cow IgG peroksidaz,
rabbitanti-sheep 1gG peroksidaz ve rabbitanti-goat 1gG peroksidaz) ile degistirildi.
Kullanilan konjugat ticari bir firmadan (IDvet, Grabels, Fransa) c¢oklu tir konjugat
olarak temin edildi.Serum Ornekleri ve antikor test Kiti reaktifleri kullanilmadan once
oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra kisa bir vorteks yapildi. Test edilecek
serum Ornekleri i¢in yapilan islemler pozitif/negatif kontrol olarak kullanilan serumlara
icin de uygulandi. Serum &rnekleri yardimer bir 96 kuyucuklu mikrotitrasyon pleytinde
10 katli olarak 6n serum dilisyon soliisyonu (SPSD) ile sulandirildi. Yardimci pleyt
gozlerine 90 pl SPSD konuldu ve iizerine 10 pl serum o6rnegi eklenerek pipete edildi.
Pipetasyon sonrast SPSD’nin kipkirmizi rengi, sartya doniisti. Yardimci pleytte
sulandirilan serum ornekleri, 10 katli olarak serum dillisyon buffer (SDB) ile tekrar
sulandirildi. Testin yapilacag:i pleyte 90 pl SDB konuldu ve iizerine 10 pl yardimci
pleyteki serum Orneklerinden konuldu. Boylece serum ornekleri 100 kat sulandirilmis
oldu. Pleytin tizeri yapiskan bir film ile kapatilarak, orbital calkalayicida 37 °C°de 1 saat
inkubasyona birakildi.Yikama soliisyonu, konsantre PBS-T’nin distile su ile 25 kat
sulandirilmasiyla elde edildi. Inkubasyon sonrasi yapiskan film g¢ikarildikan sonra
pleytler ELISA yikayict yikama soliisyonu kullanilarak 5 kez yikandi. Coklu tur
konjugat, 50 kath olarak sulandirilmis yikama soliisyonu ile sulandirildi.Sulandirilmig

coklu tir konjugat tim gozlere 100 pl konuldu. Pleytin Uzeri yapigkan film ile
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kapatilarak, orbital calkalayicida 37 °C’de 30 dakika inkubasyona birakildi.inkubasyon
sonrast yapiskan film ¢ikarildikan sonra pleytler ELISA yikayici ile yikama soliisyonu
kullanilarak tekrar 5 kez yikandi.Yikama sonrasi, tim gozlere 100 pl
tetramethylbenzidine (TMB) soliisyonu konuldu. Oda sicakliginda (18-25°C°de) 10
dakika karanlikta bekletildi. Siire sonunda Gzerine 100 pl stop solisyonu konuldu.
ELISA okuyucuda, ana filtre 450 nm ve referans filtre 650 nm seg¢ilerek okuma yapildu.

Test gegerliligi igin, negatif kontrollerin ortalamasi1 0,250 optik dansite (OD)
degerini asmamasi, pozitif kontrollerin ortalamasi ise 1,000 OD degerinden daha
yiikksek olmasi istenilmektedir. Yapilan testlerde kullanilan kontroller bahsedilen
sartlara uygun olarak tespit edildi.Serum &rneklerinin degerlendirilmesi, Schuster ve
ark.’nin (2016) uyguladig: sekilde yapildi. Serum 6rnekleri, 0,500 OD degerine esit ve
altinda ise negatif, 0,600-0,700 OD degerleri arasinda ise siipheli ve 0,800 degerinin
Uzerinde ise pozitif kabul edildi.

