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ONSOZ

Kirim Kongo Kanamali Atesi (KKKA) hastaliginin diinya genelinde 30’dan
fazla tilkede varligi bilinmekte olup, iilkemizde de ilk insan vakasinin meydana
geldigi 2002 yilindan bu yana endemik olarak goriilmektedir. Saglik Bakanligi’nin
verilerine gore iilkemizde 2002-2016 yillar1 arasinda 10 219 adet insan vakasi
meydana gelmistir. Hastaligin goriildiigi iilkelerde vaka-6liim orani %2-30 arasinda

seyrederken, lilkemizde ise bu oran %4,71 olarak kayitlara ge¢mistir.

KKKA enfeksiyonlar1 hayvanlarda klinik belirti gdstermeden seyrederken
insanlarda asemptomatik veya orta giddetli hastalik tablosundan, Oliimle
sonuglanabilen siddetli kanamali hastalik tablosuna kadar degisen tarzda klinik seyir
izleyebilmektedir. KKKA enfeksiyonlarinin asil bulasma kaynagi olarak keneler
kabul edilmekle birlikte, enfekte insan veya hayvanlarin dokulari, kanlar1 ve diger
viicut sivilarina temasinda bulasma acisindan 6nemli oldugu bilinmektedir. Ayrica
meydana gelen insan vakalar1 agisindan nosokomial bulasma da onemli yer

tutmaktadir.

Evcil ve yabani hayvanlarda KKKA virus antikorlarinin durumu, ilgili bolgede
enfeksiyonun varligi veya yoklugu ile risk bolgelerinin belirlenmesi i¢in dnemli
bilgiler elde etmemizi saglamaktadir. Ancak giiniimiize kadar lilkemiz hayvanlarinda
yapilan ¢ok az sayida seroepidemiyolojik ¢alisma bulunmaktadir. Bunun yaninda
[ran gibi iilkelerde hastaligin asil bulasma yolu olarak gosterilen hayvan iliskili
bulagmanin tlilkemiz acisindan ne kadar 6nemli oldugu bir soru isaretidir. Son konak
olan insanlarin kesim gibi olas1 viremideki hayvanlarin kanlarina en fazla maruz
kaldig1 durumlarda temas edebilecegi maksimum viral yiik miktar1 bilinmemektedir.
Son olarak hayvanlardaki viral miktarini ortaya koymak amaciyla molekiiler temelli
bir ¢alisma bulunmamaktadir. Yapilan tez ¢alismasi ile bahsedilen bu konulardaki

bilgi eksikliginin giderilmesine katki saglanmas1 amaglanmaigtir.
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1.GIRIS

Kirim Kongo Kanamali Atesi (KKKA), yaygin ekKimoz alanlari, i¢ organlarda
kanamalar, karaciger yetmezligi ile karakterize, zoonotik bir hastalik olup mortalite
orani %80’e kadar ulasabilmektedir (Ergonul ve Whitehouse, 2007; Ergunay ve ark.,
2011). Klinik hastalik tablosu insanlarda sekillenirken, yabani ve evcil memeli
hayvanlarda klinik belirti goriilmeden sadece iki haftaya kadar uzayabilen viremi

sekillenmektedir (Ergonul ve Whitehouse, 2007; Leblebicioglu ve ark., 2015).

KKKA hastaliginin etkeni, Nairoviridae ailesinde, Orthonairovirus cinsinde
yer alan Crimean-Congo hemorrhagic fever orthonairovirus’tur (KKKAV) (ICTV,
2017). KKKAYV, insanlara enfekte kenelerle, enfekte insanlarin kan veya diger viicut
stvilartyla  temasla, viremideki hayvanlarin kan ve dokularina temasla
bulasabilmektedir (Ergonul ve Whitehouse, 2007; Ergunay ve ark., 2011). Hastaligin
insanlara ana bulagsma kaynagi enfekte keneler olup, insan vakalar1 genel olarak kene

aktivasyonunun arttig1 donemlerde goriilmektedir (Mertens ve ark., 2013).

KKKAV cografik olarak, insan sagligi agisindan en yaygin ve en 6nemli kene
kaynakli etken oldugu bilinmektedir. Ayrica, medikal 6nemi olan tiim arboviruslar
arasinda Dengue virus’tan sonra en yaygin virustur (Ergonul ve Whitehouse, 2007).
KKKAV giintimiize kadar, Dogu Avrupa’da, ozellikle eski Sovyetler Birligi’nde,
Kuzeybat1 Cin’de, Orta Asya’da, Kuzey Avrupa’da, Afrika’da, Orta Dogu’da ve Hint
yarimadasinda goriilmiistiir (CDC, 2017). Ulkemizde, KKKAV antikorunun insan
serumlarinda tespiti 1970’lerde yapilmis olmasina ragmen, ilk insan vakasi 2002

yilinda goriilmiistir (Ergonul ve Whitehouse, 2007).



1.1. Tarihge

Yapilan ¢alismalarda, KKKAV’nin en son ortak atasinin, milattan 6énce 1500-
1100 yillarda yani giiniimiizden 3100-3500 yil 6nce var oldugu bildirilmektedir
(Carroll ve ark., 2010). KKKA hastaligin1 tarihsel olarak inceledigimizde ise,
giintimiizde kabul edilen hastalik belirtilerine benzeyen vaka tanimlamalariin ilk
olarak Abii Bakr al-Razi tarafindan yapildigin1 gérmekteyiz. Abii Bakr al-Razi, bat1
diinyas: tarafindan bilinen adiyla Rhazes, giiniimiizde Iran simirlarinda bulunan bir
sehirde dogmus ve 854-932 yillar1 arasinda yasamistir. Abii Bakr al-Razi, saglik,
felsefe ve matematik alanlarinda kitaplar yazmigtir. Abii Bakr al-Razi tarafindan ¢
adet vaka tanimlanmig olup, bu vakalar dikkat cekici bigimde giiniimiz KKKA
hastaligina benzerlikler gostermektedir. Boylece, bu vakalar, hastaligin en eski

tanimlar1 hakkinda 6nemli bilgiler saglamaktadir (Ergonul ve Whitehouse, 2007).

Ayrica, KKKA hastaligina benzer belirtiler gosteren hastalik tablosu, 12.
yiizyilda, giiniimiiz Tacikistan sinirlart i¢inde yer alan bdlgede yasamis olan bir
doktor tarafindan da yapilmistir. Yapilan hastalik tarifinde, idrarda, rektumda, dis
etlerinde, salyada ve karin boslugunda kanin varligiyla seyreden kanamali hastalik
tablosundan bahsedilmistir. Normalde, kara tavuklariin paraziti olan bir kene veya
bitin hastalik etkeni oldugu sdylenmistir. ilerleyen yiizyillarda, Ozbekistan’in
kuzeyinde yasayan yerli halk tarafindan “khungribta (kan almasi), khunymuny
(burun kanamasi) ve Karakhalak (kara 6liim)” gibi isimlerle en az ii¢ farkli sekilde

isimlendirilmistir (Whitehouse, 2004).

Kayitlara gegen ilk KKKA salgini ise, 1944 yilinin yaz aylarinda Kirim
yarimadasinda bulunan Sovyet askerlerinde goriilmiistiir. Yaklasik 200 askeri
personel hastaliktan etkilenmis ve %10 civarinda 6liim gergeklesmistir. Hastaliga
yakalanan kisilerde, kanama ile seyreden akut atesli hastalik tablosu ve sok
sekillenmistir. Sovyet yonetimi tarafindan bolgeye gonderilen Mikhail Chumakov

yonetimindeki arastirmacilar, hastalarin kanlarmi veya kene ekstraklarini filtre



ettikten sonra goniillii askerlere ve psikiyatrik hastalara inokiile ederek hastalik
tablosunun sekillenmesini basarmislardir (Bente ve ark., 2013). Arastirmacilar
tarafindan, Hyalomma marginatum kenesinin nimf formunun filtre edilmis
antibiyotikli siispansiyonlarmin verildigi saglikli olan goniillii askeri personelde,
Inokiilasyondan iki giin sonra hastalik belirtileri tespit edilmistir (Whitehouse, 2004).
Boylece, Chumakov ve onun g¢aligma arkadaslari “Crimean hemorrhagic fever
(CHF)” hastaliginin, kene kaynakli bir viral hastalik oldugunu ispatlamay1
basarmislardir. CHF etkenin tanimlanmasimi takip eden yirmi yildan fazla siire
boyunca, hastalikla ilgili laboratuvar arastirmalari, etkenin {iretilmesinde yetersizlik
nedeniyle sinirl kalmistir (Bente ve ark., 2013). Chumakov ve ekibi tarafindan, 1967
yilinda CHF virus izolasyonu i¢in ilk defa yeni dogmus fareler kullanilmis ve etken
intraserebral inokiilasyon yoluyla verilmistir. Bu yontemle, Astragan’li bir hastadan
(Drozdov) izolasyon yapilmis ve Drozdov izolati elde edilmistir. Drozdov izolati,
Rusya ve diger yerlerde yapilan ¢aligmalarda standart referans sus olarak

kullanilmistir (Bente ve ark., 2013; Whitehouse, 2004).

Hastalik, 1956 yilinda giiniimiizde, Demokratik Kongo Cumhuriyeti olarak
adlandirilan Belgika Kongo’sunda da tespit edilmis ve “Congo virus” olarak
adlandirilmistir. Arastirmacilar tarafindan, Congo virus ve CHF virus’un ayni oldugu
tespit edildikten sonra etken “CHF-Congo virus” olarak adlandirilmistir. Ilerleyen
yillarda ise hastalik etkeni, “Crimean-Congo hemorrhagic fever” olarak
isimlendirilmistir (Whitehouse, 2004). KKKA salgmin ilk olarak tanimlandigi 1944
yilindan 2006 yilima kadar raporlanmis KKKA salginlar1 Cizelge 1.1.°de
gosterilmistir (Ergonul ve Whitehouse, 2007).



Cizelge 1.1. 1945-2006 yillar1 arasinda rapor edilen KKKAV salgimlar1 (Ergonul ve Whitehouse, 2007).

Cografi Konum Yillar Vaka  Vaka-Oliim Meslek
Sayist  Orani (%)
Giiney Dogu Avrupa
Kirim 1944-1945 200 10 Askerler
Astragan 1953-1963 104 17 Tarim iscileri
Rostov 1963-1969 323 15 Tarim iscileri
Bulgaristan 1953-1974 1105 17 Tarim isgileri, Saglik ¢alisanlari
1975-1996 279 11 Tarim iscileri
1997-2003 138 21 Tarim isgileri
Arnavutluk 2001 7 - Tarim isgileri, Saglik calisanlari
Kosova 2001 18 33 Tarim isgileri
Tirkiye 2002-2005 1103 5 Tarim isgileri, Saglik ¢aliganlari
Asya
Cin 1965-1994 260 21 Tarim iscileri
1997 26 24 Tarim iscileri
Kazakistan 1948-1968 75 50 Tarim isgileri
Tacikistan 1943-1970 97 23 Tarim isgileri, Lab.calisanlar1
Pakistan 1976 14 29 Coban, Saglik ¢aliganlari
1994 3 Bilinmiyor Saglik galisanlari
2000 9 55 Tarim isgileri, Saglik ¢aliganlar
Orta Dogu
Birlesik Arap Emirlikleri 1979 6 50 Saglik caliganlari
1994-1995 11 73 Tarim isgileri
Sarika 1980 1 - Esnaf
Irak 1979-1980 55 64 Tarim isgileri
Suudi Arabistan 1990 7 - Tarim isgileri
Umman Sultanhg1 1995-1996 4 Bilinmiyor Tarim isgileri
Iran 2003 81 18 Tarim isgileri
Afrika
Zaire (Kongo) 1956 2 - Doktor
Uganda 1983 1 - Laboratuvar ¢alisani
Moritanya 1983 1 - Deve siiriisii sahibi
2004 38 29 Tarim iscileri, Saglik ¢alisanlari
Burkina Faso 1983 1 - Bilinmiyor
Giiney Afrika Cumhuriyeti 1981-1986 32 31 Ciftciler, Saglik ¢alisanlar
Tanzanya 1986 1 - Ogrenci
Giineybat1 Afrika 1986 1 - Bilinmiyor
Kenya 2000 1 Oldii Tarim isgisi
1.2. Etiyoloji

1.2.1. Smflandirma

Uluslararast  Virus Taksonomi Komitesi (ICTV), Budapeste oturumu

kayitlarina gore, KKKAV, Bunyavirales takimi, Nairoviridae ailesi ve



Orthonairovirus cinsi iginde smiflandirilmigtir. ' KKKAV’nin, yillara gore

siiflandirilmasi ve isimlendirilmesi Cizelge 1.2.°de 6zetlenmistir (ICTV, 2017).

Cizelge 1.2. ICTV kararlarina gore, KKKAV nin yillara gére siniflandirtlmas: (ICTV,2017).

YILLAR TAKIM AILE CINS TUR

1979 Tanimlanmamig  Bunyaviridae Tanimlanmamis ~ Congo virus

1981 Tanimlanmamus  Bunyaviridae Nairovirus Crimean-Congo hemorrhagic fever
Virus

1995 Tanimlanmamus ~ Bunyaviridae Nairovirus Crimean-Congo hemorrhagic fever
virus

2015 Tanimlanmamig  Bunvaviridae Nairovirus Crimean-Congo hemorrhagic fever
nairovirus

2016 Bunyavirales Nairoviridae Orthonairovirus ~ Crimean-Congo hemorrhagic fever

orthonairovirus

Bunyavirales takimi igerisinde, dokuz virus ailesi, 13 virus cinsi ve 157 virus
tirti bulunmaktadir. Bunyavirales takimi igerisinde yer alan virus aileleri ve cinsleri
Cizelge 1.3.’de gosterilmistir (ICTV, 2017). Bunyavirales takimi iginde, serolojik
olarak farkli 350°den fazla virus bulunmaktadir. Bu takim igerisinde bulunan
viruslar, bitkilerden, boceklere, kenelere ve omurgalilara (kemirgen, kus, siiriingen,
maymun, yarasa, ruminant ve insan vb.) kadar genis konakg ¢esitliligine sahiptirler.
Takim igerisinde bulunan viruslarin 6nemli bir kismi artropodlar tarafindan
bulastirilir ve hem omurgali hem de artropod konakg1 tropizmine sahiptirler. Ayrica,
insan ve hayvanlarda siddetli hastalik tablosu olusturan 6nemli bazi arboviruslar yine
bu takim igerisinde yer almaktadir. Ancak, Hantaviridae ailesinde bulunan viruslar,
sadece memeli tropizmine sahiptir ve aerosol kemirgen digkilari ile bulasarak
insanlarda hastalik meydana getirirler. Ayrica, bitki patojeni olan Tospoviridae
ailesindeki viruslar, mekanik olarak boceklerle nakledilerek tarimda ciddi kayiplara
neden olmaktadirlar. Bu takim igerisinde bulunan viruslar diinya genelinde genis bir
alanda bulunmakla birlikte, tropik ve subtropik bolgelerde daha yiiksek cesitlilikte ve
daha yiiksek prevalansta bulunmaktadirlar. Baz1 viruslar, yeni cografik bolgelerde
goriilmeye baglamalar1 veya insan ve hayvanlarda goriilme insidenslerinin
artmasindan dolay1 emerging veya re-emerging patojenler olarak diisiiniilmektedirler
(Marklewitz, 2016).



Cizelge 1.3. Bunyavirales takim igerisinde siniflandirilan virus aile ve cinsleri (ICTV, 2017).

VIRUS AILESI VIRUS CINSI VIRUS TUR SAYILARI
Feraviridae Orthoferavirus 1 Virus Tiri
Fimoviridae Emaravirus 9 Virus Tiiri

Hantaviridae
Jonviridae
Nairoviridae

Peribunyaviridae

Phasmaviridae

Phenuiviridae

Tospoviridae

Orthohantavirus
Orthojonvirus
Orthonairovirus

Herbevirus
Orthobunyavirus

Orthophasmavirus
Goukovirus
Phasivirus
Phlebovirus
Tenuivirus

Orthotospovirus

41 Virus Turi

1 Virus Tiri

12 Virus Tiirii

4 Virus Turi
48 Virus Tiirii

6 Virus Tiri
3 Virus Tiirli
4 Virus Tiri
10 Virus Tiiri

7 Virus Tiri

11 Virus Tirt

Nairoviridae ailesinde,
bulunmaktadir (ICTV, 2017).

Orthonairovirus cinsi ve

Bu aile icerisinde, kenelerden ve omurgal

12 adet virus tird

konakgilardan izole edilmis en az 50 virus bulunmaktadir. Nairoviridae ailesinde
bulunan, KKKAYV, insanlarda kanamali ates tablosu yaparken, Nairobi sheep disease
orthonairovirus (NSDV) ise koyun ve kegilerde 6liim orani1 %90’a ulasan kanamali
gastroenteritis’e neden olmaktadir. Bazi1 viruslar ise insanlarda, ates, bas agrisi ve
norolojik bozukluklara neden olmaktadirlar (Walker ve ark., 2015). Yapilan
filogenetik analizlere gore, NSDV, Hazara orthonairovirus (HAZV) ve Dugbe
orthonairovirus (DUGV) diger Orthonairovirus’lara gore KKKAV’na daha fazla
benzerlik gostermektedirler (Kuhn ve ark., 2016). Nairoviridae ailesinde bulunan
virus cinsi, virus tiirleri ve icerdikleri viruslar Cizelge 1.4.’de gosterilmistir (ICTV,

2017; Kuhn ve ark., 2016).



Cizelge 1.4. Nairoviridae ailesinde bulunanlar baslica viruslar (ICTV, 2017; Kuhn ve ark., 2016).

VIRUS CINSI

VIRUS TURU

VIRUSLAR

Orthonairovirus

Burana orthonairovirus

Crimean-Congo hemorrhagic
fever orthonairovirus

Dera Ghazi Khan orthonairovirus

Dugbe orthonairovirus

Hazara orthonairovirus

Hugbes orthonairovirus

Kasokero orthonairovirus

Keterah orthonairovirus

Nairobi sheep disease
orthonairovirus

Qalyub orthonairovirus

Sakhalin orthonairovirus

Thiafora orthonairovirus

Huangpi tick virus 1
Tacheng tick virus 1
Wenzhou tick virus

Crimean-Congo hemorrhagic
fever virus

Abu Hammad virus (Tunis izolat: dahil)
Abu Mina virus

Dera Ghazi Khan virus

Sapphire Il virus

Dugbe virus
Kupe virus

Hazara virus
Tofla virus

Caspiy virus
Farallon virus
Great Saltee virus
Hugbes virus
Punta Salinas virus
Raza virus
Soldado virus
Zirga virus

Kasokero virus
Leopards Hill virus
Yogue virus

Gossas virus

Issyk-kul virus

Keterah virus (Yumusak kene izolat1 dahil)
Uzun-Agach virus

Ganjam virus
Nairobi sheep disease virus (Ganjam izolati
dahil)

Bandia virus
Qalyub virus

Avalon virus
Clo Mor virus
Sakhalin virus
Taggert virus
Tillamook virus

Erve virus
Thiafora virus




1.2.2. Virusun Yapisi ve Ozellikleri

KKKAYV virionu, yaklasik 80-100 nm capinda helikal simetrili niikkleokapside
ve konakg¢i hiicresinden koken alan 5-7 nm kalinliginda ¢ift katmanli bir zarfa
sahiptir (Demir ve ark., 2017; Whitehouse, 2004). Niikleik asit olarak tek sarmalli,
negatif polariteli ve ii¢ segmentli RNA bulunur (Demir ve ark., 2017). KKKAV nin,
small (S) segmenti, medium (M) segmenti ve large (L) segmentinin 5’-3° uglarinda
protein kodlamayan tamamlayici bolgeler (NCR) bulunur ve virus genomunun
dairesel yapisina katki saglarlar. Ayrica NCR’ler, viral RNA’ya bagli RNA
polimerazlarin (RdRp) baglanmasi ve viral genomun transkripsiyonu ve/veya
replikasyonu baslatmasi icin gereklidir. NCRs dizileri, viral segmentler arasinda
farkli olmasina ragmen, her biri yeni olugan virion genomlarinin enkapsiilasyonu,
transkripsiyonu, replikasyonunu ve paketlenmesini baslatabilirler (Zivcec ve ark.,
2016). KKKA virionu sematik olarak Sekil 1.1°de gosterilmistir (Bente ve ark.,
2013).

Giycoprotein
Glycoproten / {Gn)

Genome L
Segment
RNA-dependent
RNA polymerase Genome M
R Segrment

Nucleoprotein
Ny ——

Sekil 1.1. KKKA virionunun sematik olarak gosterilmesi (Bente ve ark., 2013).



KKKAV RNA’sinin S segmenti, diger bunyaviruslara benzer olarak yaklagik
1.6 kb biyikliginde olup, niikleokapsid proteinini (NP) kodlar. Diger
bunyaviruslara gére daha uzun olan M segmenti yaklasik 5.4 kb ve L segmenti
yaklasik 12.1 kb biyiikliiglinde olup, sirasiyla glikoprotein presiirkor (GPC) ve
RdRp’i (L protein) kodlarlar (Zivcec ve ark., 2016). M segmenti tarafindan kodlanan
GPC, tek bir protein olarak sentezlenir ve translasyon sonrasinda gesitli enzimler
tarafindan kesilerek yiizey glikoproteinleri Gn ve Gc¢ meydana gelmektedir
(Whitehouse, 2004). KKK AV nin ii¢ segmentinin her birininde bir protein kodladig:
yolundaki bilgiye ilave olarak S segmenti tarafindan NP’nin kodlandig1 bolgenin ters
yoniinde yapisal olmayan (NSs) ikinci bir protein kodladigi ve bu nedenle
KKKAV’nin ambisense virus olabilecegi bildirilmektedir (Zivcec ve ark., 2016).
KKKAV segmentlerinin biiyiikliikleri ve proteinlerin kodlanma yénleri Sekil 1.2.°de,
protein lriinlerinin prosesi Sekil 1.3.’de gosterilmistir (Bente ve ark., 2013; Zivcec

ve ark., 2016).

VRNA
5 3
150-170 e 5
e -j;;":yﬂi....ffﬂ
453477
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11641 A0-a0

L NCR

Sekil 1.2. KKKAV’nin segmentlerinin biiyiikliikleri ve protein kodlama ydnleri (Zivcec ve ark., 2016).
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Sekil 1.3. KKKAV’nin segmentleri tarafindan kodlanan protein iiriinlerinin prosesi (Bente ve ark., 2013)

S segmenti tarafindan kodlanan NP’nin birincil fonksiyonu, viral RNA’larin
(VRNA) enkapsiilasyonu ile riboniikleoprotein kompleksini (RNP) olusturmaktir.
RNP’ler, VRNA, NP ve L proteinin enkapsiilasyonu ile olusur. NP, globiiler bas ve
esnek kol olarak iki yapidan meydana gelmektedir. Globiiler bas kismi, RNA ile
baglanmaktan sorumludur. Virion RNA’sinin enkapsiilasyonu sirasinda, RNA’ya
baglanmis globiiler bas kisim ile komsu NP’nin kuyruk kismi etkilesime girerek
helikal yap1yr meydana getirmektedirler (Bente ve ark., 2013; Zivcec ve ark., 2016).
Bakteriyel olarak eksprese edilen NP, virus spesifik immunoglobulin G’yi (1gG)
saptamak i¢in Enzim-Linked Immunosorbent Assay’da (ELISA) kullanilabilmektedir
(Bente ve ark., 2013).

M segmenti tarafindan, GPC kodlanmaktadir. GPC’den, endoplazmik
retikulumda (ER) baslayip, golgi aparatinda sonlanan co-translasyonel ayrilma ve
post-translasyonel isleme ile iki transmembran glikoproteini Gn ve Gc meydana

gelmektedir (Bente ve ark., 2013). Gn ve Gc glikoproteinlerinin fiizyon, virion
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olusumu ve immun sistemden kagis konulariyla ilgili olduklari diisiiniilmektedir.
Ayrica fiizyona aracilik ettiklerine inanilmaktadir (Zivcec ve ark., 2016). GPC o6nce
konakgi sinyal peptidazi ile 140 kDa olan PreGn ve 85 kDa olan PreGc pargalarina
boliinmektedir. PreGn daha sonra, konakgi1 proteazlari olan SKI-1 ve furin tarafindan,
cesitli tanima bolgelerinden kesilerek 58 kDa olan Gn ve birgok kiiclik yapisal
olmayan protein pargalarina bolinmektedir. Ayrica PreGce, SKI-1 benzeri proteaz ile
kesilerek Gc meydana gelmektedir. SKI-1’den yoksun hiicrelerde, PreGn ve PreGce
golgi aparatinda birikir ve enfekte hiicrelerden yiizey glikoproteinlerden yoksun virus

partikiilleri salinmaktadir (Bente ve ark., 2013).

KKKAV ve diger nairoviruslarin L segmenti, diger bunyaviruslara gore
neredeyse iki kat biyiikliiktedir. Tek acik okuma g¢ercevesi (ORF), 12000
niikleotidden daha uzundur ve yaklagik 4000 amino asitlik bir poliproteini
kodlamaktadir. L segmentin, N-ucuna yakin bdlgeden ovaryan tiimoér proteaz,
sonrasinda viral topoizomeraz, zinc finger ile 16sin fermuar motifleri ve C-ucuna
yakin bolgeden ise RdRp kodlanir (Bente ve ark., 2013). L segmenti tarafindan
kodlanan viral endoniikleaz ise, konak¢t mRNA’larini pargalamakta ve viral
transkripsiyonu baslatmaya katki saglamaktadir. KKKAV RNA’sinin 5 ucu, diger
birgok RNA virusunun trifosfat grubunu (5’-pppRNA) kullanmasinin aksine
monofosforile edilmistir. KKKAV genom 5’ ucunun monofosfat grubu prosesi,
tercithen 5°-pppRNA tarafindan aktive edilen retinoik asidle indiiklenebilen gen I’in
(RIG-I) baskilanmasi sonucunda dogal immun yanittan kaginmak igin olasi bir
stratejidir. Bununla beraber, KKKAV’ye kars1 tip-I IFN cevabinin sekillenmesi i¢in
RIG-I gerekmektedir (Zivcec ve ark., 2016).

KKKAV izolatlar1 arasinda, agar jel immundifiizyon, nétralizasyon, hiicre
kiltiirii interferans, komplement fikzasyon testi gibi serolojik testlerle yapilan
caligmalarda goriinlir antijenik farkliliklarin olmadigi anlasilmistir. Fakat, yapilan
filogenetik analizlerle, genis genetik g¢esitlilik ortaya konulmustur (Whitehouse,

2004). Amino asit sekansina dayanan filogenetik c¢aligmalar, KKKAV’nin S
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segmenti basta olmak iizere M segmenti ve L segmentine gore yapilmaktadir
(Ozkaya ve ark., 2010). Yapilan filogenetik analizlerde cografik dagilimlart farkli, S
segmentine gore yedi virus hattt bulunmaktadir (Ergonul ve Whitehouse, 2007; Mild
ve ark., 2010). Bu virus hatlari, hat I (Asya I), hat II (Asya II), hat III (Afrika III), hat
IV (Avrupa I), hat VV (Afrika I1), hat VI (Avrupa Il) ve hat VII (Afrika 1) olarak
adlandirilmaktadir (Atkinson ve ark., 2012; Ergonul ve Whitehouse, 2007; Mild ve
ark., 2010). Bir¢ok iilkede, birden fazla virus hattina ait KKKAV enfeksiyonlari
goriilebilmektedir. Ornegin, Iran’da, dort farkli virus hatt1 (Asya I, Asya II, Avrupa I
ve Afrika I) goriiliirken, Giliney Afrika’da ti¢ farkli virus hatt1 (Afrika I, Afrika II ve
Afrika III) goriilebilmektedir. S segmenti analizlerine gore, KKKAV hatlarinin
cografik dagilimi Cizelge 1.5.’de gosterilmistir (Mild ve ark., 2010). Arastirmacilara
gore, M veya L segmentlerinin filogetik analizlerine dayanarak 5-7 farkli hat ortaya
konulmaktadir (Bente ve ark., 2013; Chinikar ve ark., 2016; Ergonul ve Whitehouse,
2007; Mild ve ark., 2010).

Cizelge 1.5. KKKAYV hatlarinin cografik dagilimi (Mild ve ark., 2010). BAE; Birlesik Arap Emirlikleri, DKC;
Demokratik Kongo Cumhuriyeti, OAC; Orta Afrika Cumhuriyeti.

