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OZET

Kirim Kongo Kanamali (Hemorajik) Atesi (KKHA) hastalign KKHA viriisiiniin sebep
oldugu zoonotik bir hastalik olup Tiirkiye’nin de dahil oldugu bir cok iilkede Sliimciil
endemik vakalara sebep olmaktadir. Tokat bolgesinde KKHA’nin degisik biyolojik
numunelerdeki tanisiyla ilgili calismalar ¢ok sinirhidir. Bu calismada Tokat ve cevresinde
cesitli hayvan ve insanlardan toplanan kenelerdeki KKHA varligi real time RT-PCR
yontemiyle test edilmistir. Sonuglara gore real time RT-PCR teknigiyle, kenelerdeki
KKHA prevalansi %18 olarak bulunmustur. KKHAV varlig1 ozellikle Hyalomma ve
Rhiphicephalus tiirlerinde tespit edilmistir. Bu c¢alisma bolge kenelerinde KKHA
varligin1 kanitlamakla birlikte, hangi kene tiirlerinin risk tasidigini gostermesi agisindan
onemlidir. Ayrica bu calismada kenelerde KKHA tanisinda real time RT-PCR tekniginin
cok daha hassas olmasi nedeniyle en uygun teknik oldugu belirlenmistir. Ozet olarak bu
sonug¢lar bolge kenelerinin, insan veya hayvanlara KKHAYV bulastirma potansiyelinin ¢ok
yiiksek oldugunu gostermektedir. Bu nedenle bolgede KKHA gibi kene kokenli
hastaliklarin kontrol edilebilmesi, daha etkili ve uzun siireli kene miicadele stratejilerinin
gelistirilmesi gerekmektedir.

2009, 38 sayfa
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ABSTRACT
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DETERMINATION OF CRIMEAN-CONGO HAEMORRHAGIC FEVER VIRUS
(CCHFV) IN HARD TICKS IN TOKAT AND VICINITY
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Gaziosmanpaga University
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Supervisor: Dog. Dr. Saban TEKIN

ABSTRACT

Crimean-Congo Haemorrhagic Fever (CCHF), a zoonotic disease caused by CCHF viriis
results in fatal cases in many countries including Turkey. There are very limited number
of studies on detection of CCHFV in ticks in Tokat province and vicinity. In the present
study, presence of CCHFV in ticks was tested by using real time RT-PCR method.
According to results, prevalence of CCHF in ticks was found to be 18 % using real time
RT-PCR. The results indicate that CCHFV may efficienly be detected in ticks using real
time RT-PCR suggesting that real time RT-PCR is the most sensitive method fort he
detection of CCHFV in tick samples. The CCHFV was primarly detected in Hyalomma
and Rhiphicephalus species. Resutlts show that ticks of the region have very high
potential for he transmission of the CCHF virus to animals and humans and therefore the
more effective tick control strategies precautions have to be taken agaisnt ticks.

2009, 38 pages
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1.GiRiS VE LITERATUR OZETi

Kirim Kongo Kanamali Atesi (KKKA), kenelerle tasman viriislerden kaynaklanan ve
adindan da anlasilabilecegi gibi neden oldugu kanamalar ile hayati tehdit edebilen bir
hastaliktir. KKKA, Bunyaviridae ailesinden Nairoviriis tiirli icinde tanimlanan viriisiin
etken oldugu, atesli ve ozellikle kanamanin 6n planda oldugu bir hastaliktir. Giintimiizde
Afrika’nin pek cok bolgesinde, Asya’da ve Avrupa’da goriilmekte olup, insanlarda %10-
50 mortalite ile seyreden zoonoz karakterli bir hastaliktir (Bossi ve ark., 2004; Burt ve

Swanepoel, 2005).

1.1. Tarihce

KKKA’nin tarihteki ilk varhgma XII. yiizyillda Tacikistan’da rastlanmugtir. Hastalik
baslica Hyalomma cinsi sert kenelerle bulasan, insanlarda; idrarda, rektumda, disetlerinde
ve kavitede kanamalara yol acan hemorajik bir hastalik olarak tammlanmistir (Ergonul,

2006; Yashina ve ark., 2003; Hoogstraal, 1979).

KKKA ilk kez II. Diinya savas1 yillarinda, 1944 ve 1945 yili yaz aylarinda Bat1i Kirim
steplerinde ¢ogunlukla iiriin toplamaya yardim eden Sovyet askerleri arasinda goriilmiis ve
200’ den fazla kisiyi etkilemistir. O zamanlar Kirim Hemorajik Atesi adi verilmistir
(Ergonul, 2006; Chamberlain ve ark., 2005). Ilerleyen yillarda hastaligin Orta Asya Tiirk
Cumbhuriyetleri basta olmak tizere eski SSCB iilkelerinde, Yugoslavya ve Bulgaristan’da
da goriildiigii anlasilmigtir. Daha sonra Kongo virlis 1956 yilinda Zaire’de atesli bir
hastadan izole edilmistir. 1967 yilinda 5°i laboratuvar kaynakli 12 KKKA olgusundan
viriis yenidogan farelere enjekte edilerek izole edilmistir. 1956 yilinda izole edilen viriis
ile 1967 yilinda izole edilen viriisiin ayn1 oldugu gosterilmistir. 1969 yilinda ise Kongo
viriis ile Kirim Hemorajik Atesi viriislerinin ayni viriis oldugu belirlenerek Kirim Kongo
Kanamali Atesi olarak yeniden adlandirilmistir (Simpson, 1978; Ergonul, 2006; Bakir ve
ark., 2005).



1.2. Kirmom Kongo Kanamah Atesi Hastaligimin Diinyadaki ve
Tiirkiye’deki Yayilimi

1.2.1.Diinyadaki Yayilim ve Salgin Lokasyonlari

Kirim Kongo Kanamali Atesi (KKKA) hastaligi, iilkemizin de i¢inde bulundugu genis bir
cografyada goriilmektedir. Hastalik Afrika, Bati1 Asya, Ortadogu ve Giiney Avrupa’da yaygin
olarak goriilmektedir. (Hoogstraal, 1979; Swanepoel, 1995). Ayrica Kazakistan, Ozbekistan,
Dubai, Makedonya, Yunanistan, Arap Yarimadasi, Pakistan, Irak, Afganistan, Kuveyt, Rusya,
Yugoslavya, Iran, Kosova, Makedonya, Bulgaristan, Cin ve Moritanya’da KKKA salginlar1
bildirilmistir (Sekil 1.1)(Cizelge 1.1).

[ Countries at risk e
@ CCHFvirus isolation ) 4{?

= Risk altindaki bolgeler
® Viriisiin izle edildigi yerler

Sekil 1.1 KKKA hastaliginin diinyadaki yayilimi (Ergonul, 2006).