3.2.4. RNA Ekstraksiyonu

RNA ekstraksiyonu ticari olarak temin edilen ekstraksiyon Kkiti (Qiagen,
RNeasy Mini kit, Cat No: 74106, Hilden, Almanya) ile iiretici firmanin direktifleri
dogrultusunda yapildi. Ozetle; ¢aligmaya baslamadan dnce kit reaktifleri 30 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Steril mikro tiip igerisine 400 pl viriis siipheli materyal (plazma,
stit ve kene homojenizati stipernatant1) konuldu. Bunun tizerine 600 pl (hacminin %1
oraninda beta merkaptoetanol-R-ME iceren) RLT buffer konuldu. Ornek vorteks ile
iyice karistirildiktan sonra 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Uzerine 600
Hl %70’lik etanol ilave edildi ve pipetasyon ile karigmasi saglandi. Karigimin 700 pl’si
2 ml hacimli toplama tiipi igerisine yerlestirilen RNeasy spin kolonuna transfer edildi
ve 10000 rpm’de 15 saniye santrifiij yapildi. Toplama tiipiindeki siv1 atilarak ayni islem
kalan karisim bitene kadar tekrarlandi. Bu islemler sonunda spin kolonun yer aldig:
toplama tiipii degistirildi ve spin kolona 700 pul RW1 buffer konularak 10000 rpm’de 15
saniye santrifiij yapildi. Toplama tiipii tekrar degistirilerek spin kolonu 500 ul RPE
buffer konuldu ve tekrar 10000 rpm’de 15 saniye santrifiij yapildi. Toplama tiipii
degitirildikten sonra spin kolona tekrar 500 pl RPE buffer konuldu ve 12000 rpm’de 2
dakika santrifiij yapildi. Islem sonunda spin kolon 1,5 ml hacimli toplama tiipii igerisine

yerlestirildi. Spin kolona RNase igermeyen steril distile sudan 50 pl konuldu ve
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10000rpm devirde 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipiiniin tabaninda biriken RNA
ornegi IRT PCR ¢alismalarinda kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanda.

3.25.rRT PCR

rRT PCR islemleri LightCycler 2.0 (Roche, Rotkreuz, Isvigre) cihazinda
gerceklestirildi. rRT PCR igin ticari olarak temin edilen tek asamali PCR kiti {iretici
firmanin o6nerileri dogrultusunda kullanildi (Rotor-Gene Probe RT-PCR kit, Cat No:
204574, Qiagen, Hilden Almanya). Reaksiyon toplam hacmi 25 pl olarak hesaplandi.
Reaksiyona giren bilesenlerin hacmi ise; 12,5 pl 2x Rotor-Gene Probe PCR master
miksi, 5,25 pl distile su, 0,8 pl’ser primerler (konsantrasyonu 10 pmol), 0,4 pl prob
(konsantrasyonu 10 pmol), 0,25 pl enzim miks ve 5 pl RNA olarak
hesaplandi1.Ornekler, buz akiisii {izerinde hazirlanarak cihaza 6zel cam kapillarlara
konulduktan sonra cihazin karoseline yerlestirildi. Cihazda 1s1l kosullar su sekilde
ayarlandi: revers transkripsiyon basamagi i¢in 50 °C’de 10 dakika, reverse transkriptaz
enzim inaktivasyonu icin 95 °C’de 5 dakika inkiibe edildi. Bunu takiben 40 siklus
boyunca, 6n denatiirasyon igin 95 °C’de 5 saniye, annealing basamagi igin 60 °C’de 10
saniye inkiibasyona birakildi. Son olarak ise sogutma basamaginda 40 °C’de 30 saniye

bekletildi. Sonuglar ger¢cek zamanli olarak bilgisayar ekraninda takip edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Serolojik Calisma Sonuclari

Tokat ili Resadiye ilgesindeki 7 kdyden toplanan altmis bes sigir kan
serumunun 25’inde (%38,5), 42 koyun kan serumunun 35’inde (%83.3) ve 64 keci kan
serumunun 53’linde (%82,8) olmak iizere toplamda 171 kan serumunun 113’iinde
(%66,1) KKKAV antikorlar tespit edilmistir. Sigir serumlarinin toplandigi kdylerden;
Kecikdy’de toplanan 16 serumun tamaminda (%100), Ulukdy’de toplanan 5 serumun
3’linde (%60) ve Hasanseyh Koyli’'nde toplanan 44 serumun 6’sinda (%13,6) KKKAV
antikorlar1 bulundu. Koyun serumlariin toplandigi koylerden; Nebiseyh Koyii’nde
toplanan 22 serumun 17’sinda (%77,3), ibrahimseyh Kdyii’'nde toplanan 20 serumun
18’inde (%90) KKKAV antikorlarina rastlanildi. Ke¢i serumlarimin toplandigi
koylerden; Yuvacik Koyii’'nde toplanan 32 serumun 21°sinde (%65,6), Akdogmus
Koyii’nde toplanan 32 serumun ise tamaminda (%100) KKKAYV antikorlar tespit edildi.