Hat | Hat Il Hat 111 Hat IV Hat V Hat VI Hat VII
(Asyal) (Asya Il) (Afrika 1) (Avrupal) (Afrika IT) (Avrupa ll)  (Afrikal)
fran Iran Giiney Afrika Iran Giiney Afrika  Yunanistan  Iran
Pakistan Cin Namibya Tirkiye Namibya Tirkiye Giiney Afrika
BAE Ozbekistan ~ BAE Yunanistan  DKC Senegal
Madagaskar ~ Kazakistan ~ Senegal Rusya Uganda Moritanya
Umman Tacikistan Moritanya Bulgaristan
Irak Nijerya Kosova

Burkina Faso  Arnavutluk

OAC

Ulkemizde goriilen KKKAYV izolatlari, Avrupa I ve Avrupa II hatlar1 icerisinde
yer almaktadir (Mild ve ark., 2010). Ozkaya ve ark. (2010) ile Kalaycioglu ve ark.
(2012) tarafindan yapilan c¢alismalarda, KKKAV’nin S segmenti filogenetik
analizlerine gore, iilkemizde bulunan izolatlar genel olarak Avrupa I hat icerisinde
yer alirken, bazi izolatlar da Avrupa II hat igerisinde tespit edilmistir. S segmenti
analizlerine gore yedi hatta ait filogenetik analiz sonuglar1 Sekil 1.4.’de ve iilkemiz
izolatlarina ait filognetik analiz sonuglari ise Sekil 1.5.’de gosterilmistir (Atkinson ve
ark., 2012; Ergunay ve ark., 2014).
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Sekil 1.4. KKKAV’nin S segmentine gore filogenetik analizi (Atkinson ve ark., 2012).
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Sekil 1.5. Ulkemiz KKKAYV izolatlarinin, S segmentine gore filogenetik analizi (Ergunay ve ark., 2014).
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Ulkemiz KKKAYV izolatlari ile yapilan calismalarda, Avrupa I hat icerisinde iKi
adet grup tanimlanmistir. Grup I igerisinde, BYBRT51/08 ve ARTVNI155/08
izolatlar1 ile Dogu Avrupa izolatlar1 olan Drostov ve Kashmanov izolatlar1 yer
almaktadir. Daha biiyiik olan grup II, iki adet alt gruptan olusmaktadir. Alt grup Ila
icerisinde bulunan {ilkemiz izolatlarinin, Bat1 Avrupa izolatlar1 (HOTI, KOSOVO ve
BULG2008 vb.) ile genetik yakinlik gosterdikleri saptanmistir. Alt grup IIb’nin
blyiik bir ¢ogunlugunu ise, iilkemiz izolatlar1 olusturmaktadir. Ayrica iilkemiz
KKKAYV izolatlar1 Avrupa II hat icerisinde de yer almaktadir. Avrupa II hat
icerisinde, iilkemiz izolatlarindan CRM1/07 ve KMAG-Hu0701 ile Yunanistan
izolat1 olan AP92 yer almaktadir. Ulkemizde kenelerden izole edilen, Tr-T-03, Tr-T-
06 ve Tr-T-11 izolatlar1 da yine Avrupa II hat i¢erisinde yer almaktadir (Kalaycioglu
ve ark., 2012; Ozkaya ve ark., 2010).

1.2.2.1. Genetik Farkhliklar

RNA genomuna sahip Arboviruslar, genellikle disiik seviyede genetik
cesitlilik gostermektedirler. Bu durumun nedeni, artropod ve omurgali konakgilarin
her ikisine de yiiksek uyumlulugun devamina izin veren "gift filtre" seleksiyon
mekanizmas1 olarak gosterilebilir. Ancak yapilan ¢alismalarda, diger arboviruslarin
aksine KKKAV’nin yiiksek seviyede genetik cesitlilige sahip oldugu anlasgilmigtir
(Carroll ve ark., 2010). Filogenetik ¢alismalarda, arboviruslarda tespit edilen en
yiiksek genetik farklilik, S, L ve M segmentleri itibariyla sirasiyla, %20, %22 ve
%31 oranlarinda KKKAYV izolatlarinda goriilmektedir. Filogenetik siniflandirmalarin
genisligine yansiyan bu belirgin varyasyonlar, RdRp ile kopyalama hatalarinin
progresif birikmesine yani “genetik drift mutasyonlarma” dayandirilabilmektedir
(Bente ve ark., 2013). Ayrica, reasortment ve rekombinasyon, KKKAV’de bulunan
yiiksek genetik varyasyona katkida bulunmus gibi goriinmektedir (Carroll ve ark.,
2010). Yapilan filogenetik analizler, KKKAV’nin bugiinkii genetik ¢esitliligine
katkida bulunan asagidaki kanitlar1 ortaya koymaktadir. Bu kanitlar:
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e (Cogu aym cografik bolgede izole edilen ve ortak bir atay1 paylasan ayr1 virus
hatlariin varligi (hepsinde degil),

e Uzak yerlerde izole edilmis viruslarin ayni hatlarda yer almasi,

e Baz viruslarin filogenetik analizlerde, S, M ve L segmentlerinin benzer
olmayan yerlerde siniflandirilmasi, segmentlerinin farkli evrim ge¢mislerinin
olduklarini gostermesi yani genetik reasortment olusumu,

e Viruslarin bireysel filogenetik analizlerinde hemen goze c¢arpmayan
farkliliklar, genom segmentlerinin hizalandig1 zaman ortaya ¢ikan tutarsiz
sekans kesikliklerinin varligi yani genetik rekombinasyon olusumudur

(Bente ve ark., 2013).

KKKAYV gelisimini sekillendirmek i¢in dogal seleksiyonda gerekli olan genetik
cesitlilik, RdRp tarafindan dizileme hatalar1 ile saglanmistir. Ornegin, bu hatal
dizilimlerin bir¢cok farkli kene ve omurgali konak¢iya adaptasyonu kolaylastirdigi
diistiniilmektedir. KKKAV’nin filogenetik analizlerinde, farkli cografik alanlarda
goriilen ¢esitli hatlara sahip olmasi, virusun tek bir homojen cografik bolgede
bulunmadigin1 gostermektedir. Bu genis cografik alanlar, iklim, bitki oOrtiisii, diger
cevre kosullari, mevcut kene tiirleri ve konak¢r durumu ile cesitlilik gosterdigi halde,
KKKAYV, bu degisen durumlara asamali olarak adaptasyon gostererek yerel virus

varyantlarinin ortaya ¢ikmasini saglamistir (Bente ve ark.,2013).

KKKAV’nin M segmentinin genetik farkliliklar1 daha fazladir. M segmentinin
genetik cesitlilikleri, hiicre ylizey reseptorlerine baglanmada goérevli Gn ve Ge
glikoproteinlerinde farkliliklara neden olmakla birlikte bir¢ok farkli ve omurgali
konakgida enfeksiyonun sekillendirmesini kolaylastirmaktadir. Gn ve Ge, niikleotid
seviyesinde yiiksek seviyede gesitlilik gdsterse de antijenik degisiklik ayni seviyede
goriilmemektedir. M segmentinin aksine, L segmenti izolatlar arasinda amino asit
kimligini %90’a kadar korumaktadir. Bu analiz, L segmentinin, S ve M segmentine
kiyasla daha yavas evrimlestigini gdstermektedir. Bu yavas evrimlesme, L segmenti

tarafindan kodlanan RdRp’nin etkin islev gosterebilmesi icin gerekli olan sartlarla
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aciklanmaktadir. Yapilan calismalarda, iic segmentte, yilda 10™ niikleotidde
degisiklik oldugunu veya tiim genomda yaklasik iki niikleotidin degisiklik
gecirdigini gostermektedir. Ayni ¢calismalarda, M segmentinin, S veya L segmentine

gore daha hizli evrimlestigi rapor edilmistir (Bente ve ark., 2013).

Lukashev (2005) tarafindan yapilan arastirmada, KKKAV genom segmentleri
arasindaki rekombinasyon ortaya konulmus ve Deyde ve ark. (2006) tarafindan
yapilan c¢alisgma ile de bu durum dogrulanmistir. Yapilan ¢alismalarda, S
segmentinde meydana gelen rekombinasyonlara ait saglam kanitlar gosterilirken,

diger segmentlerde durumun daha az acik oldugu belirtilmistir (Lukashev, 2005).

Yapilan ¢aligmalarda, KKKAV’nin M segment reasortment olaylar1t S ve L
segmentlerinden daha sik oldugu ifade edilmistir. Reasortment meydana gelmis
KKKAV’lerde daha siklikla S ve L segmentleri filogenetik olarak ayni hat igerisinde
yer alirken, M segmenti farkli bir hat icerisinde yer almaktadir (Bente ve ark., 2013;
Chamberlain ve ark., 2005; Deyde ve ark., 2006). Arastirmacilar tarafindan, S ve L
segmentlerinde meydana gelen reasortmentlar da bildirilmistir (Carroll ve ark., 2010;
Deyde ve ark., 2006). S ve L segmentlerinin bir arada kalma egilimleri, ayn1 evrimsel
atadan koken alan NP ve RdRp’ye sahip viruslarin, bu proteinler bakimindan farkli
evrimsel gecmisi olan viruslardan daha verimli sekilde replike oldugunu ve Gn ve
Gc’de meydana gelen degisimlerin daha az etkiye sahip olduklarim
diistindirmektedir (Bente ve ark., 2013). Omurgalilarda virus replikasyonun nispeten
kisa olmasi, kenelerin birkag yillik hayatlar1 boyunca enfekte halde kalabilmeleri,
tekrarlanan kan alimlar1 sirasinda birden fazla KKKAYV izolat: ile enfekte olabilme
ihtimalleri neticesinde reasortment’in meydana gelme ihtimalinin omurgalilardan
daha fazla oldugu diisiindliirmektedir (Bente ve ark., 2013; Deyde ve ark., 2006).
Ayrica Burt ve ark. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada, Afrika’da meydana gelmis,
olim orani yiiksek olan vakalardan izole edilen KKKAV’lerin M segmentinde

reasortment meydana geldigini ve Asya hatlarinda yer aldigini saptamiglardir.

17



Arastirmacilar tarafindan, reasortment’in virus patojenitesini etkileyebilecegi de
bildirilmistir (Burt ve ark., 2009).

1.2.2.2. Replikasyon

KKKAV’nin hedef hiicre yiizeyine ilk baglanmasi, Gn ve/veya Gc
glikoproteinleri aracilig1 ile olmaktadir. Gc glikoproteinini hedef alan monoklonal
antikorlar ile memeli hiicrelerinde KKKAV enfeksiyonunun nétralize edilebildigi
icin hiicresel reseptorlere baglanmada Gc’nin asil sorumlu glikoprotein oldugu
diisiiniilmektedir (Zivcec ve ark., 2016). Ancak, KKKAYV i¢in hiicresel reseptor
tanimlanmamustir. Konakgr molekiilii olan niikleolinin, virusun hiicreye girisinde
gerekli oldugu bildirilmektedir (Bente ve ark., 2013). Virus, hiicresel reseptore
baglandiktan sonra klatrin aracili endositoz mekanizmasi ile hiicreye girmektedir
(Bente ve ark., 2013; Zivcec ve ark., 2016). Giris i¢in, klatrin ve klatrin ¢ukur
adaptor protein-2 kompleksi gereklidir. Ancak, kaveolin-1 gerekmemektedir.
KKKAV’nin hiicreye girisi ayn1 zamanda, kolestrol ve diisikk pH’ya da baglidir.
Endositozu takiben, KKKAYV partikiilleri erken endozomlara ve sonrasinda Rab5’e
bagimli bir siiregle multivezikiiler cisimlere (MVB) tasinir. MVB’ler, virus zarfinin

hiicre membraniyla birlestigi muhtemel ana organellerdir (Zivcec ve ark., 2016).

Virus replikasyonu, konake¢i hiicre sitoplazmasinda meydana gelmektedir
(Whitehouse, 2004). Virusun hiicreye girisi ve flizyonunu takiben, genomik RNP’ler
sitozole salinirlar. Enkapside VRNA’lar, RdRp tarafindan viral mRNA sentezi igin
kalip gorevi gormektedirler (Zivcec ve ark., 2016). RdRp, endoniikleaz aktivitesi
sayesinde, konak¢1 hiicre mRNA’larinin 5’-cap bolgelerini keserek viral mRNA’lara
eklemektedir (Kep agirma-cap snatching) (Murphy ve ark., 1999).

Genomik RNP’lerin replikasyonu, negatif polariteli VRNA ile pozitif polariteli

komplementer RNA’larin (cRNA) replikasyonunu ve enkapsidasyonunu gerektiren
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bir siirectir. RNP’lerin replikasyonu minimum L proteinine ve NP’lere gereksinim
duymaktadir. Komplementer RNA’nin enkapside formu, antigenomik RNP ve
vRNA’nin enkapside formu ise genomik RNP olarak tanimlanmaktadir. KKKAV
negatif polariteli bir RNA virusu oldugu i¢in genomik RNP’ler, kep asirma yapilmis
MRNA sentezi ve antigenomik RNP’lerin iiretimi i¢in kalip olarak kullanilmaktadir.
Genomik RNP’lerin sentezi igin ise, antigenomik RNP’lerin cRNA’s1 kalip olarak
kullanilmaktadir. RNP’ler ile ilgili prosesler, sitoplazmik ribozomlar araciligi ile

gerceklesmektedir (Zivcec ve ark., 2016).

RNP replikasyonunu, viral protein isleme ve ardindan olgunlasma takip eder.
GPC ile ilgili islemlerin, ER-iliskili ribozomlarda oldugu diisiiniilmektedir. GPC’nin
olgunlagsmas1 neticesinde yapisal glikoproteinler Gn ve Gc ile yapisal olmayan M
proteini (NSM) ve diger yapisal olmayan proteinler olusmaktadir. Glikoproteinlerin
olusumu i¢in, GPC glikozilasyona ugrar ve ardindan hiicre proteazlari tarafindan
kesilerek proteolitik ayrilma sekillenir. GPC, elongasyon ve ER’ye translokasyonu
ile, glikolize olur, katlanir ve intra-molekiiler disiilfiid kopriileri olusur. Bu yap1 daha
sonra PreGn, PreGec ve NSM’ye boliinmektedir. ER’deki olgunlasmadan sonra
PreGn ve PreGce golgi kompleksine tasinmaktadir. PreGn, konakg1 proteazi SKI-1 ile
kesilerek Gn ve PreGc ise, SKI-1 benzeri proteaz ile kesilerek Ge’ye doniismektedir
(Zivcec ve ark., 2016).

KKKAV’nin toparlanmas1 ve virus sac¢ilim ile ilgili bilgiler sinirhidir. Diger
bunyaviruslarda oldugu gibi, RNP’ler biiyiik olasilikla sitoplazmada ve NP’lerin ise
golgi kompleksine yakin periniikleer bolgede bulunduklart distiniilmektedir.
KKKAYV partikiilleri toparlanmay1 takiben, ¢ogunlukla tespit edilebilir sitopatoloji
meydana getirmeden, bazolateral membrandan ekzositoz ile salinmaktadirlar (Zivcec
ve ark., 2016). KKKAV’nin replikasyonu Sekil 1.6.’da gosterilmistir (Bente ve ark.,
2013).
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1.3. Epidemiyoloji

1.3.1.Bulasma

Zoonoz karakterli KKKAV’nin, en 6nemli bulasma yolu virus ile enfekte
kenelerdir. Virus, kene-omurgali-kene enzootik dongiisii ile dogada sirkiile
olmaktadir (Mertens ve ark., 2013). Virus omurgali konakgilarda, birka¢ haftayi
gecmeyen viremi meydana getirirken, keneler yasamlar1 boyunca enfekte
kalmaktadirlar. Bu nedenle, keneler hem hastaligin vektorii hem de virusun dogadaki
uzun dénem rezervuari olarak kabul edilirler (Spengler ve ark., 2016b). insanlarin
enfekte keneler tarafindan isirilmasi, en Onemli bulasma kaynagi olarak kabul
edilmekle birlikte, enfekte kenelerin ezilmesiyle de hastalik bulasabilmektedir.
Cesitli kene cinslerinde virus tespit edilmis olmasina ragmen, KKKAV’nin asil
vektorii Hyalomma cinsi keneler olarak kabul edilmektedir (Weidmann ve ark.,
2016). Virusun, kan emici sinekler gibi diger baz1 artropodlarda da tespit edilmesine
ragmen, sivrisineklerin veya diger artropodlarin etken icin kompetant vektor
olduguna yonelik kanit bulunmamaktadir. Kene disindaki diger artropodlarda virusun
varhigi, viremik bir memeli kaninin emildiginin gostergesi olarak diisiiniilmektedir
(Bente ve ark., 2013).

Hastaligin bulagmasi, viremik hayvanlarin kan ve dokulari veya hasta
insanlarin kan ve diger viicut sivilar1 ile temasla da meydana gelebilmektedir
(Weidmann ve ark., 2016). KKKAV enfeksiyonlarinda, nosokomial bulasmada
goriilmektedir. Hasta insanlarin kan veya diger materyallerine korumasiz temas,
enfekte ignelerin kaza sonucu bakmasi ve ameliyat sirasinda meydana gelen kazalar
veya yeterli koruma onlemlerinin alinmamasi, nosokomial bulagmanin baslica

sebeplerini olusturmaktadir (Mertens ve ark., 2013).
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1.3.1.1.Kene iliskili Bulasma

KKKAV’nin kenelerdeki prevalansina yonelik, farkli test yontemleriyle
yapilmis calismalar bulunmaktadir. Bu yayinlara géore KKKAV’nin kenelerdeki
prevalansi, Iran’da 2010 yilinda %26,2, Tiirkiye’de 2010 yilinda %11,76-22,7
arasinda, Bulgaristan’da 2014 yilinda %6,3-15,7 arasinda, Gana’da 2011 yilinda
%5,15, Arnavutluk’ta 2005 yilinda %3 olarak tespit edilmistir (Albayrak ve ark.,
2012; Akuffo ve ark., 2016; Hekimoglu ve ark., 2012; Keshtkar-Jahromi ve ark.,
2013; Mertens ve ark., 2013; Panayotova ve ark., 2016). insanlarda, enfeksiyonunun
meydana gelmesinde en Onemli sebep enfekte keneler tarafindan isirilma olarak
kabul edilmekle birlikte, insan vakalarinda kene 1sirilmast sikligi agisindan ilkeler
arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Arnavutluk’ta, insan vakalarinin %17,3’l kene
tarafindan 1sirilma gegmisine sahipken, Tirkiye’de bu oran %68,9 gibi ¢ok daha
yiikksek bir seviyeye ulasabilmektedir. Ancak, keneler tarafindan isirilan tiim
insanlarda Klinik belirtiler veya antikor cevabi sekillenmemektedir. Yapilan bir
arastirmaya gore, kene 1sirilmasi gecmisi olan saglikli insanlarda, seroprevalans
sadece %10 tespit edilmistir. Buna sebep olarak, kenelerdeki diisiik KKKAV’ nin
prevalansi veya zayif virus nakledilme etkisi gosterilebilir (Mertens ve ark., 2013).
Ayrica yapilan cahismalarda, kene homojenizatlarinda virus titresi 6,8x10” kopya/mL
ile 4,8x10*-2,66x10° kopya/mL arasinda bulunmustur (Mertens ve ark., 2013;
Oziipak, 2017).

Hastaligin insanlara bulagsmasinda asil kaynak olan keneler ¢esitli
cografyalarda, ¢esitli iklim sartlarinda yasayabilmektedirler. Iklim sartlari ve
cografik bolgelere gore kenelerin aktif olduklar1 donemler degismekle birlikte,
KKKAV hastaliginin en sik gortildiigii iilkelerden biri olan Tiirkiye’de, yetiskin
keneler Nisan-Kasim aylarinda aktifken, kenelerin larva formlar1 ise Haziran ile
sonbaharin sonlarina kadar aktif olabilmektedirler. Tiirkiye’de insan vakalarinin
yaklagik %70’ Haziran ve Temmuz aylarinda meydana gelmektedir (Mertens ve
ark., 2013). Fakat, Aralik ay1 i¢erinde kene 1sirilmasi sonucu meydana gelmis KKKA
hastalig1 da bildirilmistir (Koksal ve ark., 2011).
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Giliniimiize kadar, Argasidae, Ixodidae ve Nuttalliellidae ailelerinde 907 adet
kene siniflandirilmistir (Bowman ve Nuttall, 2008; Hekimoglu ve ark., 2012). Bu
kenelerin  yaklasitk %10’unun insan ve hayvanlara, patojen etkenlerin
bulastirilmasindan sorumlu oldugu belirtilmistir (Jongejan ve Uilenberg, 2004).
KKKAYV ise, 30’dan fazla kene tiirlinde tespit edilmistir (Spengler ve ark., 2016D).
KKKAV’nin tespit edilen kene tiirlerinin biiyiikk bir kismi1 Ixodidae ailesinde yer
alirken, iKi adet tiir ise Argasidae ailesinde yer almaktadir. Yumusak kene olarak
adlandirilan Argasidae ailesindeki kenelerin, virusun yetiskin ve nimf formlarinda
cogalmadigindan dolayi, etkenin cografik yayiliminda Onemli olmadig:
bildirilmektedir (Shayan ve ark., 2015). Ayrica virus, Hyalomma spp., Rhipicephalus
spp., Boophilus spp., Ixodes spp. ve Dermacentor spp. gibi kenelerde de tespit
edilmistir (Bente ve ark, 2013; Ergonul, 2006; Keshtkar-Jahromi ve ark., 2013;
Shayan ve ark., 2015). KKK AV nin bir kene tiiriinde tespit edilmesi, kenenin enfekte
bir memelide beslendigine isaret etmektedir. Ancak, virusun yayiliminda etkisinin
olabilmesi i¢in kompetant vektor olmas1 gerekmektedir. KKKAV tespit edilmis bir
kenenin kompetant vektor olabilmesi i¢in, larva-nimf-yetiskin metamorfozu sirasinda
dokularinda viral replikasyonun desteklenmesi, yetiskin disilerin  virusu
yumurtalarina aktarabilmesi veya yetiskin erkeklerin ¢iftlesme sirasinda disi keneye
virusu aktarabilmesi gibi yeteneklerinin olmas1 gerekmektedir (Bente ve ark., 2013).
KKKAV’nin baslica kompetant vektorii olarak Hyalomma marginatum kabul
edilmektedir (Ergonul, 2006).

Bazi kene tiirlerinin, virusu transstadial olarak diger yasam formlarina
aktarabildigi tespit edilmistir (Whitehouse, 2004). Ornegin, Hyalomma,
Dermancentor ve Rhipicephalus cinsinde yer alan bazi kene tiirleri, virusu larvadan
nimfe ve yetiskin yasam formalarina aktarabilmektedirler (Shayan ve ark., 2015).
KKKAYV, vyetigkin disi kene tarafindan transovarial olarak yumurtalaria
aktarilabildigi gibi venereal bulasma da soz konusudur (Mertens ve ark., 2013;
Whitehouse, 2004). Ayrica virus, ayni konak¢ida beslenme sirasinda enfekte bir kene
tarafindan enfekte olmayan bir keneye aktarilabilmekte ve bu durum viremik

olmayan bulagma olarak isimlendirilmektedir (Mertens ve ark., 2013; OIE, 2014).

23



1.3.1.2.Hayvan iligkili Bulagsma

Bir¢ok evcil ve yabani hayvan tiiriinde, klinik belirti gostermeden sekillenen
vireminin varlig1 veya antikor cevabin sekillendigi tespit edilmistir. KKKAV, evcil
ve yabani hayvanlarda hastaligin subklinik seyretmesine ragmen zoonotik
oneminden dolay1, Diinya Hayvan Saglig1 Orgiitii (OIE) tarafindan bildirimi zorunlu
hastalik olarak listelenmektedir (Gale ve ark., 2010; OIE, 2014).

KKKAV’nin dogadaki sirkiilasyonunda, kene-omurgali-kene dongiisiinde asil
onemli rol vektor kenelerde olmakla birlikte, viremik donemde olan hayvanlar da bu
dongiiye katki saglamaktadirlar. Hayvanlarda iki haftaya kadar uzayabilen bir viremi
goriilmekte olup, bu siire zarfinda enfekte olmayan kene formlarina virusu
nakledebilmektedirler. Bu sebeple, hayvanlar da virus rezervuari olarak kabul
edilmektedir (Gale ve ark., 2010; Mertens ve ark., 2013; Spengler ve ark., 2016b).
Ayrica, hastaligin endemik oldugu yerlerden KKKAV ile enfekte hayvanlarin
(kenelerle birlikte) ithalati gibi hayvan hareketleri, hastaligin gértilmedigi alanlara
virusun nakledilmesine neden olabilir. Bunun disinda, 6zellikle kus go¢lerinin farkli
tilkeler arasinda uzun mesafeli olarak KKKAYV ile enfekte kenelerin tasinmasinda
onemli olabilecegi diisiiniilmektedir (Bente ve ark., 2013; Ergonul, 2006; Gale ve
ark., 2010).

Hastaligin endemik oldugu yerlerde yapilan seroepidemiyolojik caligsmalar,
evcil ve yabani hayvanlarda KKKAV spesifik antikorlarin varligim1 ortaya
koymaktadir (Gale ve ark., 2010; Spengler ve ark., 2016a). Ozellikle evcil
hayvanlarda KKKAV spesifik antikorlarin varligi, sirkiile olan virusun varligi,
virusun lokalize oldugu cografik alanlarin tespit edilmesi ve insanlar i¢in hastalik
riskinin belirlenmesi acisindan 6nemli bilgiler saglamaktadir (Spengler ve ark.,
2016a). Giliniimiize kadar yapilan seroepidemiyolojik ve deneysel ¢alismalarda, sigir,
koyun, kegi, at, esek, deve ve manda gibi evcil hayvanlarin yani sira, yaban tavsani,

gergedan, ziirafa, ceylan, yarasa, kirpi ve bazi kemirgenler gibi yabani hayvanlarda
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da KKKAV spesifik antikorlar tespit edilmistir (Ergonul, 2006; Spengler ve ark.,
2016a; Spengler ve ark., 2016b). Seroepidemiyolojik calismalarin bircogu IgG
antikorlarinin tespitine yoneliktir. Bununla birlikte, hayvanlarda meydana gelen
KKKAV enfeksiyonlarinda, immunoglobulin M (IgM) antikorlarminda 1-2 ay
stiresince mevcut oldugunu gosteren calismalar bulunmaktadir (Spengler ve ark.,

2016a).

Evcil hayvanlarda yapilan seroepidemiyolojik c¢aligmalarda tespit edilen
seroprevalans orani, c¢aligmanin yapildigi cografik alanin hastalik yOniinden
durumuna baghdir (Spengler ve ark., 2016a). Ornegin, hastaligin endemik oldugu
tilkelerde evcil hayvanlardaki en yiiksek seroprevalans oranlari, Afganistan’da
sigirlar igin %79,1, Tiirkiye’de koyunlar i¢in %85,71 ve kegiler i¢in %82,8, Irak’ta
atlar i¢in %58,8, Tacikistan’da esekler i¢in %39,5 ve Kenya’da develer icin %26
olarak tespit edilmistir (Albayrak ve ark., 2012; Oziipak, 2017; Spengler ve ark.,
2016a). Ayrica evcil hayvanlarda tespit edilen seroprevalans oranlarinin,
orneklemenin yapildigi mevsim, drnekleme yapilan hayvan tiirii, cinsiyeti ve yasi
gibi biyolojik olmayan kosullara gore degisiklik gosterebilecegi belirtilmistir.
Tiirkmenistan’da  yapilan bir c¢alismada, evcil hayvanlardaki KKKAV
seroprevalansinin yaz aylarinda arttigi ve 6rnekleme yapilan bolgeler ile ciftlikler
arasinda da 6nemli farkliliklarin oldugu rapor edilmistir. Rusya’da (Rostov) yapilan
calismada, aymi boélgede tekrarlayan ornekleme yapilarak onemli degisiklikler
saptanmistir. Calisma yapilan bolgede antikorlarin saptanmasi igin en uygun zamanin
Eyliil ay1 oldugu ve kis ile ilkbahar aylarinda seroprevalansta énemli bir azalmanin

oldugu tespit edilmistir (Spengler ve ark., 2016a).

Evcil hayvanlarda KKKAV seroprevalansina, cinsiyetin bir etkisi olmadigi
diistiniilmektedir (Wilson ve ark., 1990). Fakat cinsiyetin aksine, yasin seroprevalans
icin 6nemli bir faktor oldugu bildirilmistir (Spengler ve ark., 2016a; Wilson ve ark.,
1990). Sudan’da sigirlarda yapilan ¢alismalarda, yasin artmasinin bes ila sekiz kat

oraninda seroprevalansa etkisi oldugu tespit edilmistir. Ayn1 aragtirmacilar, melez

25



wklarin  yerli wrklara gore KKKAV enfeksiyonlarina daha duyarli olduklarimi
sOylemektedirler. Ayrica, otlatma sekilleri ve hayvan iizerindeki kene miktarinin da
seroprevalansa etkisi oldugu, fakat hayvanin viicut kondisyonu, diger tiir hayvanlarla
birlikte yasamasi, siirii biyiikligii ve siit tiretimi gibi faktorlerin seroprevalans
acisindan anlamli olmadiklar: ifade edilmistir (Adam ve ark., 2013; Ibrahim ve ark.,
2015). Evcil hayvanlarda yapilan toplam uluslararasi seroepidemiyolojik ¢alismalar
ve bulunan seropozitilik oranlar1 gibi bilgiler Cizelge 1.6.’da gosterilmistir (Spengler

ve ark., 2016a).

Cizelge 1.6. Evcil hayvanlarda tiir bazli bildirilen toplam uluslararasi KKKAV seroprevalans ¢alismalari
(Spengler ve ark., 2016a).