Cizelge 1.1. Diinyada goriilen KKKA vakalarinin % mortalite oranlar1 (Siileiman ve ark.,

1980; Altaf ve ark., 1998; Nabeth ve ark., 2004; Anonim, 2007a; van de Wal ve ark., 1985;



Papa ve ark., 2002b; Whitehouse, 2004; Chinikar ve ark., 2006; Ergonul, 2006; Ozkurt ve

ark., 2006).
Ulke Adi Zaman Olgu Sayisi Mortalite (%)
Sovyetler Birligi 1944-1945 200 ve iizeri ?
Bulgaristan 1953-1974 1105 P17
1975-1996 279 %11
1997-2003 124 %22
Cin 1965-1994 260 54 (%21)
1997 26 5 (%20)
Afrika 1981 123 27 (%22)
1984-1994 48 %24
Pakistan 1994 7 %28.5
2002 100 ve iizeri Enaz?2
Kosova 2001 69 6 (%8.6)
Birlesik Arap 1979-1994 63 %15.5
Emirlikleri 1994-1995 35 22 (%62)
Suudi Arabistan 1979 5 %40
1989-1990 40 12 (%30)
Iran 2000-2006 341 %16.7
Rusya 1999 65 6 (%9)
Irak 1979 10 7 (%70)
Tiirkiye 2002-2006 1103 59 (%5.4)

1967 Ozbekistan, 1976 Bagdat ve 2000 yillarinda Pakistan’da meydana gelen salginlardan

KKKA viriisiiniin ¢esitli suslarindan kiiciik genomik RNA segmentlerinin tiim dizisi

belirlenmistir (Ahmad, 2000; Hewson ve ark., 2004).

Afrika’da goriilen salginlar deve kusu kesimleri sirasinda gozlenmistir (Ergonul,2006).

1984’te devekusu kesiminde yer alan calisanlar enfekte olmustur. 1996 yilinda deve kusu
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mezbahas1 caliganlarinda 17 hastalik vakasi saptanmistir. Enfeksiyon nedeninin ya
hayvanlarin kanlariyla ya da derilerinin yliziilmesi sirasinda birebir temas yoluyla enfekte
kenelerden bulastigindan siiphelenilmistir (Whitehouse, 2004). Hemorajik vakalarin Afrika’da
ilk kez taminmasi 1960’1 yillarda olduktan sonra Kongo’ya ek olarak Burkina, Faso,
Tanzanya ve Senegal’den de vakalar bildirilmistir. En ¢ok vaka bildirimi yapilan Afrika
Ulkeleri'nden olan Giiney Afrika’da 1981 yilna kadar 123 KKHA vakasi tanimlanmus,

bunlardan 27’si, (%22) mortalite ile seyretmistir (Simpson ve ark., 1967).

Bulgaristan’da 1960’11 yillarda 14 saglik calisanindan %40’1 KKKA nedeniyle hayatini
kaybetmistir (Oldfield, 1991). Bu iilkede yapilan genetik ¢aligsmalar sonucunda, KKKA viriisii
"Rhipicephalus bursa" tiirii kenelerden izole edilmistir (Papa, 2004).

Birlesik Arap Emirlikleri’'nde ilk vaka 1979°da Dubai’de hastanede tespit edilmistir.
Enfeksiyon kaynagi olarak Irak, Kenya ya da Pakistan’dan ithal edilen sigirlar gosterilmistir.
Bununla birlikte ana kaynak belirsizdir. 1993’e kadar yeni bir vaka tespit edilmemistir.
1994’te  mezbaha calisanlarinda salgin goriilmiis, 35 siipheli saglik kuruluslarina
bagvurmustur. Oliim oram %62 olarak rapor edilmistir. Ayrica ¢iftlik, mezbaha ¢alisanlar1 ve
deri isleme calisanlarinda 28 siipheli vakadan 16’sinda viriis saptanmistir (Schwarz ve ark.,
1996). Suudi Arabistan’da; Dubai’de Kasim 1979°da hastane salgimiyla ortaya cikan
vakalarda, hasta kaydinin yapilmasindan hemen sonra 5 vakadan 2’sinde 6liim gdzlenmistir
(Suleiman ve ark., 1980). Ayrica Mekke sehri ve dolaylarinda 1989-1990 yillar1 arasinda
mezbaha calisanlar1 arasinda 40 KKKA olgusu tanimlanmistir. KKKA viriisiiniin koyun

ithalat1 ve enfekte keneler ile bolgeye girdigi diistiniilmektedir (El-Azazy, 1997).

Son yillarda Iran’da KKKA vakalarinda artma olmustur. 2000-2006 yillar1 arasinda 873
stipheliden 341 vakanin KKKA viriisii tagidigi dogrulanmis ve dogrulanan 341 hastadan 57’si
olmiistiir. 2002 yilinda ise enfekte olmus 9 Iran’li hastadan KKKA viriisii izole edilmis ve
genetik olarak incelenmigtir. (Chinikar ve ark., 2004; Mardani ve ark., 2006).

Cin’in Kuzey-Batr’sinda 1965 yilinda vaka mortalite oran1 %80 olan bir salgin tanimlanmas,
daha sonra 1965-1994 yillar1 arasindaki yaklasik 30 yillik siire i¢inde de 260 KKHA bildirimi
yapilmistir, bu vakalardan 54’iiniin (%?21) 6liim ile sonug¢landigi belirtilmektedir (Papa ve
ark., 2002). Kosova’da 2001 yili ilkbahar ve yaz mevsimi boyunca viriis ortaya ¢ikmis; 69

vakanin 6’s1 6liimle sonuclanmistir (Papa ve ark., 2002).
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2003’de Moritanya Saglik Bakanligi’min bildirdigi 35 vakanin 18’i laboratuar sonuglariyla
dogrulanmis, 6 vakanin 6ldiigii saptanmistir. Viriis salgini hastane acil servisinde 5’1 hastane
calisani, 10’u hasta ve ziyaret¢i olmak iizere toplam 15 kiside gbzlenmistir (Nabeth ve ark.,
2004). Umman’dan 1995-1996 yillarinda 4 vaka, Afganistan’dan 1998 yili Mart ay1 icinde
12’si (%64) mortaliteyle sonuclanan 19 vaka, Kazakistan’dan 1999 yilinda ikisi fetal 10 vaka,
Rusya’nin Stavropol bolgesinden 1999 yilinda altis1 (%9) kaybedilen 65 vaka, Kosova’dan
2001 Haziran ay1 i¢inde 69 vaka (18’inde tami kesin, altis1 kaybedilmis) bildirimi yapilmistir
(Williams ve ark., 2000; Papa ve ark., 2002; Gear ve ark., 1982; Golovljova, 2004; Al-Tikriti
ve ark., 1981; Khan ve ark., 1997). 2006 yihinda Rusya’min Giiney Bolgeleri’nde 4’i
kaybedilen 50 vakanin kesin tanisi konulmustur. Bu vakalarin 8’i Stavropol’da, 21’i
Kalmykia 6zerk bolgesinde, 14’ii Rostov bolgesinde, 3’ii Astrakhan bolgesinde ve 4’1 de
Volgograd’dan bildirilmistir (Simpson ve ark., 1967). Bunlarin yan sira daha bir ¢ok iilkede

ve iilkemizde KKKA viriisii varligi ile ilgili ¢aligmalar yapilmaktadir.

1.2.2.Tiirkiye ‘deki Yayilinu ve Salgin Lokasyonlari

Tiirkiye’de ilk kez 2002 yihnin bahar ve yaz aylarinda Tokat basta olmak iizere iilkemizin
bazi illerinde goriilmiis ve yapilan calismalar sonucu hastaligin KKKA oldugu saptanmistir
(Bakir ve ark., 2005; Garcia ve ark., 2006). Bu yilda 6zellikle Tokat SSK Hastanesi’nde bir
hemsirenin oOliimiinden sonra spekiilasyonlar iizerine baglatilan arastirmalar hastali§in

taninmasini saglamistir (Karti ve ark., 2004).