Calisma sonugclar1 Tablo 4’te sunuldu.

Tablo 4. Koylere gére KKKAV’nin seroprevalansi

KOYUN (%) KECI (%) SIGIR (%)
NEBISEYH 17/22 (77,3) . .
YUVACIK . 21/32 (65,6) .
AKDOGMUS o 32/32 /(100) .
IBRAHIMSEYH 18/20 (90) . .
KECIKOY . . 16/16 (100)
ULUKOY o . 3/5 (60)
HASANSEYH . . 6/44 (13,6)
TOPLAM 35/42 (83,3) 53/64 (82,8) 25/65 (38,5)

4.2. Molekiiler Calisma Sonuclar:

rRT PCR sonuclarina gore, sigir koyun ve kecilerden toplanan 171 plazma ve
siit orneklerinin higbirisinde KKKAV RNA’sina rastlanilamadi. 78 koyun ve keciden
toplanan kenelerden yapilan kene homojenizatlarinin 10°’unda (%12,8) KKKAV
RNA’s1 tespit edildi. Pozitif kene homojenizatlarinin 4’ Nebiseyh Koyii’nde

20



koyunlardan toplanan kenelerde, 1°i Ibrahimseyh Koyiinde koyunlarda toplanan
kenelerde, 4’ii Akdogmus Koyili'nde kecilerden toplanan kenelerde, 1’i ise Yuvacik
K&yii’'nde kegcilerden toplanan kenelerde tespit edildi. Uzerlerinde toplanan kenelerde
KKKAV RNA’s1 tespit edilen koyun ve kecilerin 8’inde KKKAV’una kars1 antikor
varligr da tespit edilmesine karsin, Nebiseyh Koyii’iindeki 1 koyun ile Yuvacik
Koyli'nde bulunan 1 kegide antikor tespit edilememistir.Test sonucunda kene
homojenizatlarindan 2,66x10%-4,8x10%/plarasinda viral kopya sayis1 tespit edildi. Saha
orneklerinde en yogun Ct degeri 19,82 olarak kaydedildi. Bu 6rnek Nebiseyh Koyii’nde

bir koyun Uzerinden toplanan 1 a¢ 2 doymus kene 6rneginden elde edilen homojenizatta
tespit edildi (Sekil 10-12).
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5. TARTISMA