Hayvan Tiirti '[oplam KKKAV Yapilan Yapilan Ulke
Ornek Sayist Seroprevalansi (%) Caligma Sayis1 Sayis1

Manda 433 6 9 3
Deve 5272 13,41 15 11
Sigir 39684 19,33 75 34
Tavuk/Ordek 616 0,16 4 3
Kopek 1978 6 1 1
Esek 230 21,74 6 4
Kegi 4617 28,07 33 15

At 1180 30,68 7 5
Katir 105 0 2 1
Devekusu 97 22,68 2 2
Domuz 222 0 3 3
Koyun 17244 23,85 49 25

Yabani hayvanlarda yapilan seroepidemiyolojik ¢alismalarda, yabani
tavsanlarda %3-22, yabani mandalarda %10-20 ve gergedanlarda %40-68 oraninda
seroprevalans bildirilmistir. Caligma yapilan diger yabani hayvanlardan, fillerde
sadece bir hayvanda seropozotiflik saptanirken, dag si¢ani, insan olmayan primat
tirlerinin hepsinde ve kirpi hari¢ bocekgil diger kemirgen tiirlerinde antikor cevaba
ait bir kanita rastlanmamistir. Ozellikle yaban tavsani ve kirpi, vektor kenenin ekoloji
acisindan 6nemli oldugu icin virus rezervuari olarak diisiiniilmektedir (Spengler ve
ark., 2016a). Kirpi ile yapilan deneysel calismalarda, viremi ve antikor cevapla ilgili
olarak celiskili sonuglar elde edilmis ve bu farkliligin kirpi tiirleri ile ilgili oldugu
kanaatine varilmistir (Spengler ve ark., 2016a; Spengler ve ark., 2016b). Ayrica
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yarasalarda yapilan ¢alismalarda seropozitiflik bulundugu bildirilmektedir (Spengler
ve ark., 2016a).

Kuslarin, go¢ sirasinda hastaligin endemik oldugu yerlerden enfekte keneleri
tasiyarak hastaligin diger iilkelere yayilmasinda rol aldigi diisiiniilmesine ragmen,
kus tirlerinde KKKAV enfeksiyonunun sekillenmesi veya antikor cevabin
varligi/yoklugu hala belirsizligini korumaktadir (Spengler ve ark., 2016a). Yapilan
deneysel bir ¢alismada, kirmizi gagali guguk kusunda (Tockus erythrorhynchus)
saptanabilir bir viremi meydana getirmeden virusun replike oldugu ve olgun olmayan
Hyalomma rufiges tiirli keneleri enfekte edebildigi gosterilmistir. Fakat kuslarda
yapilan diger deneysel ¢alismalar, meydana gelen enfeksiyon sonrasinda antikor
cevabin sekillenebilecegini gostermektedir. Ornegin, mavi basli Afrika tavugunda
(Numida meleagris), diisiik seviyede bir viremi ve sonrasinda sekillenen gegici bir
antikor cevap tespit edilmistir. Deneysel olarak enfekte edilen tavuklarin ise,
KKKAYV enfeksiyonlarina karst direngli olduklar1 bulunmasma ragmen,
Kazakistan’da yapilan bir ¢aligmada, tavuk ve ordeklerde seroprevalans %0,2 olarak
bulunmustur. KKKAV enfeksiyonun varligi, vireminin ve antikor cevabin
sekillenmesi ile insan vakalarinda muhtemel bulagma kaynagi olarak devekuslari
(Struthio camelus) bir istisna olarak kabul edilmektedir (Spengler ve ark., 2016a;
Spengler ve ark., 2016b; Whitehouse, 2004). Yapilan ¢alismalarda, devekuslarinda
%23,9 civarinda seroprevalans tespit edilmistir. Ayrica, Iran ve Giiney Afrika’da
meydana gelen bazi insan vakalarinda, virus ve bulagsma kaynagi olarak devekuslari

gosterilmektedir (Spengler ve ark., 2016a).

Yapilan bir¢ok arastirma, viremik hayvanlarin kan, doku ve diger viicut
stvilartyla temas sonucunda hastalifin insanlara bulasabilecegine isaret etmektedir
(Mertens ve ark., 2013; Whitehouse, 2004). Mezbaha c¢alisanlari, veteriner hekimler,
kasaplar, ¢obanlar ve ciftciler gibi meslek gruplarinda, hayvan iligkili bulasma
riskinin yiiksek oldugu ifade edilmistir (Mertens ve ark., 2013; Sharifi-Mood ve ark.,

2014). Ornegin, sigir dokulariyla temas sonucunda, Ozbekistan’da ii¢ insanin
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hastaliga yakalanmasimin yani sira, Moritanya’da bir insan, ke¢i kestikten kisa bir
stire sonra hastaliga yakalanmistir (Nabeth ve ark., 2004; Spengler ve ark., 2016a).
Benzer vakalar siklikla iran’da da meydana gelmektedir. Iran’da bildirimi yapilan
son vakalar, 2016 yili Mayis ayinda ii¢ adet mezbaha is¢isinde goriilmiistiir. Bu
iscilerden bir tanesi mezbahanin paketleme boliimiinde calismaktadir (Jamshidi ve
ark., 2017) Ayrica, Giiney Afrika’da meydana gelen KKKAYV vakasinda, hastaligin
devekusu kesiminden sonra basladig1 ortaya konulmustur. Benzer sekilde iran’da ise,
devekusu ciftliginde ¢alisan 4 kiside hastalik goriilmiistiir. Her iki olguda da, yapilan
serolojik ¢alismalar neticesinde, devekuslarinin gesitli oranlarda seropozitif oldugu

tespit edilmistir (Spengler ve ark., 2016a; Whitehouse, 2004).

Hastaligin endemik oldugu Tiirkiye’de 2004-2007 yillar1 arasinda 1670 adet
insan vakas1 goriilmiistiir. Bu insan vakalarinin meydana gelmesindeki risk faktorleri
arastirildiginda, hastalarin %68,9’unda kene ile 1sirilma, %61,7’sinde hayvan ile
yakin temas ve %9,9’unda hayvanlarin kan, doku ve diger viicut sivilariyla temas
oldugu gorilmiistiir. Arastirmacilar tarafindan kene ile 1sirilmasmin asil bulasma
kaynagi oldugu ve viremik hayvanlara direkt temas ve onlarin kan ve dokularina
temasin da bulagsmada onemli olabilecegi hususu bildirilmistir (Mertens ve ark.,
2013; Yilmaz ve ark., 2009). Yine Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada, incelenen 63
adet KKKAYV vakasmin sadece %50,8’inde kene 1sirilmas1 mevcut iken, %93,6’sinin

hayvanla direkt temasi oldugu bildirilmistir (Kadanali ve ark., 2009).

Bazi aragtirmacilar insanlara hastaligin bulastirilmasinda, kene ile 1sirilmadan
daha ¢ok viremik hayvanlar veya onlarin kan, doku ve diger viicut sivilariyla temasin
muhtemelen daha énemli oldugu sdylemektedirler. Bu durumun &zellikle iran ve
Afganistan i¢in 6nemli olduguna vurgu yapilmaktadir (Mustafa ve ark., 2011; Papa
ve ark., 2015). Ayrica, taze ve ¢ig etler ile pastorize edilmemis siitlerin bulasmada
onemli olacagi soylenmekle birlikte bu yolla bulagsma ile ilgili yeterli kanit
bulunmamaktadir (Fazlalipour ve ark., 2016; Sharifi-Mood ve ark., 2014). Iran’da

yapilan bir arastirmada, yeni kesimi yapilmis koyunlarin etlerinin ¢ig olarak
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tiiketilmesine bagli sekillenen iki insan vakasi bildirilmistir (Fazlalipour ve ark.,
2016). Birgok arastirmaci tarafindan, etlerin postmortal asidifikasyondan dolay1 veya
pisirme isleminin virus iizerine tahrip edici etkisi oldugu i¢in bulasma agisindan

onemli olmadigini diisliniilmektedir (Mertens ve ark., 2013).

Hayvanlardan virus izolasyonu ile ilgili calismalar olmakla birlikte bildirimler
sinirlidir. Giinlimiize kadar, sigir, koyun, ke¢i ve yabani tavsan gibi hayvanlardan
virus izolasyonu bildirilmistir (Spengler ve ark. 2016a). Ulkemizde yapilan
calismada ise, koyun ve kegilerde virus izolasyonu yapilmistir (Albayrak ve ark.,

2012).

1.3.1.3. Nosokomial Bulasma

KKKAYV ile enfekte insanlarin hastanelerde tedavileri sirasinda virus diger
insanlara bulasabilmektedir. Nosokomial bulasma olarak adlandirilan bu tarz
olgularda, 6zellikle saglik galisanlar1 yiiksek risk altindadir (Ergonul, 2006; Mertens
ve ark., 2013). Nosokomial bulagsma genellikle, igne yaralanmalari gibi kazalar ve
yeterli koruyucu onlem alinmadan hastalarin, kan ve diger viicut sivilariyla temas
sonrasinda meydana gelmektedir. Ayrica siddetli kanamali hastalarda, virus kan ve
diger viicut sivilart ile c¢evreye yayildigi icin gevresel temasa dikkat etmek
gerekmektedir. Etkenin, ayn1 oday1 paylasan bir hastadan digerine bulastigi durumlar
rapor edilmistir (Guven ve ark., 2017; Mertens ve ark., 2013; Weidmann ve ark.,
2016). KKKAV’nin havayolu ile bulasabilecegini bildiren ¢alismalar da
bulunmaktadir (Ergonul, 2006; Guven ve ark., 2017; Pshenichnaya ve Nenadskaya,
2015).

Nosokomial bulagma, bildirilmis ilk KKKAV salgint sirasinda 1944-1945
yillarinda Sovyetler Birligi’nde kayit edilmistir. Daha sonraki yillarda Afrika, Arap
yarimadasi, Orta Asya ve Dogu Avrupa’da 12 farkli tilkede bildirilmistir. Siddetli
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hastalik tablosunun goriildiigii yerlerde, nosokomial enfeksiyonlar daha fazla
goriilme egilimindedir. Bunun sebebi muhtemelen gelisen yiiksek viremi olarak
diistiniilmektedir. Son ¢alismalar, kanlarinda viral genom 108 kopya/mL’den fazla
tespit edilen hastalarda genellikle 6liim sekillendigini dogrulamaktadir (Weidmann
ve ark., 2016).

KKKAYV enfeksiyonlarinin cinsel yolla, bir insandan digerine bulastigini
bildiren yayinlar da bulunmaktadir. Hastalarin inkiibasyon siiresinin sonlarina dogru
veya herhangi bir kanama semptomunun goriilmedigi hastaligin erken dénemlerinde
cinsel yolla hastaligi bulastirabildigi bildirilmistir (Pshenichnaya ve Nenadskaya,
2016).

1.3.1.4. Risk Gruplari, Insan Davramslari ve iklim Degisiklikleri

Meydana gelmis hastalik vakalari incelendiginde, cesitli risk gruplariin
varligindan bahsetmek miimkiindiir. En 6nemli risk grubunu, hastaligin endemik
olarak goriildiigii alanlarda yasayan ¢iftgiler olusturmaktadir (Ergonul, 2006).
Hastaligin endemik olarak gorildiigii Tiirkiye’de 2004-2007 yillar1 arasinda
meydana gelen vakalarin %69,4’1i kdylerde yasamaktadir. Bu vakalarin, %68,9’unda
kene 1sirilma ve %61,7’sinde hayvan ile yakin temas ykiisii bulunmaktadir (Yilmaz
ve ark., 2009). Bu bilgiler 1s181inda, kdylerde yasayan insanlarin kene ve hayvanlar ile
temasinin fazla oldugundan dolayir hastaliga yakalanma olasiliklar1 ayn1 oranda
artmaktadir (Kadanali ve ark., 2009; Yilmaz ve ark., 2009). Diger 6nemli risk grubu
ise, mezbaha ¢aliganlar1 gibi hayvan kesimiyle ugrasan insanlardir. iran’da yapilan
bir caligmada, bildirilmis insan vakalarinin en 6nemli kisminin enfekte hayvanlarin
kan ve organlariyla temasi olan mezbaha calisanlar ve kasaplarda meydana geldigi
raporlanmistir (Chinikar ve ark., 2010). Ayrica, veteriner hekimler gibi hayvan
saglig1 calisanlari, askerler ve halk sagligi ¢alisanlart da enfeksiyon i¢in riskli meslek
gruplar1 arasinda yer almaktadir (Mertens ve ark., 2013). Ozellikle halk saghg

calisanlarinda, birgok nosokomial bulasma vakasi bildirilmistir (Ergonul, 2006).
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Ulkelerin ve bdlgelerin sosyo-ekonomik durumlari, hastaligin goriilme sikligimni
ve bulagma yollarin1 etkileyen 6nemli faktordiir. Tiirkiye’de hastaligin bulagsmasinda
en onemli faktor olarak keneler bildirilmesine ragmen, Iran ve Afganistan’da
hastaligin en 6nemli bulasma yolu olarak enfekte hayvanlar ve onlarin kanlariyla

temas gosterilmektedir (Ergonul, 2006; Mustafa ve ark., 2011).

Hastaligin endemik oldugu alanlara, aile ziyaretleri, kamp veya piknik
aktiviteleri ve askeri faaliyetleri gibi sebeplerle yolculuk yapilmasi hastalik riskini
arttiran faktorlerdendir (Mertens ve ark., 2013). Bu durum sadece ayni iilke i¢inde
olmayip, cesitli sebeplerle hastaligin endemik oldugu tilkelere giden insanlar igin de
s0z konusudur. Soyle ki, simdiye kadar hastaligin endemik olmadig: iilkelerde bu
sekilde meydana gelen dort insan vakasi bildirilmistir. Cesitli sebeplerle, 2004
yilinda Senegal’den Fransa’ya gelen bir insanda, 2009 yilinda Afganistan’dan
Almanya’ya gelen bir askerde, 2012 yilinda Afganistan’dan ve 2014 yilinda
Bulgaristan’dan gelen insanlarla Birlesik Krallik’ta KKKAV vakalar1 goriilmiistiir
(Spengler ve ark 2016a). Ayrica, tarim arazilerinin gesitli sebepler ihmal edilerek
kullanilmamasi, tarim arazisi kazanmak i¢in ormanlik alanlarda yapilan tahribatlar
gibi ekolojik kosullarda yapilan degisiklikler ve av faaliyetlerinin azaltilmasi gibi
nedenler, hastaligin rezervuari olan hayvanlarda ve kenelerde sayisal olarak artisa

neden olarak vakalarin artmasina neden olabilmektedir (Mertens ve ark., 2013).

Bir¢ok arastirmacilar tarafindan, vakalarin yil i¢inde 6zellikle belli zamanlarda
daha fazla goriildiigii tespit edilmistir. Bunun sebebi olarak, kene aktivasyonunun ve
kesimi yapilan hayvanlarin daha yiiksek oranda enfekte olmalari sdylenebilir.
Ozellikle Iran ve Tiirkiye’de vakalarin daha ¢ok Mart ayinda goriilmeye basladig,
Haziran ve Temmuz aylarinda en yiiksek oranda goriildiigii bildirilmistir (Chinikar

ve ark., 2010; Kadanal1 ve ark., 2009).
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Islam Kkiiltiiriinde &nemli bir yeri olan ve hac zamaninda kutlanan “Kurban
Bayrami” nedeniyle hastalik vakalarinda artisa neden olabilecegi ifade edilmektedir.
Kurban Bayrami boyunca, Miisliimanlar tarafindan sigir, koyun, kegi veya deve gibi
hayvanlar kurban edilmektedir. Kurban Bayrami zamani hicri takvime gore
belirlenmekte ve miladi takvime gore her yil 10 giin 6ncesine kaymaktadir. Gegmiste
sonbahar veya kis aylarinda kutlanan Kurban Bayrami, gelecek 10-15 yil igerisinde
KKKAYV vakalarimin en sik goriildiigli yaz aylarina denk gelecektir. Bu durum,
hastalik hakkinda bilgi eksikligi, hayvanlarin kesilmesi sirasinda dikkatsiz
uygulamalar ve {ilkeler arasinda kontrolsiiz hayvan hareketleri gibi nedenlerden
dolay1 KKKAYV vakalarinda artisa neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle hac
ibadetinin yapildigi Suudi Arabistan’a, Kurban Bayrami oncesi biiyiik miktarda
hayvan hareketi gerceklesmektedir. Ayrica, hac ibadetinin bir pargasi olarak cok
miktarda hayvan Suudi Arabistan’da kurban edilmektedir. Hastali§in endemik olarak
goriildiigii ve Miisliiman popiilasyonunun ¢ok oldugu Iran, Afganistan, Pakistan ve
Tiirkiye gibi iilkelerde Kurban Bayrami nedeniyle artmasi muhtemel vakalarinin
Oniine gecilmesi i¢in bazi tedbirlerin alinmasi kaginilmazdir (Leblebicioglu ve ark.,

2015).

Iklim degisiklikleri, kenelerin hayatta kalmalarma, aktivitelerine ve
gelismelerine direkt etkilidir. Iliman kislar, sicak sonbaharlar ve yagis miktarinda
azalma gibi iklimsel faktorler vektor kenelere uygun yasam alanlarin ve dolayisiyla
kene popiilasyonundaki artisa katkida bulunmaktadir. Hyalomma keneleri sicak yaz
ve 1himan kislari tercih etmektedir. Yillik sicaklik ortalamalarinda meydana gelecek

artis, kenenin gelisimini kolaylastirmaktadir (Mertens ve ark., 2013).
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1.3.2. Enfeksiyonlarin Cografik Dagilim

1.3.2.1.Insan Enfeksiyonlarmin Cografik Dagilimi

Insan enfeksiyonlar1, Asya, Orta Dogu, Giineydogu Avrupa, Arap yarimadasi
ve Afrika’da 30°dan fazla iilkede bildirilmistir (Bente ve ark., 2013; Mertens ve ark.,
2013). KKKAV vakalarmin en c¢ok rapor edildigi iilkeler, Tiirkiye, Rusya, Iran,
Bulgaristan ve Kosova olarak kayitlarda yer almaktadir (Dreshaj ve ark., 2016;
Mertens ve ark., 2013; Shayan ve ark., 2015). Kazakistan, Azerbaycan, Ermenistan
ve Rusya gibi eski Sovyetler Birligi iilkelerinde, Iran, Afganistan, Pakistan,
Hindistan ve Bati1 Cin’de hastaligin uzun yillardir varlig1 bilinmektedir. Cin’de son
insan vakasi 1988 yilinda meydana gelirken, bahsedilen diger iilkelerde hastalik
halen endemik olarak goriilmektedir (Ergonul ve Whitehouse, 2007). Ozellikle iran
ve Pakistan gibi Orta Dogu {ilkelerinde meydana gelen insan vakalarinda 2000
yilindan sonra bir artis s6z konusudur (Berger, 2017; Chinikar ve ark., 2010). Ayrica
bu Orta Dogu iilkeleri, hayvan iligkili bulasmanin en sik goriildiigii yerlerdir
(Mustafa ve ark., 2011).

Avrupa kitasinda, KKKAV wvakalar1 Gilineydogu Avrupa iilkelerinde
goriilmektedir. Ozellikle, Bulgaristan, Arnavutluk, Yunanistan ve Kosova’da hastalik
endemik seyretmektedir. 2016 yilina kadar, Bulgaristan’da 1598 adet ve Kosova’da
304 adet insan vakasi bildirilmistir (Dreshaj ve ark., 2016). Yunanistan’da KKKAV
ilk olarak 1975 yilinda tespit edilmistir. Kegiler tizerinden toplanan Rhipicephalus
bursa tiirii kenelerde tespit edilen bu izolat, diinya genelinde yaygin olarak goriilen
KKKAV’lerden farkli 6zelliklere sahip olup AP92 izolati olarak adlandirilmistir
(Bente ve ark., 2013; Dreshaj ve ark., 2016). Bilinen KKKAV izolatlar1 ile AP92
izolat1 genetik olarak karsilastirildiginda genom boyunca %20’nin {izerinde farklilik
tespit edilmis ve Avrupa Hat II icerisinde siniflandirilmistir (Panayotova ve ark.,
2016). AP92 izolatinin insanlar igin patojen olmadigi bildirilmistir (Papa ve ark.,
2015). Fakat, AP92 benzeri olarak adlandirilan ve yine genetik olarak Avrupa Hat 11
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icerisinde siniflandirilmis izolatlar, Tiirkiye’de orta siddetteki bir insan vakasindan
ve Iran’da 6liimle sonuglanan bir insan vakasindan izole edilmistir (Midilli ve ark.,
2009; Salehi-Vaziri ve ark., 2016). Hirvatistan, Macaristan ve Makedonya gibi
iilkelerde, en az 10 yil 6nce insan vakalar1 raporlanmasina ragmen daha sonraki
yillarda hastalik goriilmemistir (Bente ve ark., 2013; Dreshaj ve ark., 2016). Ayrica
baz1 Avrupa iilkelerinde, ¢esitli nedenlerle hastaligin endemik oldugu yerlere giden
insanlarda hastalik tespit edilmistir (Spengler ve ark., 2016a). Bahsedilen istisnai
durumlar haricinde, Bulgaristan’in kuzeyinde kalan Avrupa iilkelerinde giiniimiize
kadar insan vakasi raporlanmanmustir. Ispanya’da insan vakasi goriilmemesine
ragmen, 2012 yilinda Hyalomma tiirii bir kenede KKKAV RNA’s1 tespit edilmistir.
Yapilan analizlerle, virusun Afrika izolatlartyla yakin iligkili oldugu ortaya
konulmustur (Bente ve ark.,2013). Ayrica, KKKAV’nin asil vektorii olan Hyalomma
marginatum’un bir¢ok Avrupa iilkesinde mevcut oldugu bilinmektedir (Dreshaj ve
ark., 2016). Hastaligin endemik oldugu iilkeler Sekil 1.7.’de gosterilmistir (CDC,
2017).

CRIMEAN-CONGO HEMORRHAGIC FEVER DISTRIBUTION MAP & 0 500 1,000 2,000

- Areas endemic for CCHF

Sekil 1.7. KKKAYV vakalarinin cografik dagilimi (CDC, 2017).
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Tiirkiye’de, 1970’lerde yapilan bir seroepidemiyolojik ¢alisma ile, KKKAV
spesifik antikorlarin varligi ortaya konulmasina ragmen, ilk insan vakasi 2002 yilinda
Tokat ilinde gorilmistiir (Ergonul ve Whitehouse, 2007; Mertens ve ark., 2013).
Hastaligin goriilmeye baslamasindan sonra yillik vaka sayisi, diger Avrupa
tilkelerinin toplam vaka sayilarindan c¢ok yiiksek olup, 2002-2016 yillar1 arasinda
toplam 10219 insan vakasi meydana gelmistir. KKKAV vakalarinin biiytik bir kismi
Orta ve Dogu Anadolu’da, ozellikle de Kelkit vadisi olarak adlandirilan bdlgede
meydana gelmektedir (Mertens ve ark., 2013; TCSB, 2017). Hastaligin endemik
olarak goriildiigli Tokat ve Sivas illerinde, 2006 yilinda seroprevalans kirsal kesimde
yasayan insanlarda %12,8, sehirlerde yasayan insanlarda ise %2 olarak tespit
edilmistir (Mertens ve ark., 2013). Tirkiye’de tespit edilen KKKAV izolatlarinin
biiyilik bir kism1 Avrupa Hat I icerisinde siniflandirilmaktadir (Bente ve ark., 2013).
Ayrica, Avrupa Hat II icerisinde siniflandirilan ve orta siddetli hastalik tablosu
meydana getiren AP92 benzeri virus izolatlarinin da varligi bilinmektedir (Midilli ve
ark., 2009). Tirkiye’de goriilen KKKAV vakalarinin yillara gore vaka ve Olim
sayilar1 Sekil 1.8.’de gosterilmistir (TCSB, 2017).
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Sekil 1.8. Saglik Bakanlig: verilerine gore KKKAV vaka ve 6liim sayilar1 (TCSB, 2017).
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1.3.2.2. Hayvan Enfeksiyonlarimin Cografik Dagilim

Hastalikk hayvanlarda klinik belirti gostermeden kisa siireli bir viremi
sekillendirmesine ragmen, hayvanlardaki seroprevalansin belirlenmesi insan vakalari
icin bolgenin risk durumunu ortaya koymak acisindan onemli bir kriter olarak
goriilmektedir (Spengler ve ark., 2016a). Arastirmacilar tarafindan, bir bolgenin
hayvan popiilasyonunda KKKAYV spesifik antikorlarin durumu, o bolgede hastaligin
varligi veya yoklugu acisindan iyi bir indikatér olarak kabul edilmektedir (OIE,
2014; Schuster ver ark., 2016). Evcil hayvanlarin seroepidemiyolojik ¢alismalarinda,
KKKAV spesifik antikorlarin tespit edilememesi, c¢alismanin yapildigi bolgede
diisiik seviye bulagsmanin varligina veya KKKAV’nin yokluguna isaret ettigi
diisiiniilmektedir. Oyle ki, giiniimiize kadar raporlanmis KKKAV vakasi olmayan,
Almanya, Italya, Hollanda, Avusturalya ve Yeni Zelanda gibi iilkelerde evcil
hayvanlarda antikor varligina iligkin kanita rastlanmamistir (Spengler ve ark.,
2016a). Giiniimiize kadar yapilan calismalarda, birgok evcil ve yabani hayvan
tirinde KKKAV spesifik antikorlarin ve RNA’sinin varligi tespit edilmistir
(Ergonul, 2006; Spengler ve ark., 2016a).

Sigirlarda yapilan seroepidemiyolojik ¢alismalarda, Afganistan, Arnavutluk,
Azerbaycan, Bulgaristan, Hindistan, Kenya, Kosova, Hindistan, Rusya ve Iran gibi
hastaligin endemik oldugu iilkelerde KKKAV seroprevalansi ¢esitli oranlarda tespit
edilmistir. Ancak insan vakasi goriilmeyen, Irlanda’da %1,9, Macaristan’da %0,9,
Makedonya’da %14,6 oraninda seroprevalansin bulunmasi, bu ilkelerde virusun
sirkiile oldugunu gostermektedir. Benzer bir durum koyunlarda yapilan ¢aligsmalarda
da soz konusudur (Spengler ve ark., 2016a). Koyunlarda yapilan ¢aligmalarda yine
hastaligin endemik oldugu iilkelerde ¢esitli oranlarda seroprevalans tespit edilirken,
sadece bir Oliimlii insan vakasmin oldugu Yunanistan’da %25, bildirilmis insan
vakasinin olmadigi Romanya’da ise %27,8 oraninda seroprevalans bulunmustur.
Yunanistan’da tespit edilen seroprevalans AP92 kaynakli olarak kabul edilebilirken,

Romanya’da ise virusun sirkiile olduguna isaret edebilir (Dreshaj ve ark., 2016,
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Spengler ve ark., 2016a). Evcil ve yabani hayvanlarda seropozitiflik tespit edilen

tilkeler Sekil 1.9.’da gosterilmistir (Spengler ve ark., 2016a).
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Sekil 1.9. Evcil ve yabani hayvanlarda yapilan ¢alismalara gore iilkelerin KKKAV yoniinden seropozitiflik
durumlari. Hayvan popiilasyonlarinda seropozitiflik tespit edilen iilkeler mavi renkte, seropozitiflik tespit
edilmemis iilkeler yesil renkte ve seroepidemiyolojik ¢alisma yapilmayan {ilkeler ise gri renkte gosterilmistir
(Spengler ve ark., 2016a).

Tirkiye’de hayvanlardaki KKKAV enfeksiyonlarina ilgili smirli sayida
calisma bulunmaktadir. Bilinen ilk ¢alismada, sigirlarda KKKAV seroprevalansi
%79 oraninda tespit edilmistir (Ergonul ve Whitehouse, 2007). Ilerleyen yillarda
s1g1r, koyun ve kegilerde seropozitifligi saptamaya yonelik ¢aligmalar bulunmaktadir.
Yapilan calismalar ve hayvan tiirlerine gore seroprevalanslar1 Cizelge 1.7.°de
gosterilmistir (Albayrak ve ark., 2012; Ergonul ve Whitehouse, 2007; Kirbas ve ark.,
2010; Tuncer ve ark., 2014; Oziipak, 2017). Ayrica Albayrak ve ark. (2012), yapmis
olduklari galismada, koyun ve kegilerde KKKAV RNA’sini1 tespit etmislerdir.
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Cizelge 1.7. Tiirkiye’de hayvanlarda yapilan seroprevalans calismalari (Albayrak ve ark., 2012; Ergonul ve
Whitehouse, 2007; Kirbas ve ark., 2010; Tuncer ve ark., 2014; Oziipak, 2017).