Basta Karadeniz ve Orta Anadolu olmak {izere (Sekil 1.2) Sivas, Corum, Amasya, Yozgat,
Giimiigshane, Erzurum, Erzincan, Kastamonu, Bolu, Ankara gibi toplamda yaklasik 22 ilde
vakalarin ortaya ¢ikmasi ile KKKA hastaliginin goriildiigii alanlar daha da genisletilmistir
(Karti ve ark.,2004).
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Sekil 1.2. KKKA hastaliginin Tiirkiye’deki yayilimi (Anonim, 2006a)

Yapilan bir ¢calismada, KKKA hastaliginin, Tiirkiye’de daha ¢cok Kelkit vadisi ve ¢evresindeki
kirsal alanlarda ¢ift¢ilik ve hayvancilikla ugrasan kesimlerde goriildiigii belirtilmistir (Karti ve
ark., 2004). Ozellikle Tokat ve gevresinde, hayvanciligin yogun oldugu bélgelerde, insanlarda
KKKA seroprevalansinin %18 civarinda oldugu tespit edilmistir (Tekin ve ark., 2008). 2002-
2004 willart arasinda Tiirkiye’deki KKKA hastaligi mortalitesinin %1-13 arasinda degistigi
rapor edilmistir (Cizelge 1.2) (Ozkurt ve ark., 2006). Saglik bakanligi verilerine gore
tilkemizde 2002-2006 yillar1 arasinda laboratuar tanis1 dogrulanmig toplam 907 vaka
bildirilmis ve bunlarin 36’s1 dliimle sonuc¢lanmistir (Anonim,2007a). 2007 yilinda saghk
bakanlig1 verilerine gore laboratuar tamsi konulmus 432 KKKA vakasmin 25°i hayatim

kaybetmistir. 2008 yilinda ise 28 kisi hayatin1 kaybetmistir (Cizelge 1.3).

Cizelge 1.2. KKKA hastaliginin Tiirkiye’deki dagilimi ve % mortalite oranlar1 (Ozkurt ve
ark., 2006; Anonim, 2007a)

Ulke adh Bolge Zaman | Olgu sayisi| Mortalite (%)
Tiirkiye Ic Anadolu  |2002-2003 35 1 (%2.8)
Karadeniz
Tiirkiye Dogu-Karadeniz| 2002-2003 19 2 (%10)
Tiirkiye I¢c Anadolu 2003 92 11 (%12)
Karadeniz

Tiirkiye Tiirkiye geneli 2004 249 13 (%5.2)
2005 266 13 (%5)
2006 438 27(%6.1)

13



Cizelge 1.3. 2007-2008 yilina ait KKKA vakalar1 ve 6liim sayilari

Ulke Zaman Olgu Sayisi Oliim Sayis1
2002-2003 150 6
2004 249 13
Tiirkiye 2005 266 13
2006 438 27
2007 432 25
2008 285 28

Bugiine kadar belirlenen KKKA vakalarinin Tiirkiye’de en ¢cok Tokat ilinde oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 1.4).

Cizelge 1.4. 2008 yilina kadar Tiirkiye’deki KKKA vakalarinin illere gore dagilimi

Tiirkiye’deki iller Vaka Sayilan
Tokat 327
Sivas 129
Yozgat 133
Corum 107
Erzurum 65
Giimiishane 62
Amasya 36
Cankin 31
Kastamonu 22
Ankara 23

Yapilan c¢aligmalar sonucu vakalarin %9011 kene 1sirigmma maruz kalan, tarim ve
hayvancilikla ugrasan kisilerin olusturdugu saptanmistir. Hastaliktan ikinci sirada etkilenen
grubu ise saglik ¢alisanlarmin olusturdugu belirlenmistir (Ergonul, 2006). Ozellikle 2007
yilinda 2 hemsire hayatin1 kaybederken, 2008 yilinda ise Ankara’da 4, Diyarbakir’da 4 olmak
tizere 8 saglik calisani KKKA hastaligindan hayatim1 kaybetmistir. 2002’den bu yana
Tiirkiye’de KKKA hastaligindan 116 kisi hayatin1 kaybetmistir.
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1.3. Keneler ve Kirim Kongo Kanamal Atesi Viriisii

Keneler kanla beslenen ve hastalik ajanlarint hayvan ve insanlara tagiyan en 6nemli Artropod
vektorlerdendir. Argasidae (yamusak keneler) ve Ixodidae (sert keneler) olmak iizere iki aile
icerisinde incelenmektedir (Cizelge 5). Diinyada tanimlanmis yaklasik 900 kene tiiriinden,6
familyaya ait en 30 tiir kene Tiirkiye’de bulunmakta ve bunlar KKKA viriisiiniin taginmasina
vektorliik etmektedir (Horak ve ark.,2002;

Anderson ve ark.,2005).Ulkemizde kenelerin sistematik bakimindan incelenmesine yonelik

bircok calisma yapilmaktadir (Ozkan, 1978).

Cizelge 5. Kenelerin sistematikteki yeri (Anonim, 2007b).

Phylum Arthropoda

Classis Arachnida

Ordo Acarina

Family Argasidae (yumusak keneler)

Ixodidae (sert keneler)

Genus Ixodes, Hyalomma, Amblyomma, Haemaphysalis,
Dermacentor, Boophilus, Rhipicephalus

Ambyolomma tiirleri disinda bircok kene tiiriit KKKA viriisiine vektorliik etmektedir. Ozellikle
Hyalomma cinsi keneler Tiirkiye’nin de i¢inde bulundugu cografyada ¢ok yaygin olarak

bulunmakta ve KKKA viriisii tasiyan temel kene cinsini temsil etmektedir (Karaer, 1997).

Keneler diinyanin biitiin kara parcalarinda bulunan ve karada yasayan eklembacaklilarin en
kalabalik grubunu olusturan canlilardir. Yasamlari siiresince degisik canlilar {izerinde (kiigiik
kemirgenler, kuslar, siiriingenler, ciftlik hayvanlar1 veya biiyilkk yabani memeli hayvanlar ve
insanlar) zorunlu ektoparazit olarak bulunurlar (Watts ve ark., 1988). Disi ve erkek
keneler kan emme sirasinda konak iizerinde c¢iftlesir ve disi keneler yumurtalarimi bitki,
toprak, tas veya mera gibi ortamlara birbirine yapisik sekilde biitiin olarak birakirlar (Sekil
1.3) (Balashov, 2005; Barker ve ark., 2004).
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Keneler, yumurta doneminden sonra larva-nimf donemlerine gecerek ergin olurlar (Sekil 1.3).
Yumurtadan c¢ikan larvalar, gelisimlerini tamamlamak amaciyla konak ararlar. Bulduklar1 ilk

konukcu genellikle rodentlerdir (Barker, 1999).

disi
erkek

ergin

ergin disi

Sekil 1.3. Kenelerin yasam evreleri.