KKKA hastaliginin diinya iizerinde Avrupa, Asya ve Afrika’da bulunan bir gok
tilkede varlig1 bilinmektedir (ErgOnil, 2006). Hastalik etken ispatina dayali olarak ilk
defa 1944 yilinda Rusya’da bildirilmesine karsin, Tirkiye’de 2002 yilinda ilk defa
bildirilmistir (Ergdndl, 2006; Tonbak ve ark., 2006). 2002-2014 yillar1 arasinda toplam
9069 insan vaka sayist bildirilmis olup, bunlardan 440’1 hayatin1 kaybetmistir.
Tlrkiye’de mortalite orami yaklasik %5 oraninda seyretmektedir (Ser ve Cetin,
2016).KKKA hastaligimin konaklar arasinda yayilmasindaki en onemli rolii keneler
iistlenmektedir. Epidemiyolojik ¢alismalara gore virls 31 kene tlrinden izole
edilmistir. Bu kene tiirlerinin bazilarinin biyolojik vektor oldugu ispatlanmis olsa da,
pek cogu icin hala mekanik vektér olmadan Gte bir bilimsel veri bulunmamaktadir.
Biyolojik  vektorlerde virlis hem transstadial hemde transovarial olarak
nakledilmektedir. Ixodidae ailesi icerisinde yer alan sert kenelerden Hyalomma
marginatum turd keneler virlise biyolojik vektorlik yapmakla beraber, hastaligin
endemik oldugu bolgelerde bol miktarda oldugu tespit edilmistir (Hoogstraal, 1979).
Endemik bolgelerde yaygin olarak bulunan vektor kenelerden dolayt KKKAV bdlge
insan1 i¢in 6nemli bir halk sagligi tehdidi olusturmaktadir. Virlis evcil ruminantlarda
subklinik seyretmekle birlikte, yaban hayatta da tavsan, domuz, Kkirpi gib hayvanlar
virlsun sirkiilasyonunda rol oynamaktadir. Enfeksiyonun viremi safhasinda bu
hayvanlardan kan emen keneler i¢in virlis kaynagi olusturmaktadir. Yine evcil
ruminantlarin viremi safhasinda mezbaha da kesilmesi, muayene edilmesi ve cerrahi
girsimlerde bulunulmasi, mezbaha calisanlari, veteriner hekimleri ile veteriner saglik
calisanlar1 ve hayvan bakicilari i¢in dnemli risk teskil etmektedir (Causey ve ark., 1970;
Chumakov, 1974).Bu nedenlerden dolay1 hastaligin viremik fazinda olan hayvan oranini
ve hastalig1 gegiren hayvan sayisini belirlemek ve kene ile hayvandaki viris varligi ve
miktar1 arasindaki iligkiyi ortaya koyabilmek amaciyla hayvanlardan tam kan, serum ve
kene 6rnekleri toplanmistir.

Hastaliga yakalanan ve kesin teshisi yapilmamis hastalarda, nazokomiyal
bulagma yoniinden saglik personeli icin biiyiik risk olusturmaktadir. Hastaligin etkin bir
tedavisinin bulunmamasi, korunmaya yonelik ruhsatlandirilmig bir agisinin da olmamasi
erken teshisi 6nemli kilmaktadir (Spik ve ark., 2005). KKKA hastaliginin teshisinde

hiicre kiiltiirtinde virlis izolasyonu, antijen tespiti, antikor tespitine dayali testler olan

23



IFA, ELISA gibi testler, molekiler test metotlarndan RT-PCR ve rRT-PCR ile klinik
vebiyokimyasal parametreler kullanilmaktadir. Virls izolasyonun 4-7 gln strmesi
hastaligin erken teshisini geciktirmesinden ve molekiiler metotlara gore daha az duyarh
bulunmasindan dolay1 rutin ve hizli teshiste tercih edilmemektedir. Ayrica KKKAV’nin
izolasyon calismalarinin yiiksek giivenlikli laboratuvarlarda (biyoguvenlik seviyesi-4)
yapilmasi zorunlulugundan dolayr hiicre kiiltiiriinde virlis izolasyon ¢aligmalarini
oldukg¢a smirlandirmaktadir (Shepherd ve ark., 1986; Swanepoel ve ark., 1989; Nichol,
2001; Zeller, 2007). Klinik ve biyokimyasal parametrelere dayali olarak kesin teshis
yapilamamasi da bu yontemlerin zayif tarafini olusturmaktadir. Molekiiler metotlardan
olan rRT-PCR’in hastaligin akut déneminde kisa zamanda erken ve giivenilir sonug
veriyor olmasi, kullanim i¢in yiiksek giivenlik laboratuvar kosullarina gerek
duyulmamasi nedenlerinden dolay1 rutin teshis ve arastirmalarda tercih sebebi
olmaktadir (Zeller, 2007). Bu nedenlerden dolay1 etkenin teshisinin konulmasinda rRT-
PCR metodu tercih edilmistir.