Ormekleme Yeri Ornekleme Hayvan Seroprevalans
Yili Tiird Orani (%)
Ergonul ve Whitehouse, (2007) Bilinmiyor Bilinmiyor Sigir 79
Kirbas ve ark., (2010) Elazig, Samsun, Sivas, 2006-2007 Sigir 17
Tokat ve Yozgat
Koyun 37
Tuncer ve ark., (2014) Bursa, Balikesir ve Bilecik  2008-2009 Sigir 13
Koyun 31,8
Kegi 66
Albayrak ve ark., (2012) Samsun, Tokat, 2009 Koyun 85,71
Sivas ve Sinop
Kegi 66,66
Oziipak, (2017) Tokat 2015 Sipir 38,5
Koyun 83,3
Kegi 82,8

1.4 Klinik Bulgular ve Hastaligin Seyri

Hastalik hayvanlarda, klinik belirti géstermeden kisa siireli bir viremi meydana
getirmesine ragmen, insan vakalarinda asemptomatik veya orta siddetli hastalik
tablosundan, Oliimle sonuglanabilen siddetli kanamali hastalik tablosuna kadar
degisen tarzda klinik seyir izleyebilmektedir (Dreshaj ve ark., 2016; Mertens ve ark.,
2013). Klinik belirtilerdeki bu farklilik maruz kalinan virus izolati, hastaligin
bulagsma yolu ve maruz kalian virus miktar1 gibi etkenlerle aciklanabilir (Ergunay
ve ark., 2014; Papa ve ark., 2015). Raporlanmis ilk KKKAV enfeksiyonundan
giiniimiize kadar gegen siirede, insan enfeksiyonlarinda %80’lere varan vaka-oliim
oranlar1 bildirilmistir (Ergonul ve Whitehouse, 2007; Mertens ve ark., 2013).
Cografik bolgelere ve bulagsma yoluna bagli olarak vaka-0liim oranlar1 genellikle
%2-30 arasinda tespit edilmektedir (Ergunay ve ark., 2014; Weidmann ve ark.,
2016). KKKAV enfeksiyonlarmi goriildiigi iilkelerde, vaka-6lim oranlarinda
farkliliklar mevcuttur. Kosova’da bu oran %21, Iran’da %15 iken, Tiirkiye’de 2002-
2016 yillar1 arasinda vaka-6liim oran1 %4,71 olarak kayitlara ge¢mistir (Dreshaj ve

ark., 2016; TCSB, 2017; Weidmann ve ark., 2016). Yapilan caligsmalara gore,
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enfeksiyon meydana gelen bes insandan birinde (%20) hastalik belirtileri ortaya
cikmaktadir (Ergonul, 2006; Gale ve ark., 2010; Papa ve ark., 2015).

Hastalik klinik seyrine gore, inkiibasyon, prehemorajik, hemorajik ve
konvalesans olarak adlandirilan dort farkli doneme ayrilmaktadir (Ergonul, 2006).
Inkiibasyon dénemi, genellikle bir ila yedi giin arasinda siirmektedir (Ergonul, 2006;
Shayan ve ark., 2015). Bu silirenin uzunlugu bulasma sekli ve maruz kalinan virus
miktar1 gibi etkenlere baghdir (Ergonul, 2006). Genellikle kene 1sirilmasi ile
meydana gelen enfeksiyonlarda inkiibasyon siiresi 1-5 giin arasinda olup dokuz giine
kadar uzayabilmektedir. Enfekte kan ve dokularla temas sonucunda olusan
enfeksiyonlarda ise bes ila yedi giin arasinda olup, 13 giine kadar uzayabilmektedir

(Bente ve ark., 2013).

Prehemorajik donem 1-7 giin arasinda siirebilirken, ortalama ii¢ giin igerisinde
sonlanmaktadir. Bu donem, grip benzeri ani baglayan ates (39-41°C), bas donmesi,
kas ve bas agris1 gibi belirtilerle karakterizedir (Ergonul, 2006; Papa ve ark., 2015).
Prehemorajik donem bazi hastalarda ¢ok sinirli goriilerek, hizlica hemorajik belirtiler
ortaya c¢ikabilir (Papa ve ark., 2015). Ayrica, bu donemde Revers Transkripsiyon
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile virus tespit edilebilmektedir (Bente ve
ark., 2013).

Hemorajik donem, 2-3 giin civarinda siirmekte ve genellikle hastaligin ti¢iincii
veya besinci gilinlerinde goriilmeye baglanmaktadir (Ergonul, 2006). Deri,
konjunktiva ve diger mukozal membranlarda meydana gelen petesiyal alanlar en
yaygin baslangic semptomlaridir. Ilerleyen dénemlerde, yaygin deri alt1 ekimozlar ile

gastrointestinal ve liriner sistemde kanamalar goriilebilir (Bente ve ark., 2013).
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Konvalesans donemi yani iyilesme periyodu, hayatta kalan hastalarda
hastaligin baglamasindan 10-20 giin sonra sekillenmektedir (Ergonul, 2006). Hayatta
kalan insanlarda, tam diizelme bir yi1l kadar siirebilmektedir (Bente ve ark., 2013).

Hastaligin klinik ve laboratuvar seyri Sekil 1.10.’da gosterilmistir (Ergonul, 2006).

» = = Platelets

White blood cells
m— A cpartate aminotransferase
i |anine aminotransferase

PCR: first 3 days
IgM (7 days-4 months) and igG (7 days-5years)
|
Myaigla Bleeding from varnous sites |
Fewer {haematemesls, melena, etc)
Nausez, vomiting somnolence
- Diarrhoea

7days 10 days

Incubation Prehaemarrhagic period Haemuorrhagic period Convalescence
37 days 1-7days -days

Sekil 1.10. KKKA’nin klinik ve laboratuvar seyri. DIC: Yaygin intravaskiiler koagiilasyon (Ergonul, 2006).

Yapilan  ¢esitli  arastirmalarla, hastalarin  bazi  biyokimyasal kan
parametrelerinde meydana gelen azalma veya artiglar, hastaligin 6liim ile sonuglanip
sonuclanmayacagiyla iliskilendirilmistir (Bente ve ark., 2013). Ayrica hastalarin
serumlarindaki virus titreleri yani viral yiik miktarlarinin hastaligin akibeti hakkinda
bilgi verebilecegi bildirilmistir (Bente ve ark., 2013; Cevik ve ark., 2007; Duh ve
ark., 2007; Ergunay ve ark., 2014; Kubar ve ark., 2011). Hastalarin serum viral yiik
seviyelerinin 10® veya 10° kopya/mL’nin altinda seyrettigi durumlar hastahigin 6lim

ile sonuglanmayacag ile iliskilendirilerek diisiik risk grubu olarak adlandirilmistir.
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Serum viral yiik seviyeleri 10° veya 10° kopya/mL’nin iizerine ¢iktigi durumlarda
ise, hastaligin genellikle 6liim ile sonug¢lanacagi sOylenerek yiiksek risk grubu olarak
adlandirilmaktadir (Bente ve ark., 2013; Cevik ve ark., 2007; Duh ve ark., 2007;
Kubar ve ark., 2011).

1.5.Patogenez

Hastaligin patogenizi tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak, KKKAV’nin de
icinde bulundugu kanamali ates viruslarinin ortak patolojik 6zelligi, olusabilecek
bagisiklik yanitin1 etkisiz hale getirmek ig¢in antiviral cevabi baglatan hiicrelere
saldirmaktir. Bu hasar, belirgin virus replikasyonu ile birlikte lendfoid organlar ve
vaskiiler sistemde meydana gelen bozukluklarla karakterizedir (Ergonul, 2006).
KKKAYV vaskiiler sisteme salindiktan sonra ilk olarak kan, karaciger ve dalakta
replike olmaktadir. Daha sonra virus akciger, bobrek ve beyine yayillim

gostermektedir (Akinci ve ark., 2016).

1.6.Teshis

Hayvanlarda meydana gelen enfeksiyonlarin varligini ortaya koymak i¢in
molekiiler yontemler, hiicre kiiltiiriinde virus izolasyonu ve IgM antikorlarinin
ELISA yontemi ile tespit edilmesi gibi testler kullanilmaktadir. Ancak hayvanlarda
sekillenen enfeksiyonlarda, viremi siiresinin kisa olmasi ve hastaligin asemptomatik
seyretmesi gibi nedenlerden dolayi, OIE tarafindan, hayvanlarda yapilacak prevalans
caligmalarinda IgG antikorlarmin ELISA yontemi ile tespit edilmesi tavsiye
edilmektedir (OIE, 2014). Insan vakalarinda enfeksiyonun erken teshisi hem hastanin
hayatta kalmas1 hem de potansiyel nosokomial enfeksiyonlarin ve diger insanlara
bulagsmanin 6nlenmesi agisindan kritik 6neme sahiptir (Ergonul, 2006). Hastalarin ilk
laboratuvar degerlendirmelerinde, bazi biyokimyasal kan parametrelerde azalma
veya artislar ile enfeksiyondan siiphelenilebilir (Bente ve ark., 2013). Ancak, bu
testler hastaligin teshisi i¢in yeterli degildir. Cografik dagilimlar1 farkli olan, bazi
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viral (Hantavirus, Dengue virus ve Yellow fever virus gibi) ve bakteriyel (Q fever ve
Leptospira gibi) etkenlerde biyokimyasal kan parametrelerde benzer degisikliklere
neden olabilmektedir (Ergonul, 2006). Serum o6rneklerinden RT-PCR ile viral
RNA’nin tespiti, ELISA yontemi ile virus spesifik IgM ve/veya IgG antikorlarinin
tespiti veya diger yontemlerle spesifik tan1 konulabilir. Hastaligin tanisinda, hiicre
kiiltiirtinde virus izolasyonu gibi enfeksiydz virusun geri kazanim yollar1 uzun siire
“Altin Standart” olarak diisiiniilmesine ragmen, biyogiivenlik standartlar1 nedeniyle
uygulanabilir degildir. Giinlimiizde hastaligin tanisinda, hizi, sensitivitesi ve
giivenligi nedeniyle RT-PCR yontemi “Altin Standart” olarak diistiniillmektedir
(Bente ve ark., 2013).

Hastalik iilkelere gore farkli risk gruplarinda ve biyogiivenlik seviyelerinde
siiflandiriimaktadir. KKKAV, hastaligin goriilmedigi Birlesik Krallik, Almanya ve
Isvec gibi iilkelerde risk grup 4 olarak smiflandirilmakta ve hastaligin tanisi veya
arastirmalar1 i¢in yapilacak uygulamalarin, Biyogiivenlik seviye-4 laboratuvarlarda
yapilmasina izin verilmektedir. Hastaligin endemik olarak goriildiigii Tiirkiye’de ise
hastalik risk grup 2 olarak siniflandirilmaktadir. Ayrica hastaligin tan1 uygulamalari
icin Biyogiivenlik seviye-2 laboratuvarlar yeterli goriilirken, hiicre kiiltiiriinde virus
izolasyonu gibi arastirma faaliyetlerinin Biyogiivenlik seviye-3 laboratuvarlarda

yapilmasina izin verilmektedir (Weidmann ve ark., 2016).

1.6.1. Virus izolasyonu

Virus izolasyonu igin, serum veya organ siispansiyonlart kullanilmaktadir
(OIE, 2014). Ancak virus izolasyonu yapilacak laboratuvarlarin Biyogiivenlik
seviye-3 veya 4 olmasi gerekmektedir (Weidmann ve ark., 2016). Yeni dogmus
farelere intraserebral inokiilasyon ile virus izolasyonunun yapilabildigi uzun yillardir
bilinmektedir (Ergonul, 2006). Bunun yan1 sira KKKAV, memeli hiicre kiiltlirlerinde
de iiretilebilmektedir. Virus izolasyonu i¢in, devamli hiicre kiiltiirlerinden African
Green Monkey Kidney (Vero) hiicreleri siklikla kullanilmaktadir. Vero hiicrelerinde

inokiilasyondan sonra 1 ile 5 giin igerisinde virus tiremesi ger¢eklesmektedir. Ayrica,
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Human Adrenal Carcinoma (SW-13) hiicreleri, Chicken Embryo Related (CER)
hiicreleri, Rhesus Monkey Kidney Epithelial (LLC-MK2) hiicreleri ve Baby Hamster
Kidney (BHK-21) hiicreleri de virus izolasyonu ig¢in kullanilabilmektedir (OIE,
2014). Virus hiicre kiltiirlerinde 6nemsiz derecede veya hig sitopatik etki (CPE)
yapmadan tiremektedir. Bu ylizden KKKA virusu tiremesinin kontrolii RT-PCR veya
ELISA gibi testlerle gergeklestirilmektedir (Ergonul, 2006). Ayrica virus izolasyonu
icin dort giinliik kulugka yasma sahip embriyolu tavuk yumurtalart da
kullanilabilmektedir (Xia ve ark., 2013).

1.6.2. Serolojik Testler

Insan ve hayvanlarda meydana gelen enfeksiyonlarda antikor cevabin tespiti
icin ¢esitli test metotlar1 kullanilmaktadir. Virus nétralizasyon testi (VNT),
hemaglutinasyon inhibisyon (HI), agar jel immunodifiizyon (AGID), komplement
baglama testi (KFT), indirekt immunofloresan testi (IFA) ve gesitli ELISA testleri
serolojik calismalarda kullanilmistir (Spengler ve ark., 2016a). VNT yiiksek
spesifiteye sahip olmasmma ragmen hastalifin tanisi i¢in ender olarak
kullanilmaktadir. Clinkii, VNT canli virus kullanilarak yapilmasi sebebiyle yiiksek
biyogiivenlik seviyelerinde calisilmas: gerekmektedir (OIE, 2014). IFA, KFT, HI ve
AGID’e gore, daha spesifik, daha hizli, daha kolay tekrarlanabilir ve ¢ok daha fazla
sensitif olmasindan dolay1 ELISA testleri daha yaygin kullanilmaktadir (Ergonul,
2006; OIE, 2014; Spengler ve ark., 2016a). Ayrica KKKAYV antikorlarinin tespiti igin
yapilan serolojik testlerin, DUGV ve NSDV gibi diger nairovirus’larla capraz

reaksiyon verme potansiyeli bulunmaktadir (Spengler ve ark., 2016a).

KKKAYV spesifik 1gM ve IgG antikorlarimin tespiti i¢in gelistirilmis ticari
ELISA ve IFA Kkitleri mevcuttur. Ancak bu Kitlerin tamami insan antikorlarinin
tespiti i¢in iretilmistir. Hayvanlarda antikorlarin tespiti igin gelistirilmis ticari kitler
bulunmamasina ragmen, bu kitlerin hayvanlar icin uygulanabilir hale getirilmesi

miimkiindiir. Ticari ELISA kitlerinin, hayvanlar i¢cin uygun hale getirildigi ¢aligmalar
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bulunmaktadir. Ayrica bazi ¢alismalarda, in-house ELISA kitleri ile hayvanlarda
antikor cevap arastirilmistir (Mertens ve ark., 2013; OIE, 2014). Bunlarin disinda,
ticari olarak temin edilebilen bir antijen-yakalayan ELISA kiti de mevcuttur
(Mertens ve ark., 2013).

Insan enfeksiyonlarinda, hastaligin baslamasindan yaklasik yedi giin sonra
KKKAYV spesifik IgM ve IgG antikorlar1t ELISA ve IFA ile tespit edilebilmektedir
(Ergonul, 2006). Ancak yapilan bir calismada, viral niikleokapsid spesifik IgM
antikorlarinin  hastaligin baslamasindan ortalama 2-3 giin sonra, glikoprotein
presiirkor spesifik IgM antikorlarinin 4-6 giin sonra ve IgG antikorlarinin ise 5-6 giin
sonra IFA ile tespit edilebilecegini bildirilmistir (Ergunay ve ark., 2014). Insanlarda
enfeksiyondan sonra, IgM antikorlar1 yaklasik dort ay iginde tespit edilebilir
seviyenin altina diiserken, IgG antikorlar1 en az bes yil boyunca tespit
edilebilmektedir (Ergonul, 2006; Shayan ve ark., 2015). Ancak, siddetli hastalik
tablosu gosteren bazi insanlarda KKKAYV spesifik antikorlar tespit edilememektedir
(Dreshaj ve ark., 2016; Keshtkar-Jahromi ve ark., 2013).

1.6.3. Molekiiler Tabanh Teshis Yontemleri

Uygulama hiz1 ve kolayligi, spesifitesinin/sentivitesinin yiiksek olmasi ve bazi
vakalarda antikor cevaptaki azlik veya yokluk durumlar1 gibi nedenler gbz Oniine
alindiginda, hastaligin teshisinde molekiiler tabanli teshis yontemlerinin kullanilmasi
tavsiye edilmektedir (Mertens ve ark., 2013; Shayan ve ark., 2015; OIE, 2014). Bu
tan1 yontemleri, genetik farkliliklarindan dolayr tim KKKAV izolatlarini tespit
edemeye bilmektedir. Ik kullanilan RT-PCR yontemleri ile yiiksek genetik farklilik
gosteren AP92 izolat1 haricinde, farkli cografik bolgelerde sirkiile olan ¢ogu virus
hatlar1 tespit edilebilmistir (Bente ve ark., 2013). AP92 izolatinin RT-PCR ile teshis
edilebilmesi i¢in farkli primerlerin dizayn edilmesi gerekmektedir (OIE, 2014).
Ancak son yillarda yapilan ¢aligmalar, KKKAV genomunun S segmentinde yiiksek
derece korunan 5’-NCR’nin varligin1 ortaya koymaktadir. Bu bolgeye 6zgii dizayn
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edilen primerler AP92 izolatinin da yer aldigi yedi virus hattinin tamamini tespit
edilebilmektedir (Bente ve ark., 2013; Dreshaj ve ark., 2016). RT-PCR yontemine
gore daha yiiksek sensitiviteye sahip real time RT-PCR (rt RT-PCR) yontemi de
hastaligin teshisinde kullanilmaktadir. Bu yontem ile mL’de 1164 virus kopyasi
tespit edilebilmektedir (OIE, 2014). Ayrica, kantitatif rt RT-PCR (gqrt RT-PCR)
yontemi ile viral yiik tespiti yapilabilmektedir (Bente ve ark., 2013).

1.7.Tedavi

Hastaliga karsi etkili oldugu onaylanmis antiviral bir ilag bulunmamakla
birlikte tedavinin temelini destekleyici onlemler olusturmaktadir (Leblebicioglu ve
ark., 2016). Hastalar, klinik parametreler bakimindan yakindan izlenmeli ve
tedavinin diizenlenebilmesi i¢in kan indeksleri belirli araliklarla analiz edilmelidir
(Mertens ve ark., 2013). Genel destekleyici dnlemler, kaybedilen sivilarin yerine
konulmasini ve agri ile ates yonetimi i¢in parasetamol uygulamasini icermektedir
(Leblebicioglu ve ark., 2016). Kan kaybmin fazla oldugu durumlarda, kan nakli
gerekebilmektedir (Ergonul, 2006; Mertens ve ark., 2013). Bunun yani1 sira antiviral
tedavi i¢in siklikla ribavirin kullanilmaktadir (Bente ve ark., 2013).

1.8.Koruma ve Kontrol

Hastaliga kars1 ilk as1 ¢alismalari, eski Sovyetler Birligi’nde 1970 yilinda
yapilmistir. Fare beyninde iiretilen virusun formalin ile inaktive edilmesiyle
gelistirilen bu asiin, tekrarli uygulamalarinda diisiik seviyede antikor cevap
meydana getirdigi tespit edilmesine ragmen koruyucu etkisinin olup olmadigi
arastirilmamistir. Benzer bir as1 uygulamasi Bulgaristan’da yapilmistir. Asinin
koruyucu etkisinin kanit1 olarak iilkede goriilen vaka sayilar1 gdsterilmektedir. Asi
uygulamasinin bagladigr 1974 yilindan 6nce Bulgaristan’da toplam 1100°den fazla
vaka bildirilmis olmasina ragmen sonraki 22 yil boyunca sadece 279 vaka

goriilmiistiir. Asilanan higbir bireyde hastalik tespit edilmemesine ragmen dort kez
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asilama yapilan kisilerde bile nétralizan antikor titresi diisiik seviyede bulunmustur
(Bente ve ark., 2013). insanlar icin koruyu asi ¢alismalar1 devam etmekte olup,
heniiz iiretim izni alinmig bir as1 bulunmamaktadir. Alternatif bir uygulama olarak
hayvanlarda uygulanabilecek bir as1 gelistirilmesi diisiiniilebilir. KKKAV
enfeksiyonlarnin, hayvanlarda klinik hastalik tablosu meydana getirmemesi ve
ekonomik kayiplara neden olmamasindan dolay: as1 uygulamalarinin insanlara 6zgii
olabilecegi diisiiniilse de, hastalifin endemik oldugu boélgeler de hayvanlarin
asillanmasi ile virusun insanlara ulagmasimi engelleyerek insan vakalarinin

azalmasina katki saglayacagi da diisiiniilmektedir (Mertens ve ark., 2013).

Hastalikta korunmada vektor kene ile miicadele 6nemli yer tutmaktadir
(Shayan ve ark., 2015). Ayrica hastaligin endemik oldugu bdlgelerde yasayan
insanlar kisisel koruyucu tedbirler almaya &zen gostermelidir. Ornegin, vektdr
kenenin yogun olarak bulundugu boélgelerden uzak durulmali, diizenli olarak
giysilerin ve derinin kene yoniinden kontrolii yapilmali ve repellant (insekt savar,
insekt uzaklastirici) kullanilmasi gibi tedbirler alinmalidir (Ergonul, 2006). Ayrica
olas1 viremik hayvan kanlar1 ve dokular ile temas etme ihtimali olan mezbaha
caliganlar1 gibi insanlarinda koruyucu 6nlem almalar1 6nemlidir. Mezbaha ¢aliganlari
mutlaka koruyucu elbise, eldiven ve maske gibi tedbirler alarak ¢alismalidir
(Ergonul, 2006; Shayan ve ark., 2015). Aym sekilde, halk sagligi ¢alisanlar1 da

gerekli koruyucu tedbirleri almadan ¢alismamalidir (Ergonul, 2006).

Mertens ve ark. (2013) tarafindan, KKKAV’nin yonetimi ve kontrolii i¢in baz1
stratejiler onerilmektedir. Ilk adim olarak, iilke ve/veya bolgeler risk durumlarina
gore smiflandiriimahidir. ikinci adim ise, hastalik risklerinin belirlenmesi, énlemlerin
karakterize edilmesi ve stratejilerin uygulanmasi olarak belirlenmistir. Bu sekilde
kategorizasyon yapildiktan sonra arastirmacilar tarafindan cesitli risk durumlarina
gore ¢esitli koruyucu onlemler aciklanmistir. Ornegin, hastaligin endemik olarak
goriildiigii yiiksek riskli bolgelerde, kesime gonderilmeden iki hafta Oncesinde

hayvanlara antiparatizer ila¢ uygulanmasi durumunda, mezbaha c¢alisanlarinin
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enfekte kene veya viremik hayvanlarin kanlarina temas ihtimalinin azalacagini
belirtilmektedir. Benzer sekilde, endemik alanlardaki canli hayvanlara antiparaziter
ilag uygulanmasinin kene popiilasyonunu azaltacagindan dolayi, bu endemik
bolgelerden hastaligin goriilmedigi alanlara hayvan hareketleri ile kene girisinin

engellenecegini vurgulanmaktadir (Mertens ve ark., 2013).

Ulkemizde son 15 yildir goriilmekte olan KKKA hastaligi, bu siire zarfinda
10000’nin iizerinde insanda tespit edilmistir. Halk sagligi agisindan onemli bir
problem olan hastaligin asil bulasma kaynagi enfekte keneler olarak kabul
edilmektedir. Virus, enfekte hayvanlarin veya insanlarin kan ve organlariyla temas
ve nosokomial olarak da insanlara bulasabilmektedir. Arastirmacilar tarafindan bu
diger bulagsma yollarmin 6nemi vurgulanmakta olup, Iran ve Afganistan gibi
tilkelerde hastaligin temel bulasma yolu olarak enfekte hayvanlarin kan ve
organlariyla temas gosterilmektedir. Bu nedenle mezbaha c¢alisanlari, veteriner
hekimler gibi hayvan sagligi ¢alisanlar1 ve hayvan bakicilar1 gibi meslekler hastalik
acisindan yiiksek riskli grupta kabul edilmektedir. Ayrica, niifusunun biiyiikk bir
boliimii Miisliiman olan iilkemizde, Kurban Bayrami sirasinda halk elinde kontrolsiiz
olarak kurban kesiminin yapildig1 bilinmektedir. Hicri takvime gore belirlenen ve
miladi takvime gore her yil 10 gilin once kutlanan Kurban Bayrami ontimiizdeki
yillarda kene aktivasyonunun en yogun oldugu zamanlara denk gelmektedir. Ancak
tilkemizde hayvanlardaki vireminin daha ¢ok hangi aylarda goriildiigiine dair bir
calisma bulunmamaktadir. Hatta hayvanlardaki virus varlig: ile ilgili olarak sadece
bir adet ¢alisma yapilmistir. Bu durum yapilmasi gerekli olan risk analizi agisindan
biiyiilk eksiklikler ortaya c¢ikarmaktadir. Bir iilke veya bdlgedeki virus
sirkiilasyonunun en Onemli gostergesi olarak o bolgenin evcil ve yabani hayvan
popiilasyonundaki seroprevalans oranlari kabul edilmektedir. Ulkemizde simdiye
kadar hayvanlardaki seroprevalansla ilgili sadece bes adet ¢alisma bulunmaktadir.
Serolojik c¢aligmalarin azligi da risk analizlerinin uygun bir sekilde yapilmasini
engellemektedir. Bu noktalardan hareketle planlanan bu g¢alismada, KKKAV’nin
endemik olarak goriildiigic Samsun, Sivas ve Tokat illerinde faaliyet gosteren

mezbahalarda kesilen ruminant tiirlerinde (sigir, koyun ve kegi) yil boyu 6rnekleme
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yapilarak, hastaligin serolojik ve virolojik olarak arastirilmasit amaglanmistir. Bu

sayede;

e Bolgedeki ruminant tiirlerinde hastaligin varligi ve yayginliginin saptanmast,

e Virusun sirkiilasyonunda ve insanlara bulagsmasinda bu hayvan tiirlerinin ne
kadar etkin olabileceklerinin ortaya konulmasi,

e Hastaligin endemik olarak goriildiigli ti¢ ilde, kesimi yapilan hayvan
tirlerinde olas1 KKKAYV viremisinin mevsimsel dagiliminin sorgulanmast,

e Olas1 viremik hayvanlarda kantitatif RT-PCR yontemi kullanilarak viral
yiikiin tespit edilmesi ve son konak olan insanlarin kesim esnasinda temas
edebilecegi maksimum viral yiik miktarinin ortaya konulmas,

e Daha 6nceki ¢alismalarda potansiyel bulasma kaynaklari i¢in bildirilmis viral
yiik miktarlar ile bu ¢alisma sonucunda tanimlanacak viral yiikler arasindaki
iligkinin sorgulanmasi,

e Boylelikle, hayvanlarda yapilan serolojik ¢alismalarin azligindan dolay1 ve
hayvanlardaki  viral yiikiin tespiti igin molekiiler yontemlerle
gerceklestirilecek ilk kantitatif nitelikli bir arastirma olmasi sebebiyle,
viremik hayvanlara ait oncelikli olarak kan ve diger dokulara temas ile son
konak olan insanlar i¢in enfeksiyon riskinin degerlendirilmesine katki

saglanmas1 amaclanmaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1.GEREC

2.1.1.Serolojik ve Virolojik Cahsmalarda Kullamilan Ornekler

Arastirma materyalleri, KKKAV enfeksiyonunun endemik olarak gorildigii
Samsun, Tokat ve Sivas illerinde faaliyet gosteren mezbahalarda kesimi yapilan
sigir, koyun ve kegilerden temin edildi. Mezbahalarda hayvanlarin kesimini takiben
serolojik testler icin serum toplama tiiplerine ve virolojik testler i¢in ise EDTA’l1
tiiplere kan ornekleri alindi. Ornekleme siiresince hayvanlar kene enfestasyonu
yoniinden kontrol edildi. Kan 6rnekleri, 1 Eyliil 2013 ile 31 Agustos 2014 tarihleri
arasinda bir y1l boyunca toplandi. Bu siire boyunca her il ve mezbahalara aylik olarak
diizenli ziyaretler yapilarak, miimkiin oldugunca il, mezbaha ve hayvan tiirleri
parametrelerine gore esit dagilimli ornekleme yapilmaya calisildi. Ancak,
mezbahalarda 6zellikle sigir tiirii hayvanlarin kesiminin fazla yapilmasi ve kegi tiirii
hayvanlarin ¢ok az kesilmesi nedeniyle esit bir dagilim saglanamadi. Ornekleme
sirasinda, hayvanlarin kiipe numaralari, yaslar1 ve cinsiyetleri kayit altina alindi.
Ayrica, resmi veri tabanlarinda hayvanlara ait bu bilgiler kontrol edildi. Bu siire
sonunda, 939 sigir, 383 koyun ve 15 kegi olmak tizere toplam 1337 adet kan 6rnegi
toplandi. Hem serum toplama tiiplerine hem de EDTA’l1 tiiplere alinan kan 6rnekleri
soguk zincir altinda laboratuvara getirildi. Serum toplama tiiplerine alinan kan
ornekleri laboratuvara getirildikten sonra 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda elde edilen serumlar, 2 mL’lik steril tiiplere aktarilarak test
zamanina kadar -86°C’de muhafaza edildi. EDTA’l1 tiiplere alinan kan 6rnekleri ise
laboratuvara getirildikten sonra 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasinda elde edilen plazmalarda ayni sekilde 2 mL’lik steril tiiplere aktarilarak
test zamanna kadar -86°C’de muhafaza edildi. Ornekle siiresince toplanan kan
orneklerinin, ay, il, ilge, mezbaha ve hayvan tiirlerine gore dagilimlari Cizelge

2.1.°de gosterildi.
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Cizelge 2.1. 2013-2014 yillarinda toplanan kan 6rneklerinin, ay, il, ilge, mezbaha ve hayvan tiirlerine gore dagilimi.

iL ILCE MEZBAHA HAYVAN AYLAR
TURU
Eylil Ekim  Kasim Aralik  Ocak Subat  Mart Nisan  Mayis Haziran Temmuz Agustos Toplam
Samsun Vezirkdprii Belediye Sigir 16 10 1 13 - 17 9 15 18 20 15 5 139
Koyun 20 19 - - - - - 20 - - 7 13 79
Kegi - - - - - - - - - - - 6 6
Samsun Ladik Belediye Sigir 1 16 - - - 2 - - 2 2 5 - 28
Koyun 13 - 12 10 14 3 10 - - 7 9 - 78
Kegi - - - - - - - - - - - - -
Tokat  Turhal Yesilirmak Sigir 27 6 24 14 26 28 17 40 36 14 25 - 257
Koyun - - - - - - - - 3 1 - 21 25
Kegi - - - - - - - - - - - 1 1
Tokat  Zile Belediye Sigir 4 3 6 10 3 4 2 5 1 6 7 5 56
Koyun 32 - 5 2 - 11 23 20 8 - 10 113
Kegi - - 6 - - - - 1 - 1 - - 8
Sivas Merkez Yurtseven Sigir 12 20 17 12 43 15 26 10 36 20 30 30 271
Koyun 24 20 - - - 8 - 31 - - - - 83
Kegi - - - - - - - - - - - - -
Sivas Merkez Yildiz Sigir 13 16 13 24 21 10 9 16 14 30 18 4 188
Koyun - - - - - - - - 5 - - - 5
Kegi - - - - - - - - - - - - -
Toplam 162 110 84 85 107 89 84 161 135 109 116 95 1337
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2.1.2. Ornekleme Yapilan Mezbahalar

Ormekleme yapilan mezbahalarin seciminde, 6nceki yillarda goriilen insan
vakalarinin bildirildigi alanlara yakinligi ve kesim kapasiteleri goz oniine alindi. Bu
kriterlere gore her ilden iki adet mezbaha secildi. Samsun ilinde insan vakalari
ozellikle Vezirkoprii, Havza, Kavak ve Ladik ilgelerinde meydana gelmektedir
(Sisman, 2013). Vezirkoprii ve Ladik ilgelerinde bulunan ve isletmeciligi ilge
belediyeleri tarafindan yapilan mezbahalar, kesim kapasiteleri yoniinden daha uygun
bulunarak, bu iki ilgede bulunan mezbahalardan 6rnekleme yapildi. Tokat ilinde
faaliyet gosteren mezbahalardan, kesim kapasitelerine gore Turhal ilgesinde bulunan
0zel Yesilirmak mezbahasi ve Zile ilgesinde bulunan belediye mezbahasindan
ornekleme yapildi. Sivas ilinde ise il merkezinde faaliyet gosteren 6zel Yurtseven
mezbahast ve 0zel Yildiz mezbahasindan oOrnekleme yapildi. Toplanan kan
orneklerinin il, ilge, mezbaha ve hayvan tiirlerine gore dagilimi Cizelge 2.2.’de

gosterildi.