Konaktan beslenmesini tamamlayan larvalar, konaktan ayrilarak kendilerini tekrar topraga
birakirlar ve nimf haline doniisiirler. Nimfler de yeni bir ikinci konak (evcil ve yabani hayvan,
insan) aramaya baslarlar ve kan emdikten sonra ergin forma doniisiirler (Aiello ve ark., 2004).
Disi ergin keneler, kendilerine tekrardan konak bulurlar, kan emip c¢iftlesirler ve doyduktan
sonra da konagi terk ederek topraga gecerler. Topragin uygun bir yerinde yumurtalarini
birakir ve oliirler. Keneler yasam dongiilerini bu sekilde devam ettirirler (Watts ve ark., 1988;
Vredevoe, 1997; Dohm ve ark., 1996; Faye ve ark., 1999). Keneler KKKA viriisiiniin asil
rezervuaridirlar. Viriis kenenin biitlin organlarinda c¢ogalir ve kenenin yasami boyunca

infektivitesini korur (Ergonul, 2006).
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1.4. Kirim Kongo Kanamali Atesi Viriisii
1.4.1. KKKA Viriisii’niin Yapisi ve Ozellikleri

KKKA viriisii Bunyaviridae ailesinden Nairoviriis tiirli icinde yer alan bir viriistiir (Cizelge

1.6).

Cizelge 1.6. Bunyaviridae ailesine ait viriisler (Whitehouse, 2004)

Bunyaviridae

AR

Bunyavirus Hantavirus Nairovirus Phlebovirus Tospovirus

+Crimean-Congo hemorrhagic fever virus
+Dera Ghazi Khan Virus

*Hughes Virus Group

*Nairobi Sheep Disease Virus Group
*Qalyub Virus Group

+Sakhalin Virus Group

*Thiafora Virus Group

Bunyaviridae ailesine mensup RNA viriisleri 3 segmentli ve negatif poleriteli genoma sahip
olup zarfli ve tek iplik¢ikli RNA parcacigindan olustuklar1 belirlenmistir. Viriisiin tamami
yaklagik 100 nanometre capmnda ve sferik goriiniimdedir (Sekil 1.4). Bu viriisler, lipit ve
deterjanlara dayaniksiz olup hizla inaktive olabilmektedir. Konak haricinde ve ultraviyole
1sinlarina maruz birakildiklarinda ise oliirler. 56°C’de ve 30 dakikada inaktive olan bu

viriisler, 40°C’de kanda 10 giin yasayabilmektedirler (Lerx ve ark., 1985).
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14.
KKKA viriisiiniin yapist (Whitehouse, 2004)

Bu kategori icerisinde yer alan Nairoviriis’lerin molekiiler analizler sonucu negatif iplikli, tek
zincirli tic RNA segmenti icerdigi gosterilmistir. Bu segmentler L, M ve S segmentleridir.
Large (L) segmenti 4.1-4.9 x 10°, medium (M) segmenti 1.5-1.9 x 10°, small (S) segmenti ise
0.6-0.7 x 10° molekiiler agirlik icermektedir. S segmenti viral niikleokapsit proteinini, L
segmenti RNA bagimli viral RNA polimerazi, M segmenti ise G; ve G, olarak adlandirilan

yapisal glikoproteinlerini kodlamaktadir (Bishop, 1996).

Yapilan sistematik calismalar1 sonucu Nairoviriis’lerin 34 tiirii bulundugu ve bunlardan
sadece 3 tiiriin insanlarda duyarl hiicreler iizerindeki alicilara tutunarak hiicre i¢ine alinmasi
sonucu hastaliga yol actigi saptanmistir (Bossi ve ark., 2004). Nairoviriisler genetik
yapisindaki farkliliklara gore 7 alt gruba ayrilmaktadir. Bunlar; KKKA viriisii, Dera Ghazi
Khan viriisii, Hughes viriis grubu, Nairobi Sheep Disease (NSD) viriis grubu, Qalyup viriis
grubu, Sakhalin viriis grubu ve Thaifora viriis grubu’dur (Clerx ve ark., 1981). Tiirkiye’de
elde edilen KKKA viriislerinin Rus ve Balkan viriis gruplarina %99 benzerlik gosterdigi

belirlenmistir (Ergonul, 2006).
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1.4.2. KKKA Viriisiiniin Patojenitesi ve Diger Ozellikleri

KKKA viriisii Nairoviriisler icinde en patojen olan viriistiir. Insanlarda enfeksiyon sonrasi
yaygin olarak goriilmektedir. Virlis glikoproteini kene, omurgali konak¢i seg¢iminde ve
insanlardaki yiiksek patojeniteden sorumludur. Viral glikoproteinlerin dnemli bir boliimii,
hiicre i¢i proteazlarla; kiiciik bir boliimii de salinan proteazlarla daha kiigiik parcalara
yikilmaktadir. Viral glikoprotein ve hiicresel protezalarin etkilesiminin, konakci secimi ve
patojenitede rol aldig1 diistiniilmektedir. Viriis temel olarak mononiikleer fagositleri, endoteli
ve karacigeri enfekte ederek agir hemorajiyle seyreden yiiksek atese neden olmaktadir.
Histopatolojik incelemeler ile; karacigerde hemoraji nekroz., akcigerde hemoraji, dalakta

lenfosit tiiketimi, bircok organda hemoraji ve hiicresel nekroz oldugu gosterilmistir.

KKKA viriisii, viriilansinin ¢ok yiiksek olmasina ragmen dis ortamda nispeten dayanikliligini
yitirmektedir. Konak disinda varligimi siirdiirmesi uzun siirmemektedir. Ultraviyole 151 ile
hizla 6ldiigii saptanmistir. Ortam pH’1na duyarhdir; diisiik pH’da hizla inaktive olur (Drosten

ve ark.,2003; Kara, 2006).

1.4.3. KKKA Viriisiiniin Replikasyonu

Viral glikoproteinlerin, duyarli hiicrelerdeki reseptdor bolgelerini tanimaktan sorumlu
olduguna inamilmaktadir. Duyarli hiicrelerdeki reseptorlere baglanan viriisler, endositoz
yoluyla hiicre icine alinirlar ve viriis cogalmasi stoplazma icerisinde meydana gelir.
Olgunlasmig viriisler (virionlar) tomurcuklanarak endoplazmik retikulumdan ayrilirlar ve
golgi bolgesinde stoplazmik vezikiiller icine alinirlar. Buradan da fiizyon islemi ile viriis en
distaki zarin1 da alarak hiicre digina cikar (Sekil 1.5) (Donets ve ark., 1977; Whitehouse,
2004; Schmaljohn ve ark., 2001; Ellis ve ark., 1981).
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Sekil 1.5. Bunyaviridae familyasina ait viriislerin replikasyon dongiileri (Whitehouse, 2004)

1.4.4.KKKA Viriisiiniin Dogal dongiisii ve Temel Bulasma Yollar:

Viriistin ortaya ¢ikmasi mevsimsel 6zelliklere baghdir. Hastalik etmeninin dongiisii yabani
hayvan-kene arasinda gecmektedir. Ekolojik dengenin bozuldugu ve baskin tiirlerin ortaya
ciktigt durumlarda odaklarin genisledigi tespit edilmistir. Keneler hayvanlarin aksine
rezervuardir (Anonim, 2007c). Viriis; kenelerin enfekte hayvani emmesi sonucunda keneye
gecer, kenelerin tiim hayat dongiisii sirasinda tasinir ve bulundugu konaklar1 enfekte eder
(Sekil 1.6). Kene tiiriiniin konak sayisinin fazlalig1 viriisiin diger canli gruplarina ve insanlara

bulagma ihtimalini arttiran faktorlerden biridir (Ergonul, 2006).
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Sekil 1.6. Kenelerin hayat dongiisii (Anonim, 2007¢)
1.4.5.KKKA Viriisiiniin Genetik Cesitliligi

Nairovirus i¢inde yer alan KKKA viriisii Artropodlardaki diger RNA viriislerinden daha fazla
genetik cesitlilige sahiptir. Protein islevleri bakimindan 6nemli bolgeler korunmus olmasina
ragmen L, M ve S segmentlerinin niikleotid ve aminoasit kisimlarindaki degisiklik oranlari

strastyla %22, %31, %20 ile %10, %27, %8 seklindedir.