Hastaligin bulasma kaynaklarinin basinda kene tutunma oykusi gelmektedir.
Bu oran iilkelere gore farkli olmakla birlikte %69 oranina kadar ¢ikmaktadir. Diger
bulagma sekli ise nazokomiyal bulagma olmaktadir. Bunlarin disinda da nedeni belli
olmayan vakalar bulunmaktadir (Yilmaz ve ark., 2009). Bu caligmada, KKKA hastaligi
yoniinden endemik bir bdlge olan ve insan 6lim vakalarmin gozlemlendigi Tokat ili
Resadiye il¢esinde ruminantlardan elde edilen siitlerin KKKA hastaliginin
bulasmasinda rol alip almadiginin belirlenmesi amaglanmistir. Bilindigi iizere st
insanlarin ihtiya¢ duydugu besin maddelerini dengeli bir bigimde iginde barindiran
onemli bir hayvansal gida maddesidir. Siit gerek meme bezlerinde Uretilme sirecinde
gerekse sagim sirasinda ve sonrasinda bir¢ok mikroorganizma ile kontamine
olabilmektedir. Siite uygun 1s1l kosullarin uygulanmamast durumunda Onemli
hastaliklarinda bulas kaynagini teskil etmektedir (Serpen, 2007).

KKKA hastaligina yakalanmis insanlardan emzirme yoluyla bebeklerine viriis
gectigine dair bir bilgi bulunmamaktadir (Erbay ve ark., 2008).Ayn1 sekilde koyunlarda
da vertikal yolla virisiin bulasmadig1 bildirilmekle birlikte, kolostrumla yogun bir
sekilde pasif antikor transferi yapildigi bildirilmistir (Gonzalez ve ark., 1998). Buna
karsinAkdeniz (2010), antijen ELISA test metodunu kullanarak yaptigi calismada

koyun sutlerinde %?7,3, inek sutlerinde ise %0,96 oraninda antijen pozitifligi tespit
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etmistir. Hem insanlarda hem de hayvanlarda KKKA viriist viremi fazinda kandan pek
cok metotla tespit edilmistir (Nichol, 2001; Zeller, 2007; Albayrak ve ark.,2010; 2012).
Bu ¢alismada hem kan hem de siitte KKKAV’ye ait RNA tespiti yapilamamistir. Her iki
ornek c¢iftinde birden viriislin tespit edilemeyisi, ornekleme zamaniyla ilgili oldugu
diisiiniilmektedir. Koyunlarda yapilan deneysel ¢alismada vireminin 4-7 giin arasinda
stirdiigii, bazen bu siirenin 2-4 giine kadar kisaldig1 ve bazi hayvanlarda ise vireminin
hi¢ olusmadig: bildirilmistir (Gonzalez ve ark., 1998). Aym sekilde 10 hayvandan
toplanan kenelerde viriis tespit edilmesine karsin, bu hayvanlarin siit ve kanlarinda viriis
tespit edilememesi, ya vireminin olugmadigini ya olusan vireminin tespit limitleri
altinda kaldigini ya da enfekte kenelerin ikinci konak olarak kullandiklar1 bu hayvanlara
yeni tutunmus olabilecegi diistiniilmektedir. Literatiir verileri 1s181nda, bu ¢alismada kan
ve siit orneklerinde viriis RNA’s1 tespit edilememesine karsin, ayni hayvanlardan
toplanan kenelerde virlis RNA’sin tespit edilmesi, viriisiin siit ve kana ge¢cmesindeki
zamanlamaya bagli olarak degistigi dusiiniilmektedir. Hastalikta hayvanlarda vireminin
kisa stirmesine karsilik kanda virtis miktarinin 4,7log LDso/ml’ye kadar yilikselmesi
bulagmada hala yiiksek bir risk tasidigini gostermektedir (Gonzalez ve ark., 1998). Bu
calismada da her ne kadar siit ve kanda virlis tespit edilememesine karsin, kene
orneklerinden elde edilen homojenizatlarda 2,66x10%ml’ye kadar varan yogun bir viral
yiikiin tespit ediliyor olmasi, muhtemelen uygun viremi doneminde yapilacak
orneklemelerde viriisiin kanda da yukaridaki miktarlar oraninda tespit edilebilecegini ve
insan sagligini tehdit edecek miktarlarda olacag: diistiniilmektedir.