Cizelge 2.2. Toplanan kan 6rneklerinin il, ilge, mezbaha, ve hayvan tiirlerine gére dagilimu.

iL ILCE MEZBAHA SIGIR KOYUN  KECI TOPLAM
Samsun Vezirkoprii Belediye 139 79 6 224
Ladik Belediye 28 78 - 106
Tokat Turhal Yesilirmak 257 25 1 283
Zile Belediye 56 113 8 177
Sivas Merkez Yurtseven 271 83 - 354
Merkez Yildiz 188 5 - 193
Toplam 939 383 15 1337

2.1.3.Virus ve Hiicre Kiiltiirii

Aragtirmada serolojik olarak negatif ve pozitif kontrol serum orneklerinin
dogrulanmas1 amaciyla yapilan virus nétralizasyon testinde, Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali virus kolleksiyonunda bulunan KKKA

saha izolat1 (Kastamonu 2015) ile Vero E6 hiicre kiiltiirii kullanildi. Hiicreler
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antibiyotik ve %35 Fo6tal Dana Serumu igeren DMEM biiyiitme vasati (Sigma,
Almanya) i¢inde ¢ogaltildi.

2.1.4. Testlerde Kullanilan Kontrol Numuneleri

KKKAYV spesifik IgG antikorlarinin tespiti i¢in yapilacak serolojik testlerde
kullanilan pozitif ve negatif kontrol serum ornekleri, Samsun Veteriner Kontrol
Enstitiisii ve Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim
Dali’nda daha 6nce yapilan ¢aligmalardan temin edildi. Her ti¢ hayvan tiirii i¢in ayri
ayr1 pozitif ve negatif kontrol serum ornekleri kullanildi (Albayrak ve ark, 2012;
Oziipak, 2017). Ayrica, negatif kontrol serum olarak kullanilmak amaciyla,
bildirilmis insan vakasi bulunmayan boélgelerdeki isletmelerden 4-7 aylik sigir,
koyun ve kegilerden serum 6rnekleri toplandi. Her ii¢ hayvan tiirli i¢in pozitif ve
negatif kontrol serum olarak kullanilmasi planlanan tiim &rneklerin, Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali’nda VNT ile test edilerek

uygunlugu kontrol edildi.

Plazma orneklerinde KKKAV varligini test etmek i¢in yapilacak qrt RT-PCR
testinde kullanilacak pozitif drnek, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji
Anabilim Dali’ndan temin edildi. Bu amagla daha 6nce bir hasta materyalinden RT-
PCR teknigi ile ¢ogaltilan KKKAV’nin S segmentinin tamamini tagiyan plazmid
DNA’s1 kullanildi.

2.1.5. ELISA Kitleri, Konjugatlar ve Validasyon

Bu amagla ticari olarak temin edilen, insanlarda KKKAV spesifik 1gG
antikorlarini tespit eden VectorBest, D-5052, VectoCrimean-CHF-IgG ELISA kitinin
(VectorBest, Novosibirsk, Rusya) hayvan IgG antikorlarina validasyonu yapilarak

kullanildi. Test sisteminin konjugati (anti-human IgG peroksidaz) sigir, koyun ve
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ke¢i i¢in uygun olan ve ayni anda bu ii¢ hayvan tiirline ait IgG antikorlarina uyumlu
¢oklu tiir konjugat ile degistirildi. Kullanilan ¢oklu tiir konjugat ticari bir firmadan
(ID.vet, Grabels, Fransa) temin edildi. Konjugatin ve ELISA y6nteminin validasyonu
daha 6nce yayinlanmig ¢alismalarda belirtilen yonteme gore yapildi (Mertens ve ark.,

2015; Schuster ve ark., 2016).

2.1.6. Kantitatif rt RT-PCR, Primer-Problar ve Plazmid

Plazma orneklerinden RNA ekstraksiyonu, ticari olarak temin edilen
ekstraksiyon kiti (Qiagen, RNeasy Mini Kit, Cat No: 74106, Hilden, Almanya)
kullanilarak yapildi. KKKAYV niikleik asidinin varlig1, Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali’nda kullanilan grt RT-PCR metodu ve primer-
problar ile tespit edildi. Bu amagla ticari olarak temin edilen tek asamali RT-PCR Kiti
(Qiagen, Rotor-Gene Probe RT-PCR Kit, Cat No: 204574, Hilden, Almanya)
kullanildi. KKKAV S segmentine gore tasarlanan, primer ve problar da ticari olarak
temin edildi. Test sirasinda kullanilan primer-problarin dizilimi ve 6zellikleri Cizelge
2.3.’de gosterildi. Pozitif 6rneklerden viral yiik tespiti, Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali’nda hazirlanan 1,8x10° kopya/mL yogunlugundaki

plazmidin log10 tabaninda seri sulandirmalari kullanilarak yapildu.

Cizelge 2.3. qrt RT-PCR yo6nteminde kullanilan primer ve problarin dizilimi.

Primer ve Prob Dizilimi 5°-3’ Lokalizasyon Bolgesi
Adi (S Segmenti)
KKKAV-S-F 5’-GCTGAGCTGAAGGTTGATGTTC-3’ 264
KKKAV-S-R 5’-ATGTCCTTCCTCCACTTGAGA-3’ 302

KKKAV-S-PROB FAM-5’-AGAACAACTTGCCAATTACCAACAGGC-3’-BHQ1 298
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2.1.7. Tek Asamalh RT-PCR ve Dizi Analizi

Viral yiikleri tespit edilen pozitif 6rnekler, dizi analizi amaciyla tek asamali
RT-PCR ile test edildi. Kullanilan primerler ve lokalizasyonlar1 Cizelge 2.4.’de

gosterildi. Uygun Orneklerin dizi analizi ticari firmalar araciligi ile yaptirildi.

Cizelge 2.4. Tek asamali RT-PCR yonteminde kullanilan primerlerin dizilimi (Rodriguez ve ark., 1997).

Primer Ad1 Dizilimi 5°-3° Lokalizasyon Bolgesi
(S Segmenti)

F3 5’-GAATGTGCATGGGTTAGCTC-3’ 290

R2 5’-GACATCACAATTTCACCAGG-3’ 549

2.2.Yontem

2.2.1.ELISA ile IgG Varhgmnin Arastirilmasi

Toplanan serum Ornekleri, ticari ELISA Kkiti ile iretici firmanin test
yonergesinde bazi degisiklikler yapilarak test edildi. Bu amagla, ticari olarak temin
edilen insan IgG antikorlarim1 taniyan ELISA kitinin, daha 6nce bildirildigi sekilde
(Mertens ve ark., 2015; Schuster ve ark., 2016) konjugatlar1 degistirilerek sigr,

koyun ve ke¢i IgG antikorlarina gore validasyonu yapildi.

Serum ornekleri, kontrol serumlar ve ELISA Kkiti, teste baglamadan 6nce 30
dakika siireyle oda sicakliginda bekletildi. Ayrica, serum 6rnekleri, kontrol serumlar
ve test reaktifleri kullanilmadan once kisa bir vorteks islemine tabi tutuldu. Test
edilecek serum Ornekleri i¢in yapilan tiim islemler kontrol serumlara da ayni1 sekilde
uygulandi. Kit igerisinde bulunan yardimci bir mikrotitrasyon pleyti araciligi ile
serum Ornekleri ve kontrol serumlar 6n serum diliisyon soliisyonu (SPSD) ile 10 kath

olarak sulandirildi. Yardimer pleyt kuyucuklarina 90 pLL SPSD ve 10 pL serum
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ornegi konularak pipete edildi. Pipetasyon sonrasinda SPSD’nin koyu kirmizi
renginin sar1 renk aldig1 gozlemlendi. Uretici firma tarafindan renk degisiminin
olmadigt durumlarda, ilgili test Ornegi sonucunun dogru olmayabilecegi
belirtmektedir. Sulandirilan serum ornekleri, serum diliisyon soliisyonu (SDB) ile
tekrar 10 kath olarak sulandirildi. Bu amagla, testin yapilacagi pleyte 90 uL SDB
konuldu ve tizerine 10 uL yardimer pleytteki serum 6rneklerinden konulduktan sonra
pipete edildi. Bu iki asamali sulandirma ile serum 6rnekleri ve kontrol serumlar 100
katli sulandirilmis oldu. Kontrol serumlar tekrarli olarak iki kuyucuga konulurken,
serum Ornekleri tek kuyucuga konuldu. Kit igerisinde bulunan yapigkan film ile
pleytin iizeri kapatilarak, pleyt orbital g¢alkalayicida (Heidolph Inkubator 1000,
Schwabach, Almanya) 37°C’de bir saat inkiibasyona birakildi. Kit igerinde bulunan
konsantre yikama soliisyonu (konsantre PBS-T), distile su ile 25 kathi olarak
sulandirildi. Boylece, sulandirilmis yikama soliisyonu (PBS-T) kullanim igin hazir
hale getirildi. inkiibasyon sonras1 yapiskan film ¢ikarildiktan sonra pleyt, hazirlanan
PBS-T ile ELISA yikayicida (Biotek EIx50, Winooski, ABD) bes kez yikandi.
Coklu tiir konjugat, PBS-T ile 50 katl olarak sulandirildi. Sulandirilan ¢oklu tiir
konjugat tiim kuyucuklara 100 uL konuldu. Pleytin tizeri yapigkan film ile
kapatilarak ortibal ¢alkalayicida 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Pleyt,
tizerinde bulunan yapigkan film ¢ikarildiktan sonra hazirlanan PBS-T ile ELISA
yikayicida tekrar bes kez yikandi. Yikama iglemini takiben tiim kuyucuklara 100 pL
tetramethylbenzidine (TMB) soliisyonu konuldu. Schuster ve ark. (2016) tarafindan,
tavsiye edilen sekilde oda sicakliginda (18-25°C’de) 10 dakika karanlik bir ortamda
bekletildi. Siire sonunda, tiim kuyucuklara 100 uL ELISA kiti i¢inde sunulan stop
soliisyonu (H,SO,4) konuldu. ELISA okuyucuda (Biotek ELx800, Winooski, ABD),

ana filtre 450 nm ve referans filtre 650 nm segilerek okuma yapildi.

Uretici firma tarafindan test gegerliligi igin negatif kontrollerin ortalamasi
0.250 OD degerini asmamast ve pozitif kontrollerin ortalamas: ise 1.000 OD
degerinin altinda olmamasi istenilmektedir. Yapilan testlerde kullanilan kontrol
serumlar belirtilen sartlara uygun olarak tespit edildi. Serum Orneklerinin

degerlendirilmesi, Schuster ve ark. (2016) tarafindan belirtilen sekilde yapildi. Serum
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ornekleri, 0.500 OD degerine esit veya altinda ise negatif, 0.500-0.700 OD degerleri
arasinda ise stipheli ve 0.800 OD degerinin tizerinde ise pozitif olarak kabul edildi.

2.2.2. Virus Notralizasyon Testi

Arastirmada serolojik olarak pozitif ve negatif kontrol serum orneklerinin
dogrulanmas1 amaciyla yapilan virus ndtralizasyon testi, Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali biinyesinde bulunan biyogiivenlik
seviyesi-3 laboratuvarda gergeklestirildi. VNT, Tuncer ve ark. (2014) tarafindan
KKKAV antikorlarinin varligini ortaya koymak i¢in uygulanan yonteme gore
yapildi. Bu amagla test edilecek serum 6rnekleri 1:2 oraninda Dulbecco’s modified
minimal essential medium (DMEM) ile seyreltildi. Daha sonra seyreltilen serum
ornekleri ile 100 DIKDsy oraninda sulandirilmis KKKAV izolati (Kastamonu 2015)
esit hacimde (100 pL) karstirilarak 37°C’de %5 CO;’li etiivde bir saat inkiibasyona
birakildi. Bu siire sonrasinda serum-virus karigimi 24 gozlii pleytlere hazirlanmis bir
giinliik yastaki Vero E6 hiicreleri lizerine inokiile edildi. Her serum 6rnegi i¢in iki
kuyuya inokiilasyon yapildi ve pleytler 37°C’de %5 CO2’li etiivde dort giin inkiibe
edildi. Bu siirenin sonunda virus iiremesine bagli CPE meydana gelip gelmedigini
gozlemlemek amaciyla pleytler hiicre kiiltiiri mikroskobunda incelendi. Test
kuyucuklarinda bulunan Vero E6 hiicrelerinde CPE olusumunun gézlemlenmemesi,
test edilen serum Orneklerinde KKKAYV antikorlarinin varligi ve dolayisiyla virusun

noétralize oldugu seklinde yorumlanda.

2.2.3.RNA Ekstraksiyonu

RNA ekstraksiyonu i¢in plazma ornekleri kullanildi ve ticari ekstraksiyon Kiti
ile dretici firmanin belirttigi sekilde yapildi. Plazma 6rnekleri ve kit reaktifleri oda
sicakliginda 30 dakika bekletildi. Steril 1,5 mL hacimli tipler igerisine, kitin
icerisinde bulunan RLT bufferdan 600 pL (hacminin %]1’1 oraninda beta-

merkaptoetanol igeren) konuldu. Bunun {izerine, 100 pL plazma 6rnegi ilave edildi.
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Vorteks ile iyice karstirildiktan sonra oda sicakliginda bes dakika inkiibasyona
birakildi. Bu siire sonrasinda %70’lik etanolden 600 pL ilave edildi ve pipet yardimi
ile iyice karistirildi. Daha sonra 2 mL hacimli toplama tiipii igerisine yerlestirilen
RNeasy spin kolonuna, karisimdan 700 pL aktarildi ve 10000 rpm’de 15 saniye
santrifiij edildi. Toplama tiipii igerisindeki sivi atilarak uzaklastirildi. RNeasy spin
kolonuna karisimin kalan kismi eklendi ve aynmi sekilde 10000 rpm’de 15 saniye
santrifiij edildi. Toplama tiipii i¢erisindeki sivi tekrar atilarak uzaklastirildi. RNeasy
spin kolonuna kit igerisinde bulunan RW1 bufferdan 700 uL eklendi ve 10000
rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. Daha sonra toplama tiipli yenisiyle degistirildi.
RNaesy spin kolonuna 500 pL RPE buffer ilave edildi ve 10000 rpm’de 15 saniye
santriflij edildi. Toplama tiipiindeki siv1 atilarak uzaklastirildi. RNeasy spin kolona
tekrar 500 pL RPE buffer eklendi ve 12000 rpm’de iki dakika santrifiij edildi.
Toplama tiipii atilarak, RNeasy spin kolon steril 1,5 mL hacimli tiip igerisine
yerlestirildi. Uzerine RNase ve DNase i¢ermeyen distile su 50 pL hacminde konuldu
ve 10000 rpm’de bir dakika santrifiij edildi. RNeasy spin kolon uzaklagtirilarak,
tiipiin alt kisminda kalan RNA 6rnekleri test edilene kadar -20°C’de saklandi.

2.2.4. Kantitatif rt RT-PCR ile KKKAV Varhginin Arastirilmasi

KKKAV varliginin ortaya konulmas: i¢in yapilan qrt RT-PCR islemleri
LightCycler 2.0 (Roche, Rotkreuz, Isvigre) cihazinda gergeklestirildi. Ticari olarak
temin edilen tek asamali RT-PCR kiti kullanilarak qrt RT-PCR testleri yapildi. Buz
akiisti tizerinde hazirlanan 20 pL hacimli reaksiyon karisiminin igerisine; 12,5 pL 2X
Rotor-Gene Probe PCR master miks, 5,25 pL distile su, 0,8 pL her iki primerden, 0,4
uL prob ve 0,25 puL Rotor-Gene enzim miks konuldu. Bu reaksiyon karigiminin
tizerine 5 pL RNA eklenerek toplam reaksiyon hacmi 25 pL olarak hesaplandi.
Primer ve problar 10 pmol yogunlugunda kullanildi. Hazirlanan reaksiyon karigimi,
cihaza Ozel cam kapillarlara konulduktan sonra LightCycler santrifiij adaptorleri
yardimiyla kisa bir siire santrifiij edildi. Daha sonra cam kapillarlar cihazin
karoseline yerlestirildi. Hazirlanan reaksiyon karisimlar1 Lightcycler 2.0 cihazinda,

RNA’larin komplementer DNA’lara ¢evrilmesi ve sonrasinda revers transkriptaz
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enziminin inaktivasyonu icin sirasiyla, 50°C’de 10 dakika ve 95°C’de 5 dakika
bekletildi. Bu islemi takiben, 40 tekrarli olarak on denatiirasyon i¢in 95°C’de 5
saniye ve baglama/sentez basamagi i¢in 60°C’de 10 saniye bekleme uygulandi. Son
olarak sogutma islemi i¢in 40°C’de 30 saniye bekletildi ve reaksiyon sonlandirildi.
Sonuglar, cihaza bagli olan bilgisayar yardimu ile test sirasinda ger¢cek zamanli olarak

takip edildi.

2.2.5. Viral Yiik Tespiti

KKKAYV niikleik asiti tespit edilen Ornekler, viral yiik miktarlarinin ortaya
konulmas: i¢in tekrar qrt RT-PCR ile test edildi. Bu amagla KKKAV S segmentinin
tamamini tasiyan plazmidin logl0 tabaninda seri sulandirilmalart yapildi. Boylece
1,8x10° ile 1,8x10" kopya/mL arasinda alti farkli yogunluga sahip plazmidler elde
edildi ve test i¢in kullanildi. Virus niikleik asiti tespit edilen drnekler ve plazmidler
ayni anda “2.2.3.qrt RT-PCR ile KKKAV Varliginin Arastirilmas1” boliimiinde
belirtilen sekilde tekrar test edildi. Orneklerin viral yiikleri LightCycler 2.0

cihazindaki uygulama arayiizii yardimiyla hesaplandi.

2.2.6.Tek Asamah RT-PCR ve Dizi Analizi

Orneklerde tespit edilen KKKA viriislerinin filogenetik degerlendirmesini
yapmak amaciyla, sadece bu 6rneklerden thermal cycler cihazinda (Thermo Fisher
Sci., Arktik Thermal Cycler, Vantaa, Finland) tek asamali RT-PCR yapild.
Rodriguez ve ark. (1997) tarafindan bildirilen primerler ile yapilan tek asamali RT-
PCR testi i¢in, ticari olarak temin edilen tek asamali RT-PCR Kkiti (Qiagen, OneStep
RT-PCR Kit, Cat No: 210212, Hilden, Almanya) kullanildi. Buz akiisii iizerinde
hazirlanan 45 pL hacimli reaksiyon karigtminin igerisine; 10 pL 5X buffer, 29 pL
distile su, 2 pL. ANTPs miks, 1 pL her iki primerden (20 pmol yogunlugunda) ve 2
uL enzim miks konuldu. Bu reaksiyon karisiminin iizerine 5 pL RNA eklenerek

toplam reaksiyon hacmi 50 pL olarak hesaplandi. Hazirlanan reaksiyon karigimi 0,2
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mL’lik steril tiiplere konularak thermal cycler’a yerlestirildi. Thermal cycler’da
uygulanan 1sil kosullar ise: tek tekrarli 42°C’de 1 saat ve 95°C’de 5 dakikay1 takiben
40 tekrarli 94°C’de 45 saniye, 55°C’de 45 saniye ve 72°C’de 1 dakika olarak
uyguland1 ve son olarak tek tekrarli 72°C’de 10 dakika ile reaksiyon sonlandirildi.
PCR firiinleri, %1,5’luk agaroz jele aktarildi ve 30 dakika elektroforez islemine tabi
tutuldu. Daha sonra agaroz jel, goriintileme cihazinda (Kodak, Gel Logic 200
Imaging System, New York, ABD) incelenereck 260 bp’lik bant veren ornekler
pozitif olarak kabul edildi. Pozitif oOrneklerin dizi analizi hizmet satin alma

yontemiyle ticari firmaya yaptirildi.

2.2.7. Sonuclarin Istatistiksel Olarak incelenmesi

Yapilan testler ile elde edilen sonuglarin istatiksel analizleri, Ki-Kare testi
kullanilarak degerlendirildi. Keci orneklerinin sayisal olarak yetersiz olmasindan

dolay1 Ki-Kare testine dahil edilmedi.
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3. BULGULAR

3.1. KKKAY Seroprevalansinin Belirlenmesi

Hastaligin endemik olarak goriildiigii Samsun, Sivas ve Tokat illerinde faaliyet
gosteren alt1 ayr1 mezbahadan 1 Eyliil 2013 ile 31 Agustos 2014 aylari arasinda
toplam 1337 adet serum Ornegi toplandi. Ornekleme siiresince hayvanlar kene
enfestasyonu yoniinden kontrol edildi. Ancak, hi¢bir hayvanda kene enfestasyonuna
rastlanilmadi. Ayrica, toplanan serum ornekleri ELISA ile test edilmeden Once
konjugatlarin ve ELISA sisteminin validasyonu yapildi. Bu amagla insanlarda
KKKAYV spesifik IgG antikorlarini tespit eden ELISA kitinin konjugati, sigir, koyun
ve keci IgG antikorlarim tespit edebilen c¢oklu tiir konjugat ile degistirildi. ELISA
sisteminin ve konjugatlarin validasyonu daha once yayinlanmis caligmalara gore
yapildi (Mertens ve ark., 2015; Schuster ve ark., 2016). Pozitif ve negatif kontrol
serumlar tekrarli olarak test edildi ve yaymlanmis Onceki caligmalarla uyumlu
sonuclar elde edildi. Daha sonra pozitif kontrol serumlar log2 tabaninda
sulandirilarak tekrarli olarak test edildi ve kecilerde kullanilan pozitif kontrol
serumlarin 128 kath sulandirmaya kadar pozitifligini korudugu, ancak sigir ve
koyunlarda pozitif kontrol serumlarin pozitifligini 32 kath sulandirmaya kadar

koruduklar1 saptandi.

Mezbahalarda kesimi yapilan hayvanlardan toplanan 1337 adet serum 6rnegi,
KKKAYV spesifik IgG antikor varligi yoniinden ELISA ile test edildi. ELISA testi ile
siipheli sonug veren serum drnekleri Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji
Anabilim Dali’nda VNT ile test edildi ve yapilan test sonucuna gore negatif kabul
edildi. Test edilen 1337 adet serum 6rneginden toplam 365 serum Ornegi pozitif
bulundu ve seroprevalans %27,30 olarak tespit edildi. Bir yil siiren 6rnekleme
sirasinda, sigirlardan 939 adet serum Ornegi, koyunlardan 383 adet serum Ornegi ve
kecilerden ise 15 adet serum Ornegi toplanti. Hayvan tiirlerine gore seropozitiflik ve

seroprevalans oranlari ise, sigirlarda seropozitiflik 340/939 ve seroprevalans orani
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%36,21, koyunlarda seropozitiflik 24/383 ve seroprevalans orani %6,27 ve de
kegilerde seropozitiflik 1/15 ve seroprevalans orani %6,67 olarak tespit edildi.
Hayvan tiirlerinde tespit edilen seropozitiflik ve seroprevalans oranlari istatistiksel
olarak Ki-Kare testi ile analiz edildi. Kegilerden alinan hem 6rnek sayisi hem de
seropozitif hayvan sayisi yeterli olmadigr i¢in istatistiksel analize dahil edilmedi.
Yapilan Ki-Kare testine (p<0,001) gore sigir ve koyunlarda tespit edilen
seropozitiflik ve seroprevalans oranlar istatistiksel olarak anlamli bulundu. Hayvan
tiirleri acisindan mezbahalara gore seroprevanlans oranlart ise, sigirlarda %7,14-
53,19 arasinda, koyunlarda %0-12 arasinda ve kecilerde ise %0-12,5 oraninda tespit
edildi. Sigirlarda en diisiik seroprevalans orani Samsun ili Ladik ilgesi Belediye
mezbahasinda %7,14 ve en yliksek seroprevalans orani Sivas ili merkez ilgesi 6zel
Yildiz mezbahasinda 9%53,19 olarak bulundu. Sivas ilinde faaliyet gosteren ozel
Yurtseven mezbahasi ile 6zel Yildiz mezbahasinda sigirlardaki seroprevalans
oranlar1 diger mezbahalara gore daha yiiksek oranda, sirastyla, %49,81 ve %53,19
olarak tespit edildi. Koyunlarda en yiiksek seroprevalans oranlari, Samsun ili Ladik
ilcesi Belediye mezbahasinda %11,54 ve Tokat ili Turhal ilgesi 6zel Yesilirmak
mezbahasinda %12 olarak bulundu. Kegilerde istenilen miktarda Ornekleme
yapilamamakla birlikte tespit edilen tek seropozitifligin oldugu Tokat ili Zile ilgesi
Belediye mezbahasinda seropozitiflik %12,5 olarak tespit edildi. KKKAV’nin
seroprevalans oranlarinin, il, mezbaha ve hayvan tiirlerine gore dagilimi Cizelge

3.1.’de gosterildi.