KKKA viriisiiniin tasinmasinda ve yayillmasinda rol alan rezervuarlar domuz, fare, tavsan gibi

kiigiik yabani kemirgen hayvanlar iken, viriisiin baslica vektorii kenelerdir.
KKKA viriisii, kenelerde uzun siire kalabilmekte ve bundan dolay1 kenelerin birden fazla

kokeni barindirma olasiligi genetik cesitliligi kolaylastiran bir durum haline gelebilmektedir

(Hewson, 2007).
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1.5. Kirim Kongo Kanamah Atesi Hastaliginin Bulasma Yollar:

KKKA viriisii insanlara baslica Hyalomma cinsi sert kenelerin 1sirmasiyla bulagmaktadir
(Watts ve ark., 1988). Hastalik en ¢ok Hyalomma cinsi kenelerle bulassa da sadece bu cinsle
siirl degildir. Rhipicephalus, Dermacentor, Ixodes cinsi sert kenelerin ve bazi yumusak
kenelerin de bu viriisii tagidig1 gosterilmistir (Morikawa ve ark., 2002). Keneler beslenme
esnasinda enfekte hayvanlardan kan emerken viriisleri alirlar, gelisme donemlerinde
viicutlarinda bulunan viriisii herhangi bagka bir hayvana ya da insana kan emme sirasinda
salgiladiklar1 salg1 ve digkilar ile bulastirirlar (Le Due, 1989). Hastalik hayvanlarda belirtisiz

seyrederken insanlarda oldukga 6ldiiriicii olabilmektedir.

KKKA hastalig1 kene 1sirmasinin yani sira, viicudunda viriis bulunan hayvanlarin kanlarina,
viicut sivilarma veya diger dokularina temas etmekle bulasabildigi gibi bu hastaliga
yakalanmis insanlarin sekresyon, kan ve doku sivilariyla temas sonucunda da viriis
bulasabilmekte ve bu sekilde insandan insana gegebilmektedir (Elaldi, 2004). Bu durumun
cesitli semptomlar igerdigi ve yiiksek mortaliteye sahip oldugu belirlenmistir (Flick ve
ark.,2005). En ciddi enfeksiyon riskinin burun, agiz, diseti, vajina ve enfeksiyon alanlar1
oldugu belirlenmistir (Drosten ve ark., 2003). Bunlarin yan sira hastaligin anneden ¢ocuga da
gectigi bildirilmistir (Saijo ve ark., 2004). Omurgasizlar arasinda viriisiin yalnizca kenelerde
oldugu belirlenmistir (Watts ve ark., 1988). Viriisiin keneden keneye geg¢isi ise trans-ovariol
(disiden - yumurtaya) veya trans-stadial (larvadan nimfe, nimfden eriskine) sekilde

gerceklesmektedir (Whitehouse, 2004).

1.6. Kirim Kongo Kanamal Atesinde Risk Gruplari

Kene ile ilgili oykiisii olan (kene 1sirigi, temas gibi) kisiler risk gruplarim1 basinda yer
almaktadir. Hayvan kesimi yapan mezbaha iscileri, veterinerler, hasta hayvanla temasi
olanlar, tarim calisanlar1 ve hayvancilikla ugrasan kisiler hastalik riski tasimaktadir
(Swanepoel ve ark., 1985; El-Azazy ve ark., 1997; Dunster ve ark., 2002, Tekin et al. 2008).
Bunlarin yam sira, kasaplar, endemik bolgelerde gorev yapan saglik personeli, hasta hayvan
ile temasi olanlar, askerler, kamp yapanlar ve deri fabrikasi ¢alisanlar1 da yiiksek oranda risk

altindadirlar (Bakir ve ark., 2005, Tekin et al. 2008).
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1.7. Kirmm Kongo Kanamal Atesinden Korunma Yollar:

Kene ile miicadele birinci basamagi olusturmaktadir. Keneler yumurta donemleri hari¢ diger
biyolojik evrelerinde insanlara saldirarak kan emebilir. Genel olarak da konakgi spesifitesi
gostermezler. Cografik bolgelere gore ve tiirlere gore degismekle beraber,

KKHA’y1 bulagtiran Hyalomma soyuna ait keneler genel olarak Nisan ve Eyliil aylari
arasinda aktiftirler; bu donemlerdeki salginlarin sebebi de budur. Bu nedenle oncelikle

konakgilar kenelerden uzak tutulmalr ve kenelerin kan emmeleri engellenmelidir.

Miimkiin oldugu kadar kenelerin bulundugu alanlardan (hayvan barinaklari, piknik amach
gidilen su kenari, otlak seklindeki yerler, cali ¢irp1 ve giir ot bulunan yerler, av alanlari, orman
vb.) kacinilmasi gerekmektedir. Eger bu tiir ortamlarda bulunuluyorsa ¢iplak ayakla veya kisa
giysiler giyilmemelidir (lastik cizme giyilmeli veya pantolonlarin pagalar1 ¢orap icine
alimmal1), boyuna mendil veya esarp sarilmalidir, viicut belirli araliklarla kene yOniinden
aranmali; viicuda yapismamis olanlar dikkatlice toplanilmali, yapisan keneler ise ezilmeden
ve kenenin agiz kismi koparilmadan (bir pensle saga sola oynatarak, ¢ivi cikarir gibi)

alinmalidir.

Hayvancilikla ugrasanlar hayvanlarini kenelere karsi uygun akarisitlerle ilaglamali ve hayvan
barmaklar1 kenelerin yasayamayacagi sekilde yapilmali, catlaklar tamir edilmeli ve badana
yapilmalidir. Gerek insanlar1 gerekse hayvanlar1 kene saldirilarindan korumak icin “repellent”
olarak bilinen bocek kagiwranlar cilde siiriilerek veya elbiselere emdirilerek
kullanilabilmektedir. Ayn1 maddeler hayvanlarin bas veya bacaklarina uygulanabilir; ayrica,
bu maddelerin emdirildigi plastik seritler, hayvanlarin kulaklarina veya boynuzlarina

takilabilir (Vassilenko ve ark., 1990).

Mera, ¢ayir, ¢irp1 ve giir otlarin bulundugu yerler gibi kenelerin yasamasina miisait alanlarda,

diger canlilara ve ¢evreye zarar vermeyen insektisit uygulamalarina bagvurulabilir.