Tiirkiye’de ve hastaligin endemik olarak goriildiigi iilkelerde ruminantlarda
hastaligin seroprevalansina dair veriler bilinmektedir.Sirasiyla sigirlar, koyun ve kegiler
en fazla ilizerinde c¢alisilan hayvan tirleridir. Bunun en blyuk nedeni ise; ciftlik
hayvanlarindan elde edilecek epidemiyolojik verilerin, KKKA hastaliginin insanlar i¢in
o bolgede ne oranda risk teskil edecegini ortaya koymada bir 6ngorii saglamasindan
dolayidir. Bugiine kadar 34 farkli tilkede 75 galismayla 39684 sigir serumu, 25 farkli
iilkede 49 ¢alismayla 17244 koyun serumu ve 15 farkli iilkede 33 calismayla 4617 keci
serumu test edilmistir. Tim diinyada yapilan ¢alismalarin ortalamas: alindiginda
sigirlarda %19,33, koyunlarda %23,85, kegilerde ise %28,07 seropozitiflik tespit
edilmistir (Spengler ve ark., 2016). Diinyadaki diger tilkelere baktigimizda; sigirlarda en

yiiksek seroprevalans %79,1 oranityla Afganistan’da, bunu takiben %71 oraniyla
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Bulgaristan izlemektedir. Koyunlarda en yiiksek seroprevalans %77,5 oraniyla Iran’da,
%75 oraniyla Afganistan ve %74 oraniyla Bulgaristan’da rapor edilmistir. Kegilerde ise
en yliksek oran %63,3 oraniyla Bulgaristan’da, %49,6 oranla Irak’ta bildirilmistir. Ayni
sekilde sinir komsularimizdan olan iran’da da kecilerde %46’ya, sigirlarda %30’a varan
seropozitiflikler goriilmistiir (Spangler ve ark., 2016). Albayrak ve ark. (2012) ayni
bolgede koyun ve kecilerde yaptiklart ¢alismada Resadiye ilgesinde %26,92 oraninda
seropozitiflik tespit ettiklerini, hastaligin endemik oldugu Orta Karadeniz Bolgesi
genelinde ise bu oranin %74,28’e yiikselirken, koyunlarda %85,71, kegilerde ise %66,6
olarak bildirmistir. Tuncer ve ark.’nin (2014) hastaligin endemik olarak goriilmedigi
Marmara Bolgesinde yaptiklar1 calismada seropozitivite oranini sigirlarda %13,
koyunlarda %31,8 ve kecilerde %66 olarak tespit etmislerdir.Kirbas ve ark. (2010)
Elaz1g, Samsun, Sivas, Tokat ve Yozgat illerinde yaptiklar1 ¢calismada sigirlarda %17,
koyunlarda ise %37 seropozitiflik saptamiglardir. Tokat ilinde seropozitiflik orani
sigirlarda %40, koyunlarda ise %45 olarak tespit etmiglerdir. Vatansever ve ark.
(2007)’'nin Tokat ilinde yapmis olduklar1 ¢aligmada ise sigirlarda %79 seropozitiflik
saptamislardir.

Serolojik caligmalar 6rneklenen hayvan sayisi, 6rneklenen hayvanlarin yasi,
ornekleme zamani, bakim ve beslenme kosullari ve bireysel farkliliklar gibi birgok
faktorden etkilenmektedir. Bu faktorlerin hep birarada veya ayri ayri olmasi kosulunda
serolojik ¢alisma sonuglarida o oranda etkilenmektedir. Bu ¢alismada, seropozitiflik
orani sigirlarda %38,5, koyunlarda %83,3 ve kecilerde %82,8 olarak tespit edilmistir.
Tirkiye ve dlinyada yapilan ¢alismalarin biiyiikk ¢cogunlugunda kiiclik ruminantlardaki
seropozitiflik orani sigirlardan daha yiiksek bulunmustur. Bu ¢alismada da benzer sonug
elde edilmistir. Kiiglik ruminantlarda sigirlara oranla daha yiliksek oranda
seropozitifligin tespit ediliyor olmasmin en biiyilkk nedeni, kiigiik ruminantlarin
meralarda sigirlara oranla daha fazla kalmasi ve buna bagh olarakta kene tutunmalarina
daha fazla maruz kalmalarindan kaynaklandig: diistiniilmektedir. Ayn1 sekilde sigirlarda
seropozitifligin bazi iilkelerde kii¢iik ruminantlardaki seropozitiflik oranmna es veya
daha fazla olmasmin nedenide, o iilkelerde sigirlarin kiigiik ruminantlar gibi bakim ve
besleme rejimine tabi tutulmalart oldugu diisiiniilmektedir. Bu sonuglar bir araya
getirildiginde, KKKAV’ye kars1 bir tiir duyarliligindan ziyade viriise maruz kalma