Cizelge 3.1. KKKAV’nin seroprevalans oranlarinimn, il, mezbaha ve hayvan tiirlerine gore dagilimi. P/O:
Seropozitif hayvan sayisi/Ornekleme yapilan hayvan sayisi. Ki-Kare testi (P<0,001) ile anlamli farkliliklar sigir
(™ ve koyun (%) rneklerinde tespit edildi.

iL ILCE MEZBAHA SIGIR KOYUN KECI

PIO Oran(%) P/O  Oran(%) P/O  Oran(%)

Samsun Vezirkoprii Belediye 20/139 14,39 3/79 3,80 -16 -

Ladik Belediye 2/28 7,14 9/78 11,54 - -

Tokat  Turhal Yesilirmak 68/257 26,46 3/25 12 -1 -
Zile Belediye 15/56 26,79 5/113 4,42 1/8 12,5

Sivas  Merkez Yurtseven 135/271 49,81 4/83 4,82 - -

Merkez Yildiz 100/188 53,19 -5 - - -
Toplam 340/939 36,21" 24/383 627°  1/15 6,67
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Keci orneklerinin dahil edilmedigi, sigir ve koyun Orneklerinde tiir ayrimi
yapilmadan seropozitiflik ve seroprevalans oranlarinin illere veya mezbahalara gore
farklilig1 yapilan Ki-Kare testi (p<0,001) ile anlamli bulundu. Illere gore sigir ve
koyunlarda tespit edilen seroprevalans oranlari incelendiginde, Sivas ilinde kesimi
yapilan hayvanlarda tespit edilen seroprevalans oraninin diger illere gore dikkat
cekici sekilde yiliksek oldugu goriildii. Benzer sonuglar mezbahalara gore
seroprevalans oranlar1 incelendiginde de tespit edildi. Mezbahalara gore en yliksek
seroprevalans oranlari, Sivas ilinde faaliyet gosteren 6zel Yurtseven mezbahasi ve
0zel Yildiz mezbahasinda saptandi. Ayrica Tokat ili Turhal ilgesinde faaliyet
gosteren 6zel Yesilirmak mezbahasinda da seroprevalans oraninin yiiksek oldugu
goriildii. Sigir ve koyun Orneklerinde toplam seroprevalans oranlarmin illere ve

mezbahalara gére dagilimi Cizelge 3.2.’de gosterildi.

Cizelge 3.2. Si8ir ve koyun drneklerinde toplam seroprevalans oranlarinin illere ve mezbahalara gore dagilimi.
P/O: Seropozitif hayvan sayisi/Ornekleme yapilan hayvan sayisi. Ki-Kare testi (P<0,001) ile anlamli farkliliklar
tespit edildi.

iL ILCE MEZBAHA SIGIR-KOYUN IL GENELI
P/O Oran(%) P/O Oran(%)
Samsun  Vezirkopri Belediye 23/218 10,55
Ladik Belediye 11/106 10,38
34/324 10,49
Tokat  Turhal Yesilirmak 71/282 25,18
Zile Belediye 20/169 11,83
91/451 20,18
Sivas  Merkez Yurtseven 139/354 39,26
Merkez Yildiz 100/193 51,81

239/547 43,69

Aylik olarak diizenli yapilan mezbaha ziyaretleri ile alinan serum 6rneklerinin
ELISA ile test edilmesi sonucunda, kesimi yapilan hayvan tiirlerinin aylara gore
seropozitiflik durumlar tespit edildi. Buna gore sigirlarin aylara gére seroprevalans
oranlar1 %23,29-63,93 arasinda, koyunlarin seroprevalans oranlar1 %0-25 arasinda ve
kecilerin ise seroprevalans oranlart %0-100 oranlarinda bulundu. Sigirlarda aylara
gore en yliksek seroprevalans orant %63,93 ile Kasim ayinda ve koyunlarda ise %25
ile Aralik ayinda tespit edildi. Keg¢ilerde tespit edilen tek seropozitif serum ornegi ise

Haziran ayinda bulundu. Ornek dagilimimnin diizenli olmadigi veya &rnekleme
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sayisinin azligindan dolay1 koyun ve kegilerde tespit edilen seroprevalans oranlarinin
aylara gore farklilig istatistiksel olarak analiz edilemedi. Ancak yapilan Ki-Kare
testi (p<0,001) ile sigir orneklerinde tespit edilen seroprevalans oranlarinin aylara
gore anlaml farkliliklar gosterdigi goriildii. KKKAV’nin seroprevalans oranlarinin

aylara ve hayvan tiirlerine dagilimi Cizelge 3.3.’de gosterildi.

Cizelge 3.3. KKKAV’nin seroprevalans oranlarinin aylara ve hayvan tiirlerine gore dagilimi. P/O: Seropozitif
hayvan sayisi/Ornekleme yapilan hayvan sayist. (%) Sigirlarda tespit edilen seroprevalans oranlarinin aylara gore
anlamli farkliliklar gosterdigi yapilan Ki-Kare testi (P<0,001) ile goriildi.

AYLAR SIGIRA KOYUN KECI
P/O Oran(%) P/O Oran(%) P/O Oran(%)

Eyliil 17/73 23,29 7/89 7,86 - -
Ekim 22/71 30,99 1/39 2,56 - -
Kasim 39/61 63,93 117 5,88 -16 -
Aralik 21/73 28,77 3/12 25 - -
Ocak 36/93 38,71 1/14 7,14 - -
Subat 29/76 38,16 -/13 - - -
Mart 29/63 46,03 -21 - - -
Nisan 26/86 30,23 5/74 6,76 -1 -
Mayis 36/107 33,64 -128 - - -
Haziran 37/92 40,22 1/16 6,25 1/1 100
Temmuz 27/100 27 2/16 12,5 - -
Agustos 21/44 4773 3/44 6,82 -I7 -
Toplam 340/939 36,21 24/383 6,27 1/15 6,67

Hayvan tiirlerinde tespit edilen seroprevalans oranlar1 {izerine cinsiyet
farkliliginin etkisi incelendi. Ki-Kare testi (p<0,001) ile sigir orneklerinde tespit
edilen seroprevalans oranlarinin cinsiyete bagl olarak anlamli farklhiliklar gésterdigi
tespit edildi. Disi sigirlarda tespit edilen seroprevalans oraninin erkek sigirlara gore
cok daha yiiksek oldugu goriildii. Soyle ki sigirlarda, disi hayvanlardan alinan 547
adet serum 6rneginin 275 adedinde seropozitiflik tespit edilirken, erkek hayvanlardan
alinan 392 adet serum Orneginin 65 adedinde seropozitiflik tespit edildi. Bu
sonuclara gore Ornekleme yapilan disi siirlarda seroprevalans oranit %50,27 ve
erkek sigirlarda seroprevalans orani ise %16,58 olarak bulundu. Tiim sigir 6rnekleri
icerisinde disi sigirlarin seroprevalans orani %29,29 ve erkek sigirlarin seroprevalans
orani ise %6,92 olarak tespit edildi. Koyunlarda tespit edilen seroprevalans oranin

cinsiyete gore degisimi Ki-Kare testi ile incelendiginde istatistik olarak anlamli
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farkliliklar tespit edilemedi. Koyunlarda, erkek hayvanlardan alinan 217 adet serum
orneginin 10 adedinde seropozitiflik tespit edilirken, disi hayvanlardan alinan 166
adet serum Orneginin 14 adedinde seropozitiflik tespit edildi. Ornekleme yapilan
erkek koyunlarda seroprevalans oran1 %4,61 ve disi koyunlarda seroprevalans orani
ise %8,43 olarak bulundu. Tim koyun Ornekleri igerisinde erkek koyunlarin
seroprevalans oran1 %2,61 ve disi koyunlarin seroprevalans orani ise %3,66 olarak
tespit edildi. Ke¢i Orneklerinde tespit edilen tek seropozitiflik erkek hayvana ait
serum Orneginden elde edildi. Sigirlarda cinsiyete gore KKKAV nin seroprevalans

orani Cizelge 3.4.”de gosterildi.

Cizelge 3.4. Sigirlarda cinsiyete gore KKKAV’nin seroprevalans oranlari. Ki-Kare testi (P<0,001) ile anlamli
farkliliklar tespit edildi.

Disi Erkek Toplam

Say1 Oran(%) Say1 Oran(%) Say1 Oran(%)
Ornekleme 547 58,25 392 41,75 939
Cinsiyete Gore Seropozitiflik 275/547 50,27 65/392 16,58 340
Sigirlarda Seropozitiflik 275/939 29,29 65/939 6,92 340/939 36,21

Ayrica, tespit edilen seroprevalans oranlarimin hayvan tiirleri igerisinde
ornekleme yapilan yaslara gore dagilimlar incelendi. Bu amagla, 6rnekleme yapilan
hayvanlar yaslarina gore, 0-12 ay, 13-24 ay, 25-36 ay ve 37 ay ile ilizeri yaslardaki
hayvanlar olarak 4 farkli gruba ayrildi. Ornek sayisinin yetersizliginden dolayi
kecilerin dahil edilmedigi, sigir ve koyun 6rneklerinin tiir ayrimi yapilmadan yas
gruplarina gore seroprevalans oranlarindaki farkliliklar Ki-Kare testi (p<0,001) ile
incelendiginde, sonug istatistiksel olarak anlamli bulundu. Yasin ilerlemesine bagh
olarak tespit edilen seroprevalans oranmin artigr goriildii. Ancak sigir ve koyunlar
ayri ayr1 Ki-Kare testi ile analiz edildiginde, istatistiksel olarak anlamli bu sonucun
sigir orneklerinden kaynaklandigi (Ki-Kare, p<0,001) ve koyunlarda ise tespit edilen
seropozitif 6rneklerin azligindan dolayi istatistiksel olarak anlamli olmadig1 anlasilda.
Bu bilgilere gore sigirlarda, 0-12 aylik yastaki 42 hayvandan ii¢ adedinde, 13-24
aylik yastaki 224 hayvandan 33 adedinde, 25-36 aylik yastaki 367 hayvandan 138
adedinde ve 37 ay ve lizeri yastaki 306 hayvandan 176 adedinde seropozitiflik tespit
edildi. Yasin artmasina bagli olarak mezbahalarda kesilen sigir sayisinda arttig1 ve

ayni sekilde tespit edilen seroprevalans oraninin da yasin artmasina bagl olarak
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yiikseldigi tespit edildi. Sigirlarda yas gruplarina gore seroprevalans oranlari, 0-12
aylik yastaki sigirlarda %7,14, 13-24 aylik yastaki sigirlarda %14,73, 25-36 aylik
yastaki sigirlarda %34,88 ve 37 ay ile {izeri yastaki sigirlarda %57,52 olarak
bulundu. Sigirlarda yas gruplarina gore tespit edilen seropozitifligin tiim yaslardaki
sigir 6rneklerine gore seroprevalans oranlari ise, kiiciik yastaki hayvanlardan biiyiik
yastaki hayvanlara gore sirasiyla, %0,32, %3,51, %13,64 ve %18,74 olarak tespit
edildi. Koyunlarda ise yasin artmasi ile mezbahalarda kesilen hayvan sayisinda
azalma oldugu tespit edildi. Ornekleme yapilan 383 adet koyunun 331 adedi
(%86,42) 0-12 aylik yasta iken diger yas gruplarinda toplam 52 adet (%13,58) koyun
orneklemesi yapildi. Tespit edilen 24 adet seropozitif koyun serumunun 18 adedi O-
12 aylik yastaki koyun serumlarina ait oldugu goriildii. Yas gruplari igerisinde tespit
edilen seroprevalans oranlarinda yasin artmasi ile yiikselme tespit edilmesine ragmen
tim yaslardaki koyunlar esas alindiginda en yiiksek seroprevalans orani %4,71 ile 0-
12 aylik yastaki koyunlarda tespit edildi. Kegilerde tespit edilen tek seropozitiflik 13-
24 aylik yas grubundaki keci serumundan tespit edildi. Sigir ve koyunlarda tespit
edilen seroprevalans oranlarinin, hem ayni yas grubundaki hayvanlardaki orani hem
de ayni tiir igindeki hayvanlarin tiimiine gore dagilimi Sekil 3.1.°de gosterildi.
Ayrica, yas gruplarina gore, hayvan tiirlerinde KKKAV’nin seroprevalans

oranlarinin dagilimi Cizelge 3.5.’de gosterildi.

A B
—-Aym Yas Grubunda Seroprevalans Oram ——Aym Yas Grubunda S eroprevalans Oram
-=-Tiim Sigirlar Igerisinde Seroprevalans Orant -=-Tiim Koyunlar Igerisinde Seroprevalans Orani
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Sekil 3.1. Yaslara gore seroprevalans oranlarmnin dagilimi. A: Sigirlarda, B: Koyunlarda.

65



Cizelge 3.5. Yas gruplarina gore, hayvan tiirlerinde KKKAV’nin seroprevalans oranlarmm dagilmn. (*) Sigirlarda tespit edilen seroprevalans oranlarmmn yas gruplarma gore anlamh

farkliliklar gosterdigi yapilan Ki-Kare testi (P<0,001) ile goriildii.

HAYVAN TURU 0-12 AY 13-24 AY 25-36 AY 37 AY VE USTU TOPLAM
Say1 Oran(%) Say1 Oran(%) Say1 Oran(%) Say1 Oran(%) Say1 Oran(%)

Sigir®  Ornekleme 42 4,47 224 23,86 367 39,08 306 32,59 939

Yas grubu Seropozitiflik 3/42 7,14 33/224 14,73 128/367 34,88 176/306 57,52 340

Hayvan Tiirii Seropozitiflik 3/939 0,32 33/939 3,51 128/939 13,64 176/939 18,74 340/939 36,21
Koyun  Ornekleme 331 86,42 27 7,05 18 4,70 7 1,83 383

Yas grubu Seropozitiflik 18/331 5,44 3/27 11,11 -/18 - 3/7 42,86 24

Hayvan Tiirti Seropozitiflik 18/383 4,71 3/383 0,78 -/383 - 3/383 0,78 24/383 6,27
Kegi Ornekleme 13 86,66 1 6,67 1 6,67 - - 15

Yas grubu Seropozitiflik -/13 - 11 100 -/1 - - - 1

Hayvan Tiirti Seropozitiflik -/15 - 1/15 6,67 -/15 - - - 1/15 6,67
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Yapilan sigir 6rneklemelerinde cinsiyete gore yas gruplarindaki seroprevalans
oranlar1 incelediginde, Ki-Kare testi (p<0,001) ile anlamli farkliliklarin oldugu
gorildii. Hem disi hem de erkek sigirlarda yasin ilerlemesi ile seroprevalans oraninin
arttigr tespit edildi. Disi sigirlarda tespit edilen seroprevalans orani tiim yas
gruplarinda erkek sigirlara gore daha yiiksek bulundu. Ozellikle 25 ay ve iizeri
yastaki disi sigirlarda tespit edilen seroprevalans oraninin hem disi hem de erkek
diger yas gruplarindaki sigirlarda tespit edilen seroprevalans oranlarindan ¢ok daha
yiiksek oldugu goriildii. Ornekleme yapilan tiim sigirlarda tespit edilen seropozitiflik
340/939 iken 25 ay ve lizeri yastaki disi sigirlarda tespit edilen seropozitiflik 265/939
olarak bulundu ve sirasiyla seroprevalans oranlari ise %36,21 ve %28,22 olarak
tespit edildi. Ayrica, mezbahalarda kesilen disi sigir sayisinda yasin artmasina bagh
olarak artis oldugu ve aym sekilde tespit edilen seroprevalans oraninin da yasin
artmasina bagh olarak yiikseldigi goriildii. Ozellikle kesimi yapilan disi sigirlarin 25
ay ve lizeri yasta oldugu tespit edildi. Ancak kesimi yapilan 392 adet erkek sigirin
338 adedi (%86,22), 13-36 aylik yas araliginda yer aldig: saptandi. Ornekleme
yapilan disi ve erkek sigir oranlarinin yas gruplarina gore dagilimi ile tespit edilen
seroprevalans oranlarmmin yas gruplarma gore dagilimi Sekil 3.2.°de gosterildi.
Ayrica, disi ve erkek sigirlarda tespit edilen seropozitif drneklerin hem tim sigir

ornekleri ile oran1 hem de yas gruplarina gore oran1 Cizelge 3.6.’de gosterildi.

A B
—Disi Sigirlarin Ornekleme Oranlar ——Disi Sigirlarin Seroprevalans Oranlan
-m-Erkek Sigirlarin Ommekleme Oranlan -=-Erkek Sigirlarin Seroprevalans Oranlar
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Sekil 3.2. Ornekleme yapilan disi ve erkek siir oranlarmm yas gruplarina gore dagilim ile tespit edilen
seroprevalans oranlarinin yas gruplarina gére dagilimi. A: Ornekleme Oranlari, B: Seroprevalans Oranlart.
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Cizelge 3.6. Disi ve erkek sigir 6rneklerinde, seroprevalans oranlarinin yas gruplarina gére dagilimi. Ki-Kare testi
(P<0,001) ile anlaml1 farkliliklar tespit edildi.

Yas Gruplar1 Disi Sigir Erkek Sigir
Omekleme Yas Grubu Sigir Omekleme Yas Grubu Sigir
Seropozitiflik ~ Seropozitiflik Seropozitiflik ~ Seropozitiflik

0-12 Ay Say1 11 1/11 1/939 31 2/31 2/939

Oran(%) 1,17 9,09 0,1 3,30 6,45 0,2
13-24 Ay  Say1 38 9/38 9/939 186 24/186 24/939

Oran(%) 4,05 23,68 0,96 19,81 12,90 2,56
25-36 Ay Sayi 215 99/215 99/939 152 29/152 29/939

Oran(%) 22,89 46,04 10,55 16,19 19,08 3,09
37 Ay Say1 283 166/283 166/939 23 10/23 10/939
veUzeri  Oran(%) 30,14 58,65 17,68 2,45 43,48 1,07

3.2.Virus Varhginin Belirlenmesi ve Viral Yiik Tespiti

Toplanan plazma Orneklerinde virus varligi arastirilmadan oOnce, Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali’ndan alinan plazmidin seri
sulandirmalar1 yapilarak yine ayni yerden alinan diisiik viral yiike sahip oldugu
bilinen pozitif 6rnek ile birlikte qRT-PCR denemesi yapildi. KKKAV S segmentinin
tamamini tagtyan ve 1,8x10° kopya/mL yogunlugundaki plazmidin Logl0 tabaninda
seri sulandirmalari yapildi. Seri sulandirmalar sonucunda 1,8x10" ile 1,8x10°
kopya/mL arasinda yogunluga sahip alt1 farkli plazmid sulandirmasi elde edildi ve
testlerde kullanildi. Seri sulandirmalar1 yapilan plazmidler ve zayif pozitif kontrol

ornekle yapilan qRT-PCR goriintiileri Sekil 3.3.’de gosterildi.
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Sekil 3.3. Plazmid seri sulandirmalari ve diisiik viral yiike sahip pozitif 6rnekle yapilan qrt RT-PCR.

Mezbahalarda kesilen hayvanlardan toplanan 1337 plazma 6rneginden yapilan
RNA ekstraksiyonu sonrasinda, QRT-PCR ile dokuz 6rnekte KKKAV RNA’s1 tespit
edildi. Virus RNA’s1 tespit edilen orneklerden ikisi koyunlardan alinan plazma
orneklerinde ve yedisi ise sigirlardan aliman plazma Orneklerinde tespit edildi.
Kecilerde ise virus RNA’sina rastlanilmadi. Yapilan qRT-PCR ile hastaligin toplam
prevalans oran1 %0,67 bulunurken, sigirlarda bu oran %0,74 ve koyunlarda ise
%0,52 olarak tespit edildi. Virus RNA’s1 tespit edilen 6rneklerin aylara gore dagilim
incelendiginde, iki 6rnegin 2014 yili Nisan ayina, yedi 6rnegin ise 2014 yili Mayis
ayma ait oldugu goriildii ve diger aylarda pozitiflik tespit edilmedi. Hastaligin aylara

gore prevalans orani Nisan aymda %]1,24 ve Mayis ayinda ise %35,18 olarak bulundu.
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Plazma orneklerinin toplandigi {i¢ ilde de virus RNA’s1 tespit edildi.
Ornekleme yapilan her ilde iki mezbahadan 6rnek toplanmasma ragmen her ilde
sadece bir mezbahadan aliman plazma Orneklerinde virus RNA’sina rastlanildi.
Samsun ili Vezirkoprii ilgesi Belediye mezbahasinda bir 6rnekte, Tokat ili Zile ilgesi
Belediye mezbahasinda iki ornekte ve Sivas ili Merkez ilgesi 6zel Yurtseven
mezbahasinda ise alt1 ornekte virus RNA’s1 tespit edildi. Ayrica pozitif tespit edilen
sekiz 6rnek disi hayvanlardan alinirken, sadece bir 6rnek erkek hayvandan alindi.
Virus RNA’s1 tespit edilen drneklerin alindig1 hayvanlarin yaslarina bakildiginda, iki
plazma 6rneginin 12 aylik yastan kiiciik koyunlardan ve yedi plazma 6rneginin ise 25
ay ve lizeri yastaki sigirlardan alindig1 goriildii. Virus RNA’s1 tespit edilen 6rneklerin
il, ilge, mezbaha, 6rnekleme zamani ve hayvan tiiriine gore dagilimi Cizelge 3.7.’de

gosterildi.

Cizelge 3.7. qrt RT-PCR ile virus RNA’s1 tespit edilen drneklerin hayvan tiirleri, aylara ve mezbahalara gore
dagilimi. Hayvan sayisi, ayn1 ay icinde ilgili mezbahadan yapilan 6rnek say1 olup prevalans orani bu sayiya gore
hesaplanmustir.

il Ilge Mezbaha Hayvan Ay-Yil Hayvan Prevalans
Tird Say1st Oran (%)

Samsun  Vezirkoprii Belediye Sigir Nisan 2014 1/15 6,67

Tokat Zile Belediye Koyun Nisan 2014 1/23 4,35
Koyun May1s 2014 1/20 5

Sivas Merkez Yurtseven Sigir May1s 2014 6/36 16,67

Virus RNA’s1 tespit edilen Orneklerin viral yiikleri, plazmidin seri
sulandirmalariyla ayni reaksiyonda yapilan qRT-PCR testinde Light Cycler 2.0
cihaz1 ile 4,10x10%-2,40x10° kopya/mL arasinda hesaplandi. Mayis ay1 icerisinde
toplanan 6rneklerin viral yiiklerinin, Nisan ayinda toplanan orneklerin viral ytiklerine
oranla daha yiiksek oldugu gozlendi. Ayrica viral ytkleri tespit edilen yedi 6rnek
seronegatif olarak tespit edilirken, iki 6rnek seropozitif olarak tespit edildi. Kantitatif
real time RT-PCR ile viral yiikleri tespit edilen drneklere ait bilgiler Cizelge 3.8.’de
gosterildi. Bunun yam sira, bazi Ornekler ile plazmid sulandirmalarinin aym

reaksiyonda yapilan qrt-PCR goriintiileri Sekil 3.4.’de gosterildi.
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Cizelge 3.8. qrt RT-PCR ile viral yiikleri tespit edilen 6rneklere ait bilgiler.

Hayvan  Hayvamn Ornekleme  il-llge-Mezbaha  Viral Yiik Ct Degeri ELISA

Tiirti Cinsiyeti- Zamani Miktar1 Sonucu
Yas1 (Ay) (Kopya/mL)

Sigir Disi Nisan-2014  Samsun-V.Képrii 1,01x10° 33,55 Negatif
67 Ay Belediye

Koyun Disi Nisan-2014  Tokat-Zile 4,10x10" >35 Negatif
<12 Ay Belediye

Koyun Erkek  Mayis-2014  Tokat-Zile 2,00x10° 30,36 Negatif
<12 Ay Belediye

Sigir Disi Mayis-2014  Sivas-Merkez 3,08x10? 32,67 Negatif
25 Ay Yurtseven

Sigir Disi Mayis-2014  Sivas-Merkez 2,40x10° 30,19 Negatif
25 Ay Yurtseven

Sigir Disi Mayis-2014  Sivas-Merkez 4,10x10" >35 Negatif
25 Ay Yurtseven

Sigir Disi Mayis-2014  Sivas-Merkez 1,91x10° 30,56 Pozitif
61 Ay Yurtseven

Sigir Disi Mayis-2014  Sivas-Merkez 2,34x10° 30,23 Pozitif
25 Ay Yurtseven

Sigir Disi Mayis-2014  Sivas-Merkez 1,75x10° 30,53 Negatif
46 Ay Yurtseven
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Sekil 3.4. Baz1 6rnekler ile plazmid sulandirmalariin qrt RT-PCR goriintiileri.




3.3.Pozitif Orneklerin Tek Asamali RT-PCR ile Test Edilmesi ve Dizi Analizi

Viral yiikleri tespit edilen dokuz 6rnegin tek asamali RT-PCR ile test edilmesi
sonucunda, dort adet 6rnek pozitif bulundu. Pozitif sonug veren bu dort adet 6rnegin
dizi analizleri, hizmet satin alma yontemi ile ticari firmaya (Refgen, Ankara)
yaptirildi. Dizi analizleri yaptirilan 6rneklerden bir adedinin dizi analizi iyi bir
sekilde okundu. Ornege (SMSN-14) ait genom diziliminin, KKKAV S segmentine
gore tiim hatlar1 kapsayacak sekilde segilen virus izolatlariyla birlikte Biological
Neighbor Joining metodu (BioNJ) ile 1000 tekrarli olarak filogenetik analizi
yapildiginda, Avrupa Hat I igerisinde yer aldigi tespit edildi. KKKAV S segmentine
gore yapilan filogenetik agag¢ Sekil 3.5.’de gosterildi.
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Sekil 3.5. KKKAV S Segmentine gore filogenetik agag. Filogenetik analiz BioNJ metodu kullanilarak 1 000
tekrarli olarak yapildi. Bu tez ¢alismasinda elde edilen 6rnege genom dizilimi “SMSN-14" olarak isimlendirildi..
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4. TARTISMA

Zoonoz karakterli bir hastalik olan KKKAYV enfeksiyonlarinda klinik hastalik
tablosu insanlarda sekillenirken, evcil ve yabani memeli hayvanlarda klinik belirti
goriilmeden sadece iki haftaya kadar uzayabilen viremi sekillenmektedir (Ergonul ve
Whitehouse, 2007; Leblebicioglu ve ark., 2015). Insanlarda meydana gelen
enfeksiyonlarda goriilen klinik belirtiler yaygin ekimoz alanlari, i¢ organlarda
kanamalar, karaciger yetmezligi ile karakterize olup mortalite oran1 %2-30 arasinda
tespit edilmektedir (Ergonul ve Whitehouse, 2007; Ergunay ve ark., 2014,
Weidmann ve ark., 2016). Giinimiize kadar KKKAV enfeksiyonlari, diinya
genelinde 30°dan fazla iilkede bildirilmis olup insan saglig1 agisindan en yaygin ve
en 6nemli kene kaynakli hastaliklardan bir tanesi olarak bilinmektedir (Ergonul ve
Whitehouse, 2007; Mertens ve ark., 2013).

Hastaligin en 6nemli bulasma kaynagi olarak KKKAV ile enfekte keneler
gosterilmektedir (Weidmann ve ark., 2016). Etken dogada, kene-omurgali-kene
dongiisii ile sirkiile olmakta ve hastaligin asil vektorii olarak Hyalomma tiirti keneler
kabul edilmektedir (Mertens ve ark., 2013). Hastaligin bulagmasi, enfekte insanlarin
ve viremik hayvanlarin kan ve diger viicut sivilari ile temasla da meydana
gelebilmektedir (Weidmann ve ark., 2016). Ayrica, hasta insanlarin tedavileri
sirasinda nosokomial bulagsma da goriilmektedir (Mertens ve ark., 2013). S6z konusu
bulasma yollarinin onceligi llkelere gore farkliliklar arz etmektedir. Hastaligin
endemik olarak goriildiigii Tiirkiye’de meydana gelen insan vakalarinda asil bulagma
yolu olarak kene ile 1sirilma gosterilmekte ve vakalarin %68,9’unda kene ile 1sirilma
hikayesi mevcut iken Iran ve Afganistan’da meydana gelen insan vakalarinda enfekte
hayvan veya onlarin kan, doku ve diger viicut sivilariyla temasin daha muhtemel

bulagma yolu oldugu bildirilmektedir (Mertens ve ark., 2013; Mustafa ve ark., 2011).
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KKKAV’ye kars1 onaylanmig bir asinin bulunmamasi ve uygulanan tedavinin
sadece semptomlara yonelik olmasi, hastalikla ilgili koruyucu dnlemleri daha degerli
kilmaktadir. Bu nedenle hastaligin endemik olarak goriildiigii alanlarin veya risk
alanlarinin belirlenmesi, halk sagligi 6nlemlerinin giivenilir sekilde uygulanmasi igin
onemlidir (OIE, 2014). Bir bdlgenin hayvan popiilasyonunda KKKAV spesifik
antikorlarin durumu, o bdlgede hastaligin varligi veya yoklugu acisindan iyi bir
indikator olarak kabul edilmektedir (OIE, 2014; Schuster ve ark., 2016). Evcil ve
yabani hayvanlarda yapilan seroepidemiyolojik ¢alismalar, hastaligin endemik olarak
goriildiigii tilkelerde diisiik veya yiiksek riskli bolgelerin belirlenmesi agisindan da
onem tagimaktadir (Mertens ve ark., 2013). Ornegin, hastaligin endemik olarak
goriildiigli Tirkiye’de fazla sayida insan vakasinin goriildiigii Tokat ilinde sigir,
koyun ve kegiler de yapilan seroepidemiyolojik bir calismada seroprevalans orani
%66,08 olarak tespit edilirken, ¢ok daha az insan vakasinin goriildiigii Bursa,
Balikesir ve Bilecik illerinde yapilan bir ¢alismada ise ayni hayvan tiirlerinde
seroprevalans oran1 %33,10 tespit edilmistir (Oziipak, 2017; Tuncer ve ark., 2014).
Hayvanlarda yapilan seroepidemiyolojik calismalarin yani sira insanlarda yapilan
calismalar da riskli bolgelerin tespiti i¢in onemlidir. Tiirkiye’nin Avrupa Kita’sinda
bulunan Trakya Bolgesi’nde yapilan bir ¢alismada insanlarda seroprevalans orani
%S5,26 olarak tespit edilmistir. Ancak s6z konusu ¢alismanin yapildig1 zamana kadar
ayni bolgede insanlarda KKKAV olgular1 goriilmemistir (Mertens ve ark., 2013;
Midilli ve ark., 2009). Bu bolgede ilerleyen yillarda, insan vakalarinin goriilmeye
baslamas1 seroepidemiyolojik caligmalarin risk alanlarinin belirlenmesinde 6nemini

gosteren 1yi bir 6rnektir (TCSB, 2017).

