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Elazig, Samsun, Sivas, Tokat ve Yozgat illerindeki Sigir ve
Koyunlarda Kinm Kongo Kanamali Ates Viris I§nfeksiyonunun
Seroprevalansinin Arastiriimasi

Bu arastirmada, Elazi§, Samsun, Sivas, Tokat ve Yozgat illerindeki sigir ve koyunlarda Kirirm Kongo
Kanamali Ates viriis (KKKAV) enfeksiyonunun seroprevalansinin belirlenmesi amaglandi. Calismada
her ilden 20 sigir ve 20 koyun olmak Uzere toplam 100 sigir ve 100 koyun kullanildi. Serolojik
analizler igin hayvanlarin vena jugularislerinden antikoagulantsiz tiiplere kan érnekleri