zamanindan s6z etmenin daha dogru olacag: diisiiniilmektedir. Ayn1 bolgede Albayrak
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ve ark. (2012) tarafindan yapilan g¢alismaya gore koyun ve kecilerde seropozitiflik
oraninin oldukga yiikselmis olmasi, virlisiin bolgede artan oranda sirkiile olduguna
isaret etmektedir. Yine aynmi bolgede Kirbas ve ark. (2010) ile Vatansever ve
ark.(2007)’nin sigirlardaki yaptig1 calismalarla kiyaslandiginda, yillara gére sigirlarda
seropozitiflik oraninda tedrici bir azalmanin oldugu goriilmektedir. Bu orandaki
azalmanin en biiylik nedeninin, 2002 yilinda ilk insan &liim vakasini takiben ilerleyen
yillarda artan insan 6liim vakalariyla birlikte kirsalda kene miicadelesi i¢in Gida Tarim
ve Hayvancilik Bakanligi’nin yetistiricilere kimyasal ilag dagitmasi ve egitim
programlar1 diizenleyerek farkindalik ortaya koymasi yer aldigi diistiniilmektedir.
Kiigiik ruminanatlarda yeterince kimyasal yolla kene miicadelesi yapilmamasi, kigik
rumianatlarda yillara oranla artan bir seropozitifligin ortaya ¢ikmasina neden oldugu

diistiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, KKKA hastaliginin endemik olarak seyrettigi Tokat ili Resadiye
ilcesinde drneklenen hayvanlarin kan ve stitlerinde viriis tespit edilememesine karsin, bu
hayvanlardan toplanan kenelerde viriisiin yiliksek miktarlarda tespit ediliyor olmasi,
virisiin hala sahada sirkiile olduguna isaret etmektedir. Kan ve siitte tespit
edilememesinin ana nedeninin 6rnekleme zamani oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle,
gida maddesi olarak yeri doldurulamayan siitiin tiiketilmesi sirasinda halk sagligi
acisindan tehdit olusturmamasi icin muhakkak 1si1l islem basamaklarmma dikkat
edilmelidir. Ayn1 sekilde kenelerde yiiksek miktarda viriis tespit edilmesi, hayvan
bakicilari, yetistiricileri, kirsalda yasayanlar, mezbaha personelini ve hayvan sagligi
calisanlar1 i¢in biiyiik risk olusturmaktadir. Bu nedenle hayvanlarda, oOzellikle de
simdiye kadar ihmal edilen kii¢iik ruminantlarda kene miicadelesine 6nem verilerek
hayvanlarin dis parazitlerinden korunmasina dikkat edilmeli ve rutin kontroller belli
program dahilinde uygulanmalidir. Yillara oranla sigirlarda seropozitifligin disiiyor
olmasi, yillardir sigirlarda bakanlik destekli keneyle kimyasal miicadelenin etkili oldugu
tezini dogrulamaktadir. Bu konudaki kamu desteginin arttirilarak devam ettirilmesi
saglanmalidir. Viremik donemde kesime sevk edilen hayvanlar, mezbaha personeli ve
veteriner saglik calisanlart i¢in biiyiik risk olusturmaktadir. Bu nedenle KKKA
hastaliginin bu bulagsma yoluna dikkat ¢ekilmeli, personele egitim verilerek farkindalik

olusturulmaya c¢aligilmalidir.
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