Hastaligin endemik olarak goriilmedigi {iilkelerin hayvan popiilasyonunda
yapilan seroepidemiyolojik ¢alismalarda, virusun sirkiilasyonu veya risk
durumlarinin ortaya konulmasi acisindan onemli bilgiler vermektedir (Mertens ve
ark., 2013). Bir¢cok Avrupa iilkesinde bildirilmis insan vakasinin olmamasina
ragmen, hastaligin kompetant vektorii olarak kabul edilen Hyalomma marginatum
tiirli kenelerin bu iilkelerde mevcut oldugu bilinmektedir (Dreshaj ve ark., 2016).

Iklim degisiklikleri, insan davranislar;, hayvan hareketleri ve kus gocleri gibi
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faktorlere bagli olarak bu iilkelerde bulunan hayvan ve/veya vektor kene
popiilasyonlarna virusun bulagma ihtimali bulunmaktadir. Bu durum, bahsedilen
iilkelerde virusun dogada sirkiile olmasi veya insan vakalarinin goriilmesi agisidan
risk olusturmaktadir (Mertens ve ark., 2013). Giinliimiize kadar raporlanmis insan
vakas1 olmayan Almanya, italya ve Yeni Zelanda gibi iilkelere evcil hayvanlarda
antikor varligma iligkin kanita rastlanmamistir (Spengler ve ark., 2016a). Ancak,
Makedonya’da son KKKAYV salginin 1970 yilinda goriilmesine ragmen 2009-2011
yillar1 arasinda toplanan sigir serum Orneklerinde seroprevalans orant %14,6 olarak
tespit edilmistir. Bu durum iilkede virusun varlig1 ve sirkiile oldugunun kanit1 olarak

kabul edilmektedir (Dreshaj ve ark., 2016; Mertens ve ark., 2015).

Gilinitimiize kadar, VNT, HI, AGID, KFT, IFA ve cesitli ELISA testleri gibi
analiz yontemleri, insan ve hayvanlarda meydana gelen KKKAV spesifik antikor
cevabin tespiti i¢in kullanilmistir. Ancak ELISA testlerinin diger yontemlere kiyasla
daha spesifik, daha hizli, daha sensitif ve daha kolay tekrarlanabilir olmasindan
dolayr serolojik olarak KKKAV arastirmalarinda daha cok tercih edildigi kabul
edilmektedir (Spengler ve ark., 2016a). Bunun yani sira, ticari olarak temin
edilebilen ELISA kitlerinin tamami insan antikorlarinin tespiti igin {iretilmis olup, bu
ELISA kitlerinin hayvanlar i¢in uygulanabilir hale getirilmesi miimkiindiir. Ayrica
hayvanlarda meydana gelen antikor cevabin arastirilmasi i¢in in-house ELISA Kitleri
de kullanilabilmektedir (Mertens ve ark., 2013; OIE, 2014). Schuster ve ark. (2016)
tarafindan yapilan calismada, koyun ve kecilerde olusan KKKAV spesifik IgG
antikorlarini tespit edebilmek amaciyla ticari ELISA, IFA ve in-house ELISA Kitleri
kullanilmis ve bu kitlerin duyarhiliklar1 karsilastirilmistir. Arastirmacilar tarafindan
insan antikorlarin1 taniyan ticari ELISA Kkiti koyun ve kecilere uygun hale
getirildikten sonra yapilan testlerde ticari IFA ve in-house ELISA kitlerine gore daha
spesifik ve sentisitif oldugu tespit edilmistir (Schuster ve ark., 2016). Bu bilgiler
1s1¢inda, yapilan bu tez c¢alismasinda ticari ELISA Kiti, Schuster ve ark. (2016)

tarafindan tavsiye edilen degisiklikler yapilarak kullanilmigtir.
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Hayvan tiirlerinde KKKAV spesifik antikor varlifinin tespiti amaciyla
kullanilacak ticari kitlerin bulunmamasi, giiniimiize kadar hayvanlarda yapilan
seroepidemiyolojik ¢alismalarin sinirli sayida kalmasina neden olmustur (Mertens ve
ark., 2013). Evcil hayvanlarda KKKAV spesifik antikor varliginin arastilmasi
amaciyla, giiniimiize kadar 34 farkli iilkede seroepidemiyolojik ¢alisma yapilmistir.
Bu aragtirmalarin biiylik bir kismi sigir (75’ten fazla), koyun (49’dan fazla) ve
keciler de (33’den fazla) yapilmistir. Bahsedilen hayvan tiirleri haricinde manda,
deve, kopek, esek, at ve deve kusu gibi evcil hayvanlarda da yapilan
seroepidemiyolojik calismalar bulunmaktadir (Albayrak ve ark., 2012; Kirbas ve
ark., 2010; Spengler ve ark., 2016a). Sigirlarda yapilan ¢alismalarda en yiiksek
seroprevalans oranlar1 Afganistan’da %79,1 ve Tirkiye’de %79 olarak tespit
edilmistir (Ergonul ve Whitehouse, 2007; Spengler ve ark., 2016a). Benzer sekilde
koyunlarda tespit edilen en yiiksek seroprevalans orani %85,71 ve kecilerde ise
%82,8 olarak yine Tiirkiye’de tespit edilmistir (Albayrak ve ark., 2012; Oziipak,
2017). Hastaligimn endemik olarak  gorildigi  Tirkiye’de  yapilan bu
seroepidemiyolojik ¢aligmalar, insan vakalarinin daha siklikla goériildiigii bolgelerde
yetistirilen hayvanlar iizerinde yapildigi bilinmektedir (Albayrak ve ark., 2012;
Ergonul ve Whitehouse, 2007; Oziipak, 2017).

Evcil hayvanlarda yapilan seroepidemiyolojik ¢aligmalarda tespit edilen
seroprevalans oranlari, calismanin yapildig1 cografik alanin hastalik yoniinden
durumuna bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Buna bagli olarak, 2016 yilina
kadar diinya genelinde yapilan c¢alismalarda, sigirlarda tespit edilen ortalama
seroprevalans oran1 %19,33, koyunlarda %?23,85 ve keciler de ise %28,07 olarak
bulunmustur. Hastaligin endemik olarak goriilmedigi iilkelerde yapilan ¢alismalarda
ya seropozitiflik tespit edilememis ya da diger iilkelere kiyasla diisiik seviyelerde
seroprevalans oranlar1 saptanmistir. Bildirilmis insan vakasinin olmadigi ¢ogu
Avrupa llkesinde yapilan c¢aligmalarda, hayvanlarda seropozitiflik tespit
edilmemesine ragmen Irlanda ve Macaristan’da sigirlarda seroprevalans oranlari
sirastyla, %1,9 ve %0,9 olarak bulunmustur (Spengler ve ark., 2016a). En son
KKKAV salginin 1970 yilinda gorildiigi Makedonya bu noktada farklilik
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gostermektedir (Dreshaj ve ark., 2016). Schuster ve ark. (2016) tarafindan
Arnavutluk ve Makedonya’da yapilan ¢alismada, 2011-2013 yillart arasinda sigir,
koyun ve kegilerden toplanan serum oOrnekleri KKKAV spesifik antikor varligi
yoniinden arastirilmistir. Arnavutluk’ta 2001-2008 yillar1 arasinda bildirilmis 32 adet
insan vakasi olmasina ragmen Makedonya’da tiim hayvan tiirlerinde seroprevalans
oranlari, Arnavutluk’ta tespit edilen seroprevalans oranlarina gore daha yiiksek
bulunmustur (Dreshaj ve ark., 2016; Schuster ve ark., 2016). Ozellikle koyun ve
kecilerde tespit edilen seroprevalans oranlarinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle,
aragtirmacilar tarafindan daha ayrintili ¢alismalarin yapilmasi ve insanlar agisindan

risk durumunun ortaya konulmasi gerektigi vurgulanmistir (Schuster ve ark., 2016).

KKKAV enfeksiyonlarinin endemik olarak goriildiigii Iran’da yapilan
calismalara bakildigi zaman seroprevalans oranlart sigirlarda %25, koyunlarda
%77,52 ve kecilerde ise %69 olarak tespit edilmistir (Bokaie ve ark., 2008;
Mostafavi ve ark., 2013). Ancak yine Iran’da yapilan bir calismada seroprevalans
orani koyunlarda %3,7 gibi ¢ok diisiik oranda bulunmustur. Arastirmacilar tarafindan
koyunlarda tespit edilen seroprevalans oranlar1 arasindaki bu farkin, ornekleme
yapilan boélgelerde goriilen insan vaka sayilari ile benzerlik gosterdigi
sOylenmektedir. Soyle ki, seroprevalans oram1 %3,7 olarak tespit edilen bolgede
simdiye kadar insan vakasi raporlanmamisken, aragtirmalarin yapildigi diger
bolgelerde hastaligin insanlarda endemik olarak goriildiigii belirtilmistir (Mostafavi
ve ark., 2012). Bu durum evcil hayvanlarda tespit edilen seroprevalans oraninin,
insanlarda goriilmesi muhtemel enfeksiyonlar a¢isindan risk durumunun belirlenmesi

icin ne denli 6nem arz ettigini gostermektedir.

Tiirkiye’de hayvanlarda KKKAV spesifik antikorlarin varligini tespiti i¢in
yapilmis sadece 5 adet ¢aligma bulunmaktadir. Yapilan bu ¢aligmalarda
seroprevalans oranlar1 sigirlarda %13-79, koyunlarda %31,8-85,71 ve kegilerde ise
%66-82,8 arasinda tespit edilmistir (Albayrak ve ark., 2012; Ergonul ve Whitehouse,
2007; Oziipak, 2017; Tuncer ve ark., 2014). Yapilan bu tez calismasinda ise
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seroprevalans oranlart sigirlarda %36,21, koyunlarda %6,27 ve kegilerde %6,67
olarak tespit edilmistir. Tez calismasi ile koyun ve kegilerde tespit edilen
seroprevalans oranlarinin diger calismalara kiyasla onemli derece diisiik oldugu
gorildii. Ancak yapilan bu tez caligmasinda istenilen diizeyde keci Ornegi
toplanamadigi i¢in kecilerde tespit edilen seroprevalans oranlarindaki farkliliklarin
irdelenmesinin hatali yorumlara neden olabilecegi diistiniilmektedir. Koyunlarda
tespit edilen seroprevalans oranlarindaki farklihgin ise Ornekleme yapilan
hayvanlarin 6zelliklerin kaynaklandig1 distiniilmektedir. Daha Once yapilan
calismalarda serum 6rnegi toplanan hayvanlarin bir veya iizeri yastaki koyunlardan
secildigi, orneklerin vektor kenelerin aktif oldugu bahar ve yaz aylarinda alindigs,
Tuncer ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢alisma disinda orneklerin hastaligin
endemik oldugu bolgelerde halk elinde yetistirilen koyunlardan toplandigi ve
ornekleme sirasinda koyunlarda kene enfestasyonunun mevcut oldugu arastirmacilar
tarafindan belirtilmistir (Albayrak ve ark., 2012; Kirbag ve ark, 2010; Ozﬁpak, 2017;
Tuncer ve ark., 2014). Bu tez calismasinda ise drnekleme sadece kene aktivasyonun
oldugu zamanlarda degil tiim yil siiresince yapildi. Ayrica, drnekleme mezbahalarda
kesimi yapilan hayvanlarda yapilarak, ornekleme sirasinda yapilan kontrollerde
koyunlarda kene enfestasyonuna rastlanilmadi. Tez ¢alismasi sirasinda toplanan 383
adet koyun orneginin 331 adedi (%86,42) bir yastan kiigiik hayvanlardan temin
edildi. Daha once yapilan ¢aligmalara kiyasla bu tez caligmasinda koyunlarda
seroprevalansin diisiik oranda tespit edilmesinin sebebi olarak, drnekleme yapilan

hayvanlarin bahsedilen bu farkliliklar1 diisiiniilmektedir.

Ozellikle &rnekleme yapilan hayvanlarin yaslari arasindaki bu farkliliklarin
tespit edilen seroprevalans oranlari iizerine 6nemli etkisi oldugunu diisiiniilmektedir.
Soyle ki, daha biliyiik yastaki koyunlarin hayatlarinin herhangi bir déneminde
KKKAYV ile enfekte keneyle kargilama ihtimali bir yas ve altindaki koyunlara kiyasla
cok daha yiiksek oldugu kabul edilmektedir. Diger taraftan besi amach yetistirilen
koyunlarin daha hizli bir sekilde kilo almalarini saglamak amaciyla diizenli olarak i¢
ve dig parazitlere kars1 ilag kullanildigi bilinmektedir. Bahsedilen bu sebepler,

seroprevalans oranlarindaki farkliligin nedenleri olarak degerlendirilmistir.
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Bu tez calismasinda sigirlarda tespit edilen %36,21°lik seroprevalans oraninin,
Ergonul ve Whitehouse (2007) tarafindan bildirilen seroprevalans oranindan (%79)
disiik, Kirbas ve ark. (2010) ile Tuncer ve ark. (2014) tarafindan yapilan
calismalarda tespit edilen seroprevalans oranlarindan yiiksek (sirasiyla %17 ve %13),
Oziipak (2017) tarafindan yapilan calismada tespit edilen seroprevalans oranina
(%38,5) benzer oldugu goriildi. Ergonul ve Whitehouse (2007) tarafindan bildirilen
calismada 6rnekleme yapilan hayvanlardaki kene enfestasyon durumu agiklanmamais
olmasma ragmen, calismanin yapildigt zaman ve sartlar diisiintldiigiinde
aragtirmanin kene enfestasyonu bulunan sigirlardan ve hatta hastalifin endemik
oldugu alanlarda yapildig: diisiiniilmektedir. Bu tez calismasinda sigirlarda yapilan
ornekleme sirasinda hayvanlarda kene enfestasyonuna rastlanilmadi. Bahsedilen iKi
caligmada tespit edilen seroprevalans oraninlarindaki farkliginin nedeni olarak
sigirlarin kene enfestasyon durumlarindan kaynaklandigi kabul edilmektedir. Tuncer
ve ark. (2014) tarafindan yapilan calisma hastalifin endemik olarak goriilmedigi
bolgelerde yapilmasindan dolayr bu tez calismasina kiyasla daha diisiik oranda
seroprevalans tespit edildigi disiiniilmektedir. Ayrica Kirbas ve ark. (2010)
tarafindan yapilan ¢alismada Samsun, Tokat ve Sivas illerinde seroprevalans orani
%26,66 olarak tespit edilmis olup, ayni illerde 6rnekleme yapilan bu tez ¢alismasina
yakin oranda seroprevalans tespit edildigi goriilmektedir. Oziipak (2017) tarafindan
hastaligin endemik olarak goriildiigii Tokat ilinde sigirlarda yapilan ¢alisma da tespit
edilen seroprevalans orani ile yapilan bu tez ¢alismasinda tespit edilen seroprevalans
oraninin birbirine ¢ok yakin oldugu goriildi. S6z konusu iki caligma hem
ornekleminin yapildigi iller hem de O&rnekleme yapilan hayvanlarda kene
enfestasyonun olmamasi ve hayvanlarin yaglart agisindan birbirine benzerlik

gostermektedir.

Tez caligmasinda illere gore sigirlarda tespit edilen seroprevanlans oranlari
Samsun ilinde %13,17, Tokat ilinde %26,52 ve Sivas ilinde %51,20 olarak tespit
edildi. Kirbas ve ark. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada sigirlarda seroprevalans

oranlar1 Samsun ilinde %10, Tokat ilinde %40 ve Sivas ilinde %30 olarak tespit
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edilmistir. Oziipak (2017) tarafindan yapilan ¢alismada ise Tokat ilinde sigirlarda

tespit edilen seroprevalans orani %38,5 olarak bulunmustur.

Bu tez calismasinda illere gore koyunlarda tespit edilen seroprevalans oranlari
Samsun ilinde %7,64, Tokat ilinde %5,80 ve Sivas ilinde %4,49 olarak bulundu.
Ayni illerde yapilan g¢alismalarda koyunlarda tespit edilen seroprevalans oranlari
%41,66-50 arasinda tespit edilmistir (Albayrak ve ark., 2012; Kirbas ve ark., 2010).
Ayrica Oziipak (2017) tarafindan Tokat ilinde yapilan calismada koyunlarda
seroprevalans oran1 %83,3 olarak bulunmustur. Bu tez calismasinda koyunlarda
seroprevalans oranlari her ii¢ ilde de yapilan diger calismalara gore ¢ok daha diisiik

oranlarda tespit edildi.

Calisma sirasinda Ornekleme yapilan mezbahalarda seroprevalans oranlari
%10,27-51,81 arasinda tespit edildi. Ozellikle Sivas ilinde faaliyet gdsteren ozel
Yurtseven (%39,26) ve ozel Yildiz (%51,81) mezbahalar1 ile Tokat ili Turhal
ilcesinde faaliyet gosteren o6zel Yesilirmak (%25,09) mezbahasinda tespit edilen
seroprevalans oranlarinin diger mezbahalara kiyasla yiiksek oldugu goriildii.
Mezbahalara gore sigirlarda tespit edilen seroprevalans oranlari ise %7,14-53,19
arasinda bulundu. Sivas ilinde faaliyet gdsteren mezbahalarda sigirlarda tespit edilen
seroprevalans oranlart %49,81-53,19 arasinda, Tokat ilinde %26,46-26,79 arasinda
ve Samsun ilinde %7,14-14,39 arasinda tespit edildi.

Mezbahalara gore koyunlarda tespit edilen seroprevalans oranlari %3,80-12
arasinda bulundu. Sigirlarda en yliksek seroprevalans oraninin tespit edildigi Sivas
ilinde faaliyet gosteren 0zel Yildiz mezbahasinda koyunlarda seropozitiflige
rastlanilmadi. Benzer sekilde Sivas ilinde faaliyet gosteren 0zel Yurtseven
mezbahasinda koyunlarda seroprevalans oran1 %4,82 olarak tespit edildi. Sivas ilinde
faaliyet gOsteren bu mezbahalarda sigirlarda yiiksek seroprevalans oranlari tespit

edilirken koyunlardaki seroprevalans oranlarin diisiik bulunmasinin nedeni, kesimi
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yapilan hayvan tiirlerine gore farkli yas araliklarinda hayvanlarin kesilmesi olarak
diistiniilmektedir. Soyle ki, Sivas ilinde yapilan toplam 459 adet sigir 6rneklemesinin
452 adedi (%92,59) iki yas ve tizeri sigirlardan alinirken, koyunlarda yapilan toplam
88 adet orneklemenin 86 adedinin (%97,73) bir yas ve altinda koyunlardan alindig:
goriilmektedir. Bu durum da hayvanlarda tespit edilen diisiik seroprevalans degerinin
bir sebebi olarak degerlendirilmistir. Hayvanlarda kene enfestasyonunun da tespit
edilmemis olmas1 son yil i¢inde hayvanlar arasinda virus sirkiilasyonunu ¢ok sinirh

kaldig1 seklinde yorumlanmustir.

Diinya genelinde yapilan seroepidemiyolojik caligmalara bakildiginda genel
olarak sigirlarda tespit edilen seroprevalans, koyunlarda tespit edilen seroprevalansa
gore daha diisiik oranda bulunmaktadir (Spengler ve ark., 2016a). Bu durum
Tirkiye’de yapilan calismalarda daha belirgin sekilde karsimiza c¢ikmaktadir
(Oziipak, 2017; Tuncer ve ark., 2014). Sigir ve koyunlarda tespit edilen
seroprevalans oranlarindaki farkliligin nedeni olarak, hayvanlarin tiir 6zelliklerinden
kaynakli farkliliklar, yetistiriciler tarafindan uygulanan farkli bakim kosullar1 ve
hayvanlarin  otlama sirasinda  gosterdikleri  davranig  farkliliklar1  olarak
disiiniilmektedir. Yapilan tez c¢alismasinin sonuglart incelendiginde ise diger
caligmalarin aksine koyunlarda tespit edilen seroprevalans, sigirlarda tespit edilen
seroprevalansa gore daha diisiik oranda bulundu. Bu farkliligin, tez c¢alismasi
sirasinda  yapilan Orneklemelerin  hayvan tiirlerine farkli yaslarda dagilim

gostermesinden kaynaklandig: diisiintilmektedir.

Evcil hayvanlarda tespit edilen seroprevalans oranlari, 6rneklemenin yapildig:
iilke, bolge ve mevsim gibi biyolojik olmayan risk faktorlerine bagli olarak
degisiklik gostermektedir. Genellikle yaz aylarinda evcil hayvanlarda seroprevalans
oranlar artarken kis ve ilkbahar aylarinda azalma goriilmektedir. Rusya’da yapilan
bir ¢aligmada ise KKKAYV spesifik antikorlarin tespiti i¢in en uygun zamanin Eyliil
ay1 oldugu bildirilmistir (Spengler ve ark., 2016a). Bu tez ¢alismasinda aylara gore

seroprevalans oranlart %14,81-47,62 arasinda tespit edildi. Koyunlarda yapilan
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orneklemenin aylara gore dagilimi diizenli olmadigi ve kegilerde yeterli 6rnek
toplanilamadigindan dolay1 bu hayvan tiirlerinde istatistiksel analiz yapilamadi. Sigir
orneklerinde yapilan Ki-Kare testi (p<0,001) ile tespit edilen seroprevalans
oranlarinin aylara gére anlamli farkliliklar gosterdigi goriildii. Sigirlarda, aylara gore
en yiiksek seroprevalans orant %63,93 olarak Kasim ayinda saptandi. Mevsimlere
gore sigirlarda seroprevalans oranlar1 %35,54-38,05 arasinda tespit edilerek, yapilan
tez ¢alismasinda mevsimsel olarak seroprevalans oranlarinda bir fakliligin olmadigi
gorildii. Yapilan incelemelerde, sigirlarda Kasim ayimda tespit edilen yiiksek
seroprevalans oraninin  Ornekleme yapilan hayvanlarin yas dagilimindan
kaynaklandig1 anlasildi. Soyle ki, sigirlarda seroprevalans oraninin en yiiksek tespit
edildigi Kasim ay1 igerisinde yapilan 61 adet sigir 6rneklemesinin 55 adedi (%90,16)

iki yas ve lizeri hayvanlardan alindig: belirlendi.

Arastirmacilar tarafindan cinsiyetin biyolojik olmayan risk faktorii olabilecegi
ve buna baglh olarak tespit edilen seroprevalans oranlarinda farkliliklar
goriilebilecegi diisiintilerek yapilan bazi ¢alismalarda cinsiyetin etkisi aragtirilmustir.
Glniimiize kadar yapilan g¢aligmalarda cinsiyete bagli seroprevalans oranlarinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilememistir (Adam ve ark., 2013;
Spengler ve ark., 2016a; Wilson ve ark., 1990). Yapilan bu tez ¢alismasinda da tespit
edilen seroprevalans oranlarinin cinsiyete gore dagilimlari incelendi. Ki-Kare testi
(p=0,126) ile yapilan istatistiksel analiz ile koyunlarda bulunan seroprevalans
oranlarinin cinsiyete bagh olarak anlamli farklilik gostermedigi tespit edildi. Ancak
sigirlarda yapilan Ki-Kare testinde (p<0,001) cinsiyete bagli olarak seroprevalans
oranlarmin anlaml sekilde farklilik gosterdigi saptanildi. Disi  sigirlarda
seroprevalans orani1 %50,27 ve erkek sigirlarda ise %16,58 olarak bulundu. Sigirlarda
toplam 939 adet 6rnekleme yapilarak 340 adet seropozitif hayvan tespit edilirken,
547 adet disi sigir 6rneklemesinin 275 adedinde seropozitiflik tespit edildi.

Yapilan bu tez calismasinda, onceki calismalarin aksine cinsiyete bagl olarak

sigirlarda tespit edilen seroprevalans oranlarinda farkliliklarin oldugu gortildii. Ancak
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daha ayrintili yapilan incelemelerde, 6rnekleme yapilan disi ve erkek sigirlarin yas
dagilmlarinda da farkliliklar oldugu tespit edildi. Ornekleme yapilan toplam 547
adet disi s1girin 498 adedinin (%91,04) iki yas ve tizerinde oldugu ve erkek sigirlarda
yapilan toplam 392 adet 6rneklemenin ise 338 adedinin (%86,22) bir ile ii¢ yas
arasinda oldugu goriildii. Ayrica hem disi hem de erkek sigirlarda yasin artmasina
bagli olarak seroprevalans oranlarmin da yiikseldigi tespit edildi. Bu bilgiler goz
ontine alindiginda disi ve erkek sigirlarin seroprevalans oranlarindaki farkliligin
sadece cinsiyete baglh olarak degiskenlik gdstermedigi, ayni zamanda yas
faktoriintinde bu seroprevalans oranlari tizerine etkisinin oldugu diisiiniilmektedir. Bu
nokta da tesis olan antikor yanitinin ne kadar siireyle tespit edilebilir seviyede kaldigi
ile ilgili somut bulgular olmasa da ozellikle ¢alisma kapsaminda kullanilan sigir
poplilasyonunun yast ve seroprevalans degerleri dikkate alindiginda, bu ¢aligmada
tespit edilen serokonversiyonun gee¢mis yillara ait olabilecegi Ongoriisiinii

kuvvetlendirmektedir.

Evcil hayvanlarda yapilan calismalarda, seroprevalans oranlarinin yasa bagl
olarak anlamli farkliliklar gosterdigi tespit edilmistir. Yapilan calismalarda yasin
artmasma bagli olarak tespit edilen seroprevalans oranlarmin yiikseldigi
goriilmektedir. Sigir, koyun ve kegilerde yasin biyolojik olmayan risk faktorii olarak
onemli oldugu vurgulanmaktadir (Adam ve ark., 2013; Bokaie ve ark., 2008;

Mostafavi ve ark., 2012; Spengler ve ark., 2016a; Wilson ve ark., 1990).

Bu tez ¢alismasinda, drnekleme yapilan hayvanlar yaslarina gore dort farkli
gruba ayrildi. Sigir ve koyun 6rneklerinin tiir ayrimi yapilmadan yas gruplarina gore
seroprevalans oranlari incelendiginde Ki-Kare testi (p<0,001) ile anlamli farkliliklar
gosterdigi tespit edildi. Sigir ve koyunlarda tespit edilen seroprevalans oranlari, 0-12
aylik yastaki hayvanlarda %35,63, 13-24 aylik yastaki hayvanlarda %14,34, 25-36
aylik yastaki hayvanlarda %33,51 ile 37 ay ve tizeri yastaki hayvanlarda ise %57,19
olarak bulundu.
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Koyunlarda seroprevalans oranlarinin yas gruplar igerisinde yasin artmasina
bagl olarak yiikseldigi tespit edildi. Yas gruplarma gore koyunlarda en yiiksek
seroprevalans %42,86 ile 37 ay ve lzeri yastaki hayvanlarda bulundu. Ancak
koyunlarda yapilan 6rneklerin yas gruplarina gore diizenli dagilmadig ve 0-12 ay
yastaki koyunlarda toplam Ornekleminin %86,42’sini olusturdugu goriildii. Buna
bagli olarak hem tespit edilen seropozitiflik hem de seroprevalans oranlari agisindan
ornekleme yapilan tiim koyunlar goz oniine alindiginda 0-12 aylik yastaki hayvanlar
On plana ¢ikmaktadir. Tiim koyun 6rneklerinde tespit edilen 24 adet seropozitifligin
18 adedi bu yas grubundaki hayvanlarda tespit edilirken yapilan toplam 383 adet
koyun orneklemesine gore seroprevalans %4,71 olarak yine bu yas grubunda tespit
edildi. Sonuglar arasindaki bu farkliligin yapilan Orneklemenin yas gruplarina
diizenli dagilim gostermediginden kaynaklandig: diistiniilmektedir. Her yas grubunun
kendi igerisinde tespit edilen seroprevalans oranlar1 yasin artmasina bagli olarak
yiikselmekte ve bu sonuglar yapilan Onceki ¢alismalarla benzerlik gdstermektedir.
Koyun 6rneklerinde yapilan Ki-Kare testinde, 6rnek dagiliminin diizenli olmamasi
ve tespit edilen seropozitif hayvan sayilarinin az olmasindan dolay: istatistiksel

olarak anlamli sonug¢lar elde edilemedi.