1.8. Kirim Kongo Kanamah Atesi Viriisiiniin Tanis1

KKKA gibi bir ¢ok viriisiin kenelerdeki varhigi degisik yontemlerle belirlenebilir. Bunlar
arasinda serolojik olarak ELISA yontemi, ve molekiiler teknikler olarak da PCR cesitlerinden
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kantitatif RT-PCR yontemi ve REAL TIME PCR teknigi basta gelmektedir. Bu tekniklerden
ozellikle ELISA yontemi serolojik olmasi ve hassasiyetinin molekiiler metodlara gore ¢ok
diisiik olmas1 nedeniyle daha kenelerde viriis tespitinde ¢ok smirli olarak kullanilmaktadir.
KKKA viriis enfeksiyonunun erken teshisi icin, PCR cesitlerinden en cok tercih edilen RT-
PCR yontemi ise ¢ok gelismis ve yaygin olarak kullanilan, yiiksek derecede 6zgiin, duyarh
ve hizli bir teknik olmasina ragmen, duyarlilik seviyesi REAL TIME PCR’a gore daha
diisiiktiir daha ¢ok kalitatif olarak kullanilir. REAL TIME PCR ise RT-PCR’a gore ¢ok hassas
ve hem kalitatif hem de kantitatif olarak kullanilabilen, daha 6zgiin ve duyarli bir molekiiler
teknik olup oOzellikle viriis tespitinde diinyada c¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir. Yeni
gelistirilmis olan REAL TIME PCR pahali bir teknik olmasina ragmen yiiksek duyarliliga

sahip olmasi nedeniyle daha ¢ok tercih edilmektedir.

1.8.1.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR, laboratuar ortaminda spesifik DNA dizilerinin; primer denilen sentetik oligoniikleotid
diziler yardimiyla cogaltilmasi islemidir. PCR, ¢ok az sayidaki DNA’nin 1-5 saat igerisinde
cogaltilmasin saglamaktadir. Standart bir PCR protokolii yoktur. Bilesenler ¢ogaltilacak

DNA bolgesinin dzelliklerine gore degisir.

KKKA viriisiiniin molekiiler tanisinda PCR ¢esitlerinden kalitatif RT-PCR ve cok gelismis
bir teknik olan REAL TIME RT-PCR teknigi basta gelmektedir.

1.8.1.1.Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

RNA PCR olarak da bilinen RT-PCR iki asamali olup PCR’ dan &nce RNA’nin ters
transkriptaz (revers transkriptaz) enzimi kullanilarak cDNA (komplementer DNA) ya
cevrilmesi, cDNA’dan da standart PCR yoluyla DNA’nin ¢ogaltilmasi esasina dayanir. RT-
PCR islemi tek asamali bir reaksiyonla da gerceklesebilir. T.thermophilus DNA polimerazi
gibi baz1 polimerazlar mangan varliginda hem RNA hem de DNA kalip ipliklerini
kullanabildiginden tiim islem aymi tiipte tek asamada yapilabilmektedir (Mullis, 1990;
Bardakci ve ark., 2007). RT-PCR, mRNA veya viral RNA miktarlarinin belirlenmesinde ve

RNA diizeyinde gen anlatiminda oldukca duyarh bir yontemdir.
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1.8.1.2.Real Time PCR

Son yillarda PCR reaksiyonlarinda sicaklik dongiileri saglamak icin kullanilan cihazlarin (
thermocycler) hassas olclim aletleriyle birlestirilmesi, real time PCR olarak adlandirilan yeni
bir yontemin gelismesine neden olmustur. Real Time RT-PCR, gercek zamanli reverse
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu olup spesifik primer seti ve floresans problarin veya
cift zincirli DNA ya spesifik floresans boyalarin kullanimina dayanan bir yontemdir. Real
Time PCR’da iiriinlerin analizi reaksiyon sirasinda yapilmaktadir. Bu nedenle, agaroz jel
elektroforezi, DNA bantlarinin mor otesi 151k altinda goriintiilenmesi gibi islemlerin

uygulanmasina gerek kalmamaktadir.

Real time PCR iiriinlerinin kalitatif ve kantitatif analizlerinde, floresan boyalarla isaretlenmis
ve diziye spesifik problardan veya cift zincirli DNA ya spesifik floresans boyalardan (SBYR)
yararlanilmaktadir. Real time PCR, reaksiyon esnasinda her bir PCR dongiisiinde sentezlenen
iiriiniin verdigi floresans 1518a gore calisip, reaksiyonda asama asama sonuna kadar olusan
tiim tirlinii kontrol eden ve PCR’1 olusurken izlemeye ve miktar belirlemeye imkan veren bir

yontemdir.

RT-PCR’da PCR sonundaki iiriinler (amplikonlar) saptanir; analiz edilirken, Real Time
PCR‘da PCR devam ederken ortaya ¢ikan iiriinler saptanmaya basladigi anda

degerlendirmeye alinir. Real time PCR; pahali bir teknik olmasina ragmen, duyarliligi,
verimliligi, 6zgiilligii, tekrarlanabilirligi yiiksek, hizli ve kontaminasyon riskinin son derece
az olmas1 Ozellikleriyle diger yontemlere gore daha etkili ve giivenilir oldugu

diistiniilmektedir.
Bu nedenle ¢alismamizda Tokat ve ¢evresinde kenelerde KKKA viriisii teshisi ve prevalansi

REAL TIME RT-PCR yontemiyle belirlenmis ve aym zamanda sonuglar klasik RT-PCR ile

karsilagtirilmastir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Calismamiz icin Tokat ve cevresindeki yapilan arazi ¢aligmalariyla hayvanlardan (cogunlukla
sigir olmak iizere, koyun, keci, kdpek, domuz, kaplumbaga, kirpi) ve insanlardan yaklasik
5000 sert kene toplanmistir. Kenelerin bir kismu RNA Later soliisyonu ilave edilerek -80°C’de
saklanmistir. Toplanan kenelerden -80°C’de muhafaza edilen 700 adedi rastgele KKHA
varligim test etmek iizere 10’arli gruplara ayrilmis ve KKKA viriisii varliginin tespitinde

kullanilmak iizere viral RNA izolasyonu yapilana kadar -80°C de saklanmustir.

2.1.1. Kullamlan Kimyasal Madde ve Malzemeler

RNA water, Etanol, S1v1 azot, Viral RNA izolasyon kiti (Qiagen, Roche), cDNA kiti (Roche,
Fermantas), LightCycler = Tagman  Master (Roche), Problar (5°- FAM-
ACASRATCTAYATgCAYCCTgC--TMR), Primerler (CCReal P1=5’-
TCTTYgCHgATgAYTCHTTYC-3’, CCReal P2= 5’-gggATKgTYCCRAAgCA-3’), dH,0,
DEPC Water, Erlen, Beher, Cam Siseler (100 ml, 500 ml, 1000 mI’ lik), Meziir, Bistiiri,
Forcep, Enjektor, Petri kaplar1 (Isolab), Pipet uclar1 (Corning, Neptune, Eppendorf),
Mikrosantrifiij ve PCR tiipleri (Axygen) ile diger laboratuvar malzemeleri kullanild1.