Bu tez calismasinda, sigir orneklerinde yapilan Ki-Kare testi (p<0,001) ile
yasin seroprevalans orani lizerine anlamli etkisinin oldugu tespit edildi. Hem yas
gruplarinin kendi igerisinde seroprevalans oranlart hem de tiim sigir 6rneklerinde
yaglara gore seroprevalans oranlarinin, yasin artmasina bagli olarak ylikseldigi
goriildli. Yas gruplarina gore tespit edilen en yiiksek seropozitiflik (176/306) ve
seroprevalans orani (%57,52) 37 ay ve lizeri yastaki sigirlarda saptanildi. Sigirlarda
tespit edilen seropozitiflik ve seroprevalans oranlarinin yasin artmasina bagl olarak
her yas grubunda artis gosterdigi goriildii. Ayrica, bu sonuglara benzer sekilde

mezbahalarda kesimi yapilan sigir sayilarinin da yasa bagli olarak arttig1 gézlendi.

Tez calismasindan elde edilen seroprevalans oranlari, drnekleme yapilan

mezbahalarda kesimi yapilan hayvan tiirlerinde virusun farkli oranlarda sirkiile
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oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar, meydana gelen insan vakalari agisindan
onemli bir risk grubu olan mezbaha calisanlari, kasaplar ve hayvan yetistiricileri gibi
KKKAYV ile enfekte hayvanlarin etleri, kan ve diger viicut sivilar1 ile temasi olan
insanlarda olusabilecek enfeksiyon riskine isaret etmektedir. Ozellikle hastaligin
endemik olarak goriildiigii Iran’da mezbaha ¢alisanlar1 veya kasaplarda meydana
gelen birgok vaka bildirimi yapilmistir (Fazlalipour ve ark., 2016; Jamshidi ve ark.,
2017; Raoofi ve ark., 2012). Yine Iran’da yapilan bir calismada, mezbaha
calisanlarinda seroprevalans orant %14,8 olarak tespit edilmistir (Chinikar ve ark.,
2012). Ayrica, Iran’da 2000-2009 yillar1 arasinda meydana gelen insan vakalarmin
en onemli kismi mezbaha calisanlar1 ve kasaplarda gortldigii bildirilmektedir
(Chinikar ve ark., 2010).

Evcil hayvanlarda tespit edilen seroprevalans oranlarinin hayvan kaynakli
bulagsma agisindan risk durumlarinin ortaya konulmasi icin tek basina yeterli
olmadig diisliniilmektedir. Ciinkii tespit edilen seropozitiflik tek basina mevcut bir
enfeksiyonu degil ayn1 zamanda gegirilmis bir enfeksiyona bagli olarak sekillenen
antikor cevabi da gosterebilmektedir. Risk durumunun daha iyi yorumlanabilmesi
icin viremi donemindeki hayvanlarin tespiti ve prevalansi da énemlidir. Bu amacla
yapilan bu tez ¢aligmasinda kesimi yapilan hayvan tiirlerinde qRT-PCR ile virus

varlig1 da aragtirild.

Hayvan tiirlerinde virus izolasyonu ile ilgili smirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir (Spengler ve ark., 2016a). Ulkemizde yapilan bir galisma ile koyun ve
kecilerde virus genomunun varli§i ortaya konulmustur (Albayrak ve ark., 2012).
Yapilan bu tez ¢alismasi ile mezbahalarda kesimi yapilan hayvan tiirlerinden toplam
1337 adet plazma o6rnegi KKKAV genom varligi yoniinden gRT-PCR ile test
edilmistir. Plazma orneklerinin dokuz adedinde KKKA viriis genomik (g) RNA’s1
tespit edildi ve hastaligin prevalansi %0,67 olarak bulundu. Virus gRNA’s1 tespit
edilen dokuz adet 6rnegin iki adedi koyunlardan alinan 6rneklerde ve yedi adedi ise

sigirlardan alinan Ornekler oldugu gozlendi. Kecilerde ise virus gRNA’sina
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rastlanilmadi. Hayvan tiirlerine gore hastaligin prevalansi sigirlarda %0,74 ve

koyunlarda %0,52 olarak tespit edildi.

Tez siiresince 6rnekleme yapilan her {i¢ ilde de birer mezbahada virus gRNA’s1
saptandi. Samsun ili Vezikoprii ilgesi Belediye mezbahasinda bir adet sigir
orneginde, Sivas ili Merkez ilgesi 6zel Yurtseven mezbahasinda alti adet sigir
orneginde ve Tokat ili Zile ilgesi Belediye mezbahasinda ise iki koyun Orneginde
virus gRNA’s1 tespit edildi. Aylara gore virus gRNA’s1 tespit edilen Orneklerin
dagilimina bakildiginda, iki adet 6rnegin Nisan ayina ve yedi adet 6rnegin ise Mayis
ayma ait oldugu goriildi. Diger aylarda KKKA viriis gRNA pozitifligi tespit

edilemedi.

Yapilan degerlendirmelerde, kan orneklerinde virus gRNA’s1 tespit edilen
koyunlarin 12 ay yastan kiiclik, yedi adet sigir 6rneginin ise 25 ay ve lizeri yastaki
hayvanlardan alindigi goriildii. Ayrica s6z konusu Orneklerin KKKAV spesifik
antikor varligi yoniinden durumlart incelendiginde, iki adet sigirin seropozitif ve yedi

adet 6rnegin ise seronegatif olduklari tespit edildi.

Hayvanlarda KKKAYV enfeksiyonlariin klinik belirti géstermeden iki haftaya
kadar uzayabilen bir viremi meydana getirmesi, gRNA’sinin tespiti amaciyla yapilan
calismalarin en 6nemli zorluk noktasi olarak kabul edilmektedir (Spengler ve ark.,
2016a). Ulkemizde yapilan ve bu tez calismasi ile 6rnekleme yapilan iller
bakimindan benzerlik gosteren bir ¢alismada koyun ve kecilerde prevalans orani
%8,57 olarak tespit edilmistir (Albayrak ve ark., 2012). Bu tez c¢alismasinda ise
onceki caligmaya gore daha diisiik oranda prevalans tespit edildi. Albayrak ve ark.
(2012) tarafindan yapilan bu c¢aligmada, Ornekleme yapilan hayvanlarda kene
enfestasyonu mevcut iken bu tez calismasinda kene enfestasyonu goriilmedi. Bu
sebeple, prevalans oranlarindaki farklililigin kene enfestasyonu ile iliskili oldugu

sonucuna varildi. Ayrica iilkemizde Saglik Bakanligi ve Gida, Tarim ve Hayvancilik

86



Bakanlig1 tarafindan 6zellikle hastaligin endemik oldugu bdlgelerde cesitli egitim
calismalar1 ve hayvanlarda uygunlanmak {izere antiparaziter ila¢ dagitimi
yapilmaktadir. Bu tez ¢alismasiin yapildigi Samsun ilinde ortalama yillik olarak
152.280 hayvan dozunda ilag, Sivas ilinde 509.471 hayvan dozunda ilag¢ ve Tokat
ilinde 154.300 hayvan dozunda ilag¢ yetistiricilere dagitilmaktadir (GTHB, 2016).
Bakanliklar tarafindan yiiriitiilen bu faaliyetlerin de prevalans oranlarinda tespit

edilen diisiikliikte etkisinin olabilecegi diisliniilmektedir.

Mezbahalarda kesimi yapilacak hayvanlara yetistiriciler tarafindan kesimden
belli bir siire Once antiparaziter ilag uygulandigi bilinmektedir. Bu uygulama
hayvanlarda kilo artis1 iizerine olumsuz etkisi olan i¢ ve dis parazitlerle miicadele
amaciyla yapilmaktadir. Yapilan bu uygulamalara ragmen kene aktivasyonunun fazla
oldugu Nisan ve Mayis aylarinda kesilen hayvanlarda virus gRNA’sinin tespit
edilmesi hayvan kaynakli bulasma agisindan 6nemli halk sagligi riskini isaret

etmektedir.

Diger taraftan, Islam inamisinda 6nemli bir yeri olan Kurban Bayramindan
sonra da insan vakalarinda artisin goriilebilecegi bildirilmistir (Leblebicioglu ve ark.,
2015). Hicri takvime gore zamani belirlenen Kurban Bayrami her yil miladi takvime
gore 10 giin énceden kutlanmaktadir. Ulkemiz gibi Miisliiman popiilasyonunun fazla
oldugu ve KKKAV enfeksiyonlarinin endemik olarak goriildigi iilkeler icin bu
durumun onemli bir halk sagligi riski tasiyabilecegi diisiiniilmektedir. Kurban
Bayraminin Oniimiizdeki 10-15 yil igerisinde kene aktivasyonunun yogun oldugu
aylarda kutlanacak olmasi ve kurban kesme faaliyetlerinin halen daha pek ¢ok tilkede
halk tarafindan gerceklestiriliyor olmasi, hayvan kaynakli hastaligin goériilme riskini
arttirabilecektir (Leblebicioglu ve ark., 2015). Yapilan bu tez ¢alismasinda tespit
edilen prevalans oranlar1 ve VRNA’simnin tespit edildigi aylar goz oniine alindiginda

bu durumun daha iyi anlasilabilecegi diistiniilmektedir.
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Cesitli arastirmacilar tarafindan, insanlarda meydana gelen KKKAV
vakalarinda, hastalarin serumlarinda tespit edilen viral yiikk miktarlarinin hastaligin
akibeti hakkinda bilgi verebilecegi bildirilmektedir. Arastirmacilar tarafindan
hastalarin KKKA viral yiik seviyelerinin 10® veya 10° kopya/mL esdegerinin iistiinde
bulundugu durumlarda hastaligin genellikle 6liimle sonuclanabilecegi ve altinda
bulunan durumlarda ise 6liimiin daha az goriildiigl bildirilmektedir (Bente ve ark.,
2013; Cevik ve ark., 2007; Kubar ve ark., 2011). Bu durum goz 6niine alindiginda
insanlarin, viremi doneminde hayvanlar veya onlarin kan ile diger viicut sivilariyla
temas1 sonucunda ne kadar virus miktarina maruz kalacaginin ortaya konulmasinin
onemli oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle mezbaha calisanlar1 ve kasaplar gibi
meslek gruplart agisindan bu durumun daha 6nemli oldugu goriilmektedir. Yapilan
onceki ¢aligmalar incelendiginde, viremideki hayvanlarin tespitine yonelik ¢aligsmalar
bulunmasina ragmen hayvanlarda tespit edilen viral ylik miktarmi bildiren
caligmalara ulasilamamistir. Bu amagcla, yapilan bu tez ¢alismasinda virus gRNA’s1
tespit edilen hayvanlarin kanlarinda bulunan viral yiik tespit edilmeye calisildi.
Yapilan qRT-PCR ile virus gRNA’s1 tespit edilen hayvanlarin kanlarinda viral yiik
miktari 4,10x10"-2,40x10° kopya/mL arasinda tespit edildi.

Insanlarda goriillen KKKAV enfeksiyonlarmin en onemli bulasma kaynag
olarak kabul edilen kenelerde yapilan calismalarda, viral yiik miktari 4,8x10"-
6,8X10" kopya/mL arasinda tespit edilmistir (Mertens ve ark., 2013; Oziipak, 2017).
Yapilan bu tez ¢caligmasinda ise hayvanlarda tespit edilen en yiiksek viral yiik miktari
2,40x10° kopya/mL olarak bulundu. Kenelerde ve hayvanlarda tespit edilen viral yiik
miktarlart karsilastirildiginda, hastaligin enfekte hayvanlar veya onlarin kanlar

araciligiyla bulagsmasindaki risk durumu daha iyi anlasilabilecektir.

Cesitli arastirmacilar tarafindan KKKAV S segmentine gore yapilan
filogenetik analizler sonucunda, cografik dagilimlar1 farkli yedi virus hattina
ayrilmaktadir (Ergonul ve Whitehouse, 2007; Mild ve ark., 2010). Ulkemizde
goriilen KKKAV izolatlari, Avrupa hat I ve Avrupa hat II igerisinde yer almaktadir
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(Mild ve ark., 2010). Avrupa hat II igerisinde, Yunanistan izolat1 olan AP92 ile
tilkemiz izolatlar1 olan AP92 benzeri izolatlar olarak adlandirilan viruslar
bulunmaktadir. Bu hat igerisinde yer alan virus izolatlarinin, genel olarak orta/zayif
siddetli insan vakalarina neden oldugu bildirilmektedir (Midilli ve ark., 2009).
Ulkemiz izolatlarmin biiyiik kismi ise Avrupa hat I igerisinde yer almaktadir. Bu
virus hatt1 igerisinde iki adet grup tanimlanmistir. Ayrica grup II igerisinde, iki adet

alt grup bulunmaktadir (Kalaycioglu ve ark., 2012; Ozkaya ve ark., 2010).

Sunulan bu calismada, KKKA virlisii gRNA’s1 tespit edilen rnekler tek
asamali RT-PCR ile test edildi. Bu 6rneklerden dort adedi tek asamali RT-PCR ile
pozitif bulundu. Ticari olarak yaptirilan dizi analizleri sonucunda 6rneklerden bir
adedinden analiz edilebilir kalitede veri elde edildi. Diger {i¢ Ornegin dizi
analizlerinde filogenetik analiz i¢in yeterli uzunlukta sekans elde edilemedi. Dizi
analizi yapilan 6rnegin filogenetik analizinde, Avrupa hat I igerisinde bulunan grup

Il ve alt grup lla’da yer aldig1 goriildii.

Diinya genelinde tespit edilen KKKAV izolatlarinin S segmentine ait genom
dizilimleri incelendiginde, Avrupa hat II igerisinde yer alan AP92 izolatinin diger
hatlarda bulunan izolatlarla yiliksek genetik farklilik gosterdigi bilinmektedir. Bu
sebeple, ilk kullanilan RT-PCR yontemleri ile diger virus hatlarinda bulunan izolatlar
tespit edilirken AP92 izolatinin tespiti i¢in farkli primerlerin kullanilmas: gerekliligi
diistiniilmektedir. Ancak son zamanlarda yapilan c¢aligmalar ile S segmentinde
yiiksek derecede korunakli bir bolgenin varligi ortaya konularak, bu bolgeye 6zgii
primerlerin dizayn edilmesi ile yedi virus hattini tespit edebilen RT-PCR yontemleri
gelistirilmistir (Bente ve ark., 2013; Dreshaj ve ark., 2016, OIE, 2014). Bu tez
caligmasinda qRT-PCR ydnteminde kullanilan primer ve problarin AP92 veya AP92
benzeri izolatlar: tanima yetenekleri test edilmemesine ragmen primer ve problarin
dizilimleri ile Avrupa hat II igerisinde yer alan bu izolatlarin genom dizilimi
karsilagtirildiginda yiiksek oranda birbiri ile ortiistiigii goriilmektedir. Ancak tek

asamalt RT-PCR yonteminde kullanilan primerlerin dizilimleri ile bu izolatlarin
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genom dizilimleri karsilagtirildiginda fazla sayida amino asidin farkli oldugu tespit
edildi (Albayrak ve ark., 2010; Rodriguez ve ark., 1997). Bu tez ¢aligmasi sirasinda
gRT-PCR ile test edilerek virus gRNA’s1 tespit edilen bes adet 6rnegin, tek asamali
RT-PCR’da arzu edilen diizeyde pozitif sonu¢ vermedigi saptandi. Bu bilgiler
temelinde s6z konusu Orneklerin, iilkemizde varligi daha once tespit edilen AP92
benzeri virus izolatlan ile yakin iliskili olabilecegi ve bu yilizden tek asamali RT-

PCR yontemi ile arzu edilen diizeyde pozitif sonug alinamadig: diistiniilmektedir.

90



5.SONUC VE ONERILER

Bu calismada, iilkemiz agisindan onemli bir halk saglhigi problemi olan
KKKAV enfeksiyonlarinin, endemik olarak gorildiigii iic ilde (Samsun, Sivas,
Tokat) faaliyet gdsteren mezbahalarda kesimi yapilan ruminant tiirlerinde hastaligin
varligi ve yayginliginin saptanmasi, virus sirkiilasyonunda ve insanlara bulasmasinda
bu hayvan tiirlerinin ne kadar etkin olabileceklerinin arastirilmasi, hayvan tiirleri
arasinda viremi olasiligi ile mevsimsel dagilimmin yapilmasi, olas1 viremik
hayvanlarda kantitatif real time RT-PCR yontemi kullanilarak viral yiikiin tespiti ve
son konak olan insanlarin kesim esnasinda temas edebilecekleri maksimum viral yiik
miktarlarinin ortaya konulmasi, daha onceki calismalarda potansiyel bulasma
kaynaklart i¢in bildirilmis viral ylik miktarlar1 ile bu c¢alisma sonucunda
tanimlanacak viral yiikler arasindaki iligkinin sorgulanmasi amaglanmigtir. Bu

kapsamda yapilan testler sonucunda elde edilen verilere gore;

1. Koyun ve kegilerde bu tez calismasi ile elde edilen seroprevalans oranlari,
hastaligin endemik olarak goriildiigii illerde daha 6nce yapilan ¢alismalara gore
diistik oranlarda tespit edilmistir. Sigirlarda bu calisma ile tespit edilen
seroprevalans oranlar1 ile Onceki yillarda yapilan c¢alismalar benzerlik

gostermektedir.

2. Hayvanlarda KKKAYV varliginin ve sirkiilasyonun énemli gostergelerinden kabul
edilen seroprevalans oranlari, 6rnekleme yapilan illere ve hayvan tiirlerine gore
farkli oranlarda tespit edilmistir. Bu durum o6rnekleme yapilan illerde ve hayvan
tirlerinde farkli oranlarda KKKAV’nin varligin1 ve sirkiile oldugunu ortaya

koymaktadir.
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Sivas ve Tokat illerine gére daha az sayida insan vakasmin goriildiigii Samsun
ilinde ozellikle sigirlarda tespit edilen seroprevalans daha diisiik oranda tespit
edilmistir. Bu durum, bir¢ok arastirmaci tarafindan kabul edilen hayvanlarda
tespit edilen seroprevalans oranlar1 ile insan vaka sayilar1 arasindaki iliskiyi

dogrular niteliktedir.

Diinya genelinde yapilan bir¢ok ¢alismasinin aksine yapilan bu tez ¢alismasinda
sigirlarda tespit edilen seroprevalans orani koyun ve kegilerde tespit edilen
seroprevalans oranindan daha yiliksek bulunmustur. Bu durumun o&rnekleme

yapilan hayvanlarin yas dagilimindan kaynaklandig diisiiniilmektedir.

. Mezbahalarda kesimi yapilan hayvanlarda yapilan 6rneklemeler incelendiginde
sigirlarin genel olarak iki yas ve iizerinde kesildigi, koyun ve kegilerin ise bir yas
altinda kesildigi goriilmiistiir. Bu nedenle 6rnekleme yapilan sigirlarin yas1 ve
seroprevalans degerleri dikkate alindiginda, bu ¢alismada sigirlarda tespit edilen

serokonversiyonun ge¢mis yillara ait olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu tez c¢alismasinda, hayvanlarda tespit edilen seroprevalans oranlarinin

mevsimsel olarak farklilik sergilemedigi goriilmiistiir.

Bu tez ¢aligmasi ile hastaligin endemik olarak goriildiigii her ii¢ ilde de viremi
safthasinda hayvanlarin kesiminin yapildigi ve bu durumun o6zellikle mezbaha

calisanlar1 agisindan risk olusturdugu ortaya konulmustur.

. Viremi sathasindaki hayvanlarin Nisan ve Mayis aylarinda tespit edilmesi, kene
aktivasyonuna bagli olarak hayvan kaynakli bulasma olasiligi halk sagligi

acisindan mevsimsel olarak farklilik sergiledigini gostermektedir.
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9.

10.

11.

12.

13.

Hayvanlarda tespit edilen prevalans degeri g6z Oniine alindiginda Saglik
Bakanlig1 ile Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi tarafindan ortaklasa
yiriitiilen faaliyetlerin olumlu sonuclar verdigi ancak hayvan kaynakli
bulasmanin halk sagligi acisindan halen daha Onemli riskler tasidigt

distiniilmektedir.

Islam inanisinda 6nemli bir yeri olan Kurban Bayrami’nin ilerleyen yillarda kene
aktivasyonunun fazla oldugu aylarda kutlanacak olmasi nedeniyle hayvan
kaynakli bulasmanin minimum seviyede olabilmesi ve hayvan hareketlerine bagl
olarak hastaligin farkli cografik alanlara yayilmasinin 6nlenebilmesi igin iilkesel

bir miicadele stratejisinin gelistirilmesi gerektigi diistiniilmektedir.

Bu tez ¢alismasi sirasinda 6rnekleme yapilan hayvanlarda kene enfestasyonuna
restlanilmamis olmasi, ilgili bakanliklar tarafindan yetistiricilere dagitilan
antiparaziter ilaglarin olumlu sonuglar verdigini gostermektedir. Ayrica, Kurban
Bayrami Oncesinde hayvanlara ve oOzellikle hastaligin endemik oldugu
bolgelerden yapilacak hayvan hareketlerinden Once antiparaziter ilag

uygulamasinin 6nemli fayda saglayacag diisiiniilmektedir.

Bu tez c¢aligmasi ile molekiiler yontemlerle ilk defa hayvanlardaki viral yilik
miktarlar1 tespit edilmis olup kesim esnasinda mezbaha calisanlarinin maruz

kalabilecegi maksimum virus miktar1 ortaya konulmustur.

Daha onceki ¢aligmalarda vektor kenelerde tespit edilen viral yiik miktarlarina
gore hayvanlarda tespit edilen viral yiik miktarlarinin daha diisiik oldugu
goriilmesine ragmen halk saglig1 agisindan hayvan kaynakli bulasmaninda 6nem

arz ettigi bu calisma ile gosterilmistir.
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14. Yapilan sekans analizi sonucunda hayvanlarda tespit edilen KKKAV’nin 6nceki
calismalarla benzer virus hatlarinda yer aldigr goriilmistiir. Ayrica bazi
orneklerde, qrt RT-PCR ile VRNA’s1 tespit edilmesine ragmen tek asamali RT-
PCR ile vRNA’s1 tespit edilememis olmasi ve testler sirasinda kullanilan
primerlerin sekanslar1 da diislintildiigiinde 6rnekleme yapilan hayvanlarda AP92

veya AP92 benzeri virus izolatlarinda sirkiile oldugunu diisiindiirmektedir.
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OZET

Kirim Kongo Kanamal Atesi (KKKA) Hastaliginin Endemik Oldugu Bazi
Illerde (Samsun, Sivas, Tokat) Kesilen Ruminant Tiirlerinde KKKA Virus
Varhgimn Virolojik ve Serolojik Olarak Arastirilmasi

Bu calismada, KKKAV enfeksiyonlarinin endemik olarak goriildiigii, Samsun, Sivas
ve Tokat illerinde kesimi yapilan hayvan tiirlerinde (s1gir, koyun ve kegi) hastaligin varligi
ve yayginligi hem serolojik hem de virolojik yontemler kullanilarak arastirildi. Bu hayvan
tiirlerinin dogadaki virus sirkiillasyonunda ve hastaligin insanlara bulasmasinda ne kadar
etkin rol alabilecekleri ortaya konulmaya calisildi. Kesimi yapilan hayvan tiirleri arasinda
viremi olasilig1 ile mevsimsel dagilimin belirlenmesi amaglandi. Ayrica viremik hayvanlarda
viral yiik miktarlarinin molekiiler yontemlerle belirlenmesi ve son konak olan insanlarin
kesim sirasinda maruz kalabilecekleri maksimum viral yiik miktarlarinin ortaya konulmasi
amaciyla bu galisma gerceklestirilmistir.

Bu kapsamda, Samsun, Sivas ve Tokat illerinde faaliyet gosteren ikiser adet mezbaha
secilerek drnekleme yapildi. Mezbahalar, 1 Eyliil 2013-31 Agustos 2014 arasinda diizenli
olarak ziyaret edildi ve kesimi yapilan hayvan tiirlerinden kan 6rnekleri alindi. Bu siire
zarfinda toplam 1337 adet serum ve plazma 6rnegi toplandi. KKKAV antikorlarinin tespiti
amaciyla serum ornekleri ELISA ile test edildi. Sigirlarda seroprevalans orami %36,21
(340/939), koyunlarda %6,27 (24/383) ve kegilerde ise %6,67 (1/15) olarak tespit edildi.
Yapilan istatistiksel analizler sonucunda (Ki-Kare, p<0,001) sigirlarda tespit edilen
seroprevalans oranlarinin, 6rnekleme zamani, hayvanin yasi ve cinsiyeti gibi biyolojik
olmayan risk faktorlerine bagh olarak degisiklikler gosterdigi belirlendi. Koyun ve kegilerde
ise anlaml1 farkliliklara rastlanilmadi.

Sigir, koyun ve kecilerden toplanan plazma 6rnekleri viremik hayvanlarin tespiti i¢in
kantitatif rt RT-PCR ile test edildi. 1337 plazma 6rneginin dokuzunda virus RNA’s1 tespit
edildi ve prevalans oram1 %0,67 olarak bulundu. Hayvan tiirlerine gére prevalans oranlari,
sigirlarda %0,74 (7/939) ve koyunlarda %0,52 (2/383) olarak tespit edildi. Kegilerde virus
RNA’sina rastlanilmadi. Hastaligin aylara gore prevalans oranlari ise Nisan ayinda %1,24 ve
Mayis ayinda %5,18 olarak bulundu. Orneklenen hayvanlarda virus RNA’sina diger aylarda
rastlamlmadi. Viremideki bu hayvanlarda viral yiik miktarlar1 4,10x10-2,40x10% kopya/mL
olarak hesaplandi.

Elde edilen verilere gore, sigirlarda tespit edilen seroprevalans oraninin diger hayvan
tiirlerine gore daha yiiksek oldugu goriildi. Kesimi yapilan hayvanlarda seroprevalans
oranlarimin 6zellikle yasa bagh olarak dnemli farkliliklar gosterdigi tespit edildi. Viremik
hayvan sayisinin az olmasina ragmen, viral yiik miktar1 (2,40x10° kopya/mL) yiiksek
bulundu. Bu durum o&zellikle mezbaha ¢alisanlarinin hastalik agisindan ciddi risk altinda
olduklarini géstermektedir.

Anahtar Sézciikler: ELISA, Evcil hayvanlar, Kantitatif rt RT-PCR, KKKAV, Viral yiik.
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SUMMARY

Virological and Serological Investigation of Crimean-Congo Hemorrhagic Fever
Virus (CCHFV) in Ruminant Species Slaughtered in Some CCHF-Endemic
Provinces (Samsun, Sivas, Tokat)

In this study, the presence and prevalence of the disease were investigated by both
serologically and virologically in slaughtered ruminant species (cattle, sheep and goat) in
Samsun, Sivas and Tokat provinces where CCHFV infections are endemic. It has been tried
to show how effectively these animal species can play a role in the circulation of the virus in
the environment and in transmission of the disease to humans. It was aimed to determine the
seasonal distribution and viremia possibility among the slaughtered animal species. In
addition, this study was conducted to determine the quantities of viral load in viremic
animals by molecular methods and to determine the maximum viral load amounts that people
as the last host can be exposed during the slaughter.

In this context, two slaughterhouses operating in Samsun, Sivas and Tokat provinces
were selected and sampled. The slaughterhouses were regularly visited from 1 September
2013 to 31 August 2014 and blood samples were taken from slaughtered animal species. A
total of 1337 serum and plasma samples were collected during this period. The serum
samples were tested by ELISA for the detection of CCHFV antibodies. The seroprevalence
rate in cattle was determined as 36,21% (340/939), in sheep 6,27% (24/383) and in goats
6,67% (1/15). As a result of the statistical analyzes (chi-square, p <0,001), it was determined
that the seroprevalence rates determined in cattle changes according to non-biological risk
factors such as sampling time, age and gender of the animal. No significant differences were
found in sheep and goats.

The plasma samples collected from cattle, sheep and goats were tested by quantitative
rt RT-PCR for detection of viremic animals. Viral RNA was detected in nine of the 1337
plasma samples and the prevalence rate was found to be 0,67%. The prevalence rates
according to animal species were 0,74% (7/939) in cattle and 0,52% (2/383) in sheep. Viral
RNA was not found in goats. The prevalence rates of the disease according to the months
were 1,24% in April and 5,18% in May. The virus RNA in the sampled animals was not
found in other months. The viral load quantities in these animals were calculated as
4,10x10'-2,40x10° copies/mL.

According to the obtained data, it was observed that the seroprevalence rate
determined in cattle was higher than other animal species. It was determined that
seroprevalence rates in slaughtered animals showed significant differences, especially with
respect to age. Although the number of viremic animals was low, the amount of viral load
was high (2,40x10° copies/mL). This indicates that especially slaughterhouse workers are at
serious risk of illness.

Keywords: ELISA, Domestic animals, Quantitative rt RT-PCR, CCCHFV, Viral load.
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