2.1.2. Kullanilan Cihazlar

LightCycler 1.5 (Roche) Real Time PCR cihazi, Thermal cycler (Peqlab), Santrifiijler
(Eppendorf, Hettich), Gii¢ kaynagi (Consort), Otomatik pipetler (Eppendorf, Brand),
Manyetik karistiricilar, Vorteks (Ika), Buz makinesi (Scotsman), Otoklav (Hiclave), Etiiv
(Memmert), Mikrodalga firin (Argelik), 4, -20 ve -80 °C’deki buzdolaplar1 (Ugur, Argelik,
U410 premium), Fotograf makinesi (Sony) ve Saf su cihazlar1 (Mes mp minipure,

Millipore) kullanildi.
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2.1.3. Probe ve Primerlerin Hazirlanisi

Primerler prosediirde belirtilen miktarda pcr grade su eklenerek (P1,P2 = 650 pl ) 20 uM
olacak sekilde, problar ise prosediire gore 20 uM olacak sekilde hazirlanmistir. Daha sonra

primerler 5 uM, problar 1 uM olacak sekilde elde seyreltilmistir.

2.2. Metod

2.2.1. Total RNA Ekstrasyonu

Kenelerden total RNA izolasyonu yapmadan Once rastgele 10’arli gruplar halinde ayrilan
700 adet kenenin her birinden asagida aciklanan yontemlerle viral RNA izole edildi. Daha
sonra her 10’arh grup i¢in numune basma 10’ar mikrolitre RNA alinarak toplam 100
mikrolitre hacimde 70 adet kene RNA karisimi hazirlandi. Bu numuneler REAL TIME
RT-PCR yontemiyle test edilmek iizere -80°C’ de saklandi.

Kenelerden total RNA ektrasyonu i¢in Qiagen’nin ‘QIAamp Viral RNA isolasyon’ kiti ve
Roche’un ‘High Pure Viral RNA’ kiti kullanildi. Viral RNA ekstrasyonu kit tireticilerinin

prosediiriine gore yapildi.

-80 °C’den cikarilan keneler s1vi azot icerisine alinir. Steril bir bistiiri yardim ile ortadan
ikiye kesilen kenenin biitiin dokular (sadece dis iskeleti kalicak sekilde) forcep yardimiyla
mikrosantrifiij tiiplerine almir. Dokular, 500 ul RNase free ddH,O ile sulandirildiktan
sonra 20cc’lik igneden gegirilerek homojenize edilir. Olusan homojenat 14 000 rpm’de 5
dk. santrifiij edilerek, stipernatant kismi1 alinir ve her iki kit kullanilarak asagidaki sekilde

total RNA izole edilir.
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-RNA ekstrasyonu (QIAamp Viral RNA isolasyon kitine gore)

1. Carrier RNA icerisine 310 ul AWE Buffer (% 0.04 Sodyum azid) eklenerek

soliisyon hazir hale getirildi.

2. 56 pl carrier RNA, 5600 pl AWL Buffer (Guanidin tiosiyanat)icerisine

karistirildi (10 numune i¢in).

3. 560 pl hazirlanan karisimdan, 560 ul de etanolden alinarak her biri eppendorf

tiiplerine eklendi.

4. Hazirlanan karisimin {izerine ise dokunun siipernatant kismindan 280ul ilave

edilerek vortekslendi.

5. Filtreli kolonlara, 630 pl hazirlanan karigimdan ilave edildi.

6. 8 000 rpm’de 1 dk santifiij edilip, collection kisimlar1 atildi ve yerine yenisi

yerlestirildi. Karisim bitene kadar bu isleme devam edildi.

7. Sonrasinda her bir tiipe, 500 ul AW1 Buffer (Guanidin hidroklorid) eklendi.

8. 14 000 rpm’de 3 dk. santrifiij edilip, collection tiipleri atilarak yeni tiipler
yerlestirildi.

9. Daha sonra 500 ul AW2 Buffer (Sodyum azid) eklendi.

10. 14 000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilip, collection tiipleri atilarak yeni tiipler
yerlestirildi.

11. Sonrasinda 1 dk. kadar tekrar santrifiij yapildiktan sonra collection tiipleri atild1

ve yerine eppendorf tiipleri yerlestirildi.

12. Filtreli kisma 60 pl Elution Buffer ilave edilip 14 000 rpm’de 1 dk. santrifiij
edildi.
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13. Son basamakta ise, filtreli kolonlar atilarak eppendorf tiiplerinde kalan

ekstraksiyon iiriinleri etiketlenerek -20 °C’ye kaldirilds.

Rastgele olarak 10’arli gruplar halinde ayrilan 700 adet kenenin her birinden yukarida
aciklanan yontemlerle viral RNA izole edildi. Daha sonra her 10’arh grup i¢in numune
basmna 10’ar pl RNA almarak toplam 100 pl hacimde 70 adet kene RNA karigimi
hazirlandi. Bu numuneler REAL TIME RT-PCR yontemiyle test edilmek iizere -80°C’ e
kaldirildi.

2.2.2. cDNA Sentezi

Bu calismada kullanilan Real Time RT-PCR caligmasi cDNA sentez ve Real Time PCR
olmak lizere iki asamali olarak gergeklestirilmistir. Cok sayida kene Ornegini tek tek
caligmanin zaman almas1 ve daha ekonomik olmasi nedeniyle hazirlanan 70 kene RNA
karigiminin her birinden kullamlarak 70 cDNA o6rnegi sentezlendi. cDNA sentezi i¢in

Roche ve Fermantas olmak tizere iki ayr1 kit kullanildi.

-cDNA sentezi (Roche kitine gore)

1. Asama da 9,4 pl Template RNA ve 2 ul Random hexamer primer karigimi -65 OC “ de
10 dakika thermal cyclerda inkiibe edilir.

2. Asamada her tiipe 8.6 pl lik enzim ve reaksiyon tamponu karisimi eklenerek toplam
hacim 20 pl ye tamamlanir ve tiipler 45 °C’de 30 dakika, ve 85 °C’de 5 dakika inkiibe

edilerek cDNA sentezi tamamlanir.

Calismada 70 adet karisim ekstratina ait numunelerin cDNA sentezi bu yontemlerle

gerceklestirilerek REAL TIME RT-PCR’da test edilmek iizere -80°C de saklanmuistir.

29



2.2.3. Real Time RT-PCR

Calismada 70 RNA karisimindan sentezlenen cDNA ornekleri, bir pozitif bir de negatif
kontrol kullanilarak Real Time PCR ile ¢alisiimistir. Cahismamizda KKHA igin spesifik
primer seti, FAM (5°)-TAMRA (3’) isaretli spesifik probe ve Tagman master (Roche,

Germany) karigimi kullanilmistir.

Her bir PCR reaksiyonunda kullanilacak maddelerin final konsantrasyonu ve stok miktari

tiretici firma tavsiyesine gore sec¢ilmis, test edilmis ve en uygun sartlar belirlenmistir.

Cizelge 2.1. Caligmada kullanilan Real time PCR dizaynu.

Final Stok 1x volume nx volume
konsantrasyon
dH»0 5 pul nx5pul
Forward 0,5 uM 5uM 2 ul nx2pul
primer
Reverse primer | 0,5 uM 5uM 2 ul nx2ul
Probe fc 0,1 uM 1 uM 2 ul nx2pul
Master mix 1X 5X 4 ul nx4pul
Toplam 15 ul
Template Sul
Toplam 20 pl

Her test sirasinda daha onceden pozitif oldugu bilinen bir pozitif kontrol cDNA, negatif
kontrol olarak da su (ddH;0) kullamilmistir. Reaksiyonlar 20 ul hacimde olup testler
LightCycler1.5 Real Time PCR (Roche) cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir.
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2.2.3.1. Real Time RT-PCR Reaksiyon Kosullan

Cizelge 2.2. Calismada kullanilan Real time PCR kosullar1.

Program adi: Denatiirasyon

Cycles i1 Analysis Mode None

Target Hold Slope  |Sec Target|Step size [Step Acquisition,

(°C) (hh:mm:ss) |[(°C/s) |(°C) (°C) Delay Mode

(cycles)

95 00:10:00 |20 0 0 0 None

Program adi: Amplifikasyon

Cycles :45-50
95 00:00:100 20 0 0 0 None
48 00:00:40] 20 0 0 None
72 00:00:01} 20 Single

Program adi: Cooling

Cycles 1

40 00:00:30 20 0 0 0 None
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2.2.3.2. TagMan Hidroliz Prob Testi (Tagman®assays - 5' Nuclease Assays)

TagMan testleri (TagMan®assays) olarak da bilinen hidroliz prob testlerinde,iki floresan
etiket ihtiva eden tek bir prob kullanilmaktadir (Sekil 2.1). Probun 5' ucunda bir
floresan reporter boya (6rnegin; 6-FAM), 3' ucunda ise a floresan baskilayict (quencher)
(ornegin; TAMRA) boya bulunur. Prob normal haldeyken, baskilayici reporter boyaya
yakindir ve onun floresans sinyalini baskilar. Prob hedef sekansa hibridize oldugunda, Taq
polimerazin  5'-nukleaz activitesi hidroliz probunu kirar ve reporter ve baskilayicinin
birbirinden ayrilmasina neden olur. Bu durumda baskilayict reporter boyanin floresanini
baskilayamaz ve reporter floresan 151k yayar. PCR sirasinda artan miktarda hedef

sekans kadar prob hidrolize olur ve floresans sinyal de artar (Sekil 2.1).

Polymerization R = Reporter
Q = Quencher
Forward ® @
= Prirmer Probe o
<3 5
5 5
—au 5
Reverse
Strand displacement @ .
Ly - ' 3
<3 5
5 3
— 5
Cleavage
R
P
5 - 5
3 = 5
5 3
— 5"
Polymerization .E%é
completed - " 9 -
5 =
3 5
5 <3
— 5

Sekil 2.1. TagMan Real Time PCR kuantifikasyonu (Anonim 2008)
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3. BULGULAR VE TARTISMA

KKHA viriisii insanlarda 6liimciil kanamali atese sebep olan hayvan kaynakli bir viriistiir.
Ulkemizde dahil diinyanin bir ¢ok iilkesinde KKHA vakalar1 rapor edilmistir (Ergoniil et al.,
2006). KKHA viriisii insanlarda o©liime sebep oldugu halde hayvanlarda hastalik
asemptomatik olarak seyretmektedir (Athar, 2003). KKHA viriisii enfekte hayvanlardan
viremi safhasinda insan ve diger hayvanlara ve bu hayvanlar iizerinde beslenen kenelere
bulagabilmektedir (Athar, 2003). Bu nedenle viremi safhasindaki hayvanlar Ozellikle

hayvancilikla ugrasanlar i¢in risk teskil etmektedir.

Sert keneler KKHA viriisiiniin vektorii olan ve virilisiin hayvandan insana veya hayvandan
hayvana bulagmasini saglayan temel vektor canlilardir. Bu nedenle keneler KKHA viriisiiniin
yayillmasinda birincil risk faktoriidiirler. Bu nedenle kenelerin KKHA prevalansinin bilinmesi
bunlara karsi zamaninda onlem alimasinm saglayacaktir. Real time RT-PCR yontemiyle
yapilan testlerin sonuglarina goére Tokat bolgesinde hayvanlardan toplanan kenelerde toplam
70 kene grubundan 13’iinde KKHA viriisii pozitif bulunmustur. Bu sonug bolge kenelerindeki

KKHA viriisii prevelansinin % 18 oldugunu ifade etmektedir ki bu oran oldukca yiiksek bir

orandir.
Aamplification Curves
- Pozitif Kontrol

c Test Kene Grubu
(7)) = B Ornegi
3 :
(9] s
E 3

. Negatif Kontrol ve

—— Test Kene
3 & & 101z 1a1e 1820<:2ch?:5262830323435384'04244 Gr‘ubu

DONGU
Sekil 3.1. Calismamizdaki Real Time RT-PCR sonucuna ait grafik 6rnegi (Esik degeri 25.
dongii olarak kabul edilmistir).
Bu oran 6zellikle RT-PCR sonucu daha onceki yillara ait sonuclardan daha yiiksektir. Bu
calismada bulunan % 18 lik sonucun Umman (%7.8, Williams, 2000) ve iilkemizde daha
once Tonbak, 2006 (% 3) tarafindan bulunan sonug¢lardan daha yiiksek ¢ikmasinin bir nedeni,
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muhtemelen bu ¢alismada daha onceki calismalarda kullanilan ELIZA veya klasik RT-PCR
testlerinden daha hassas olan real time RT-PCR testinin kullanilmis olmasidir. Ayrica bu

sonug bolgenin hiper endemik bir bolge oldugunu da ifade etmektedir.
Calismamizda KKHAYV pozitif ¢cikan kene tiirleri de kismen belirlenmistir. Buna gore baglica

KKHAYV pozitif kene tiirleri Hyalomma sp ve Rhipicephalus sp tiirleridir. Dolayisiyla
bolgemizde Hyalomma sp yanisira Rhipicephalus sp de KKHA riski tagimaktadir.
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4. SONUC

Sonu¢ olarak bu ¢alismada Tokat ve c¢evresinde yapilan arazi ¢alismalarinda ¢iftlik veya
yaban hayvanlarindan toplanan kenelerde KKKA viriisii varligi ve prevalansi en gelismis
molekiiler tekniklerden biri olan REAL TIME RT-PCR yontemiyle belirlenerek bolgemiz
kenelerinin KKKA viriisii tagima potansiyeli ortaya ¢ikartilmistir. Bu tiir viriislerin tanisinda
kullanilacak en uygun teknigin secilmesi de alinacak sonuglarin giivenilirligini arttiracak
olmas1 nedeniyle ¢ok dnemlidir. Kenelerde cok az kopya sayisinda bulunan viriislerin tespit
zorlugu g6z Oniinde bulundurulursa, hassas, gercek zamanli, verimliligi yiiksek,
tekrarlanabilir olmasi1 6zellikleriyle REAL TIME RT-PCR tekniginin daha tercih edilebilir
oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Yaptigimiz bu calismada aldigimiz sonuglar bolge kenelerinin halen KKHA riski tagidigi ve

bolgede kenelerle ilgili daha ciddi ve uzun siireli miicadele yapilmasi gerektigini de ifade

etmektedir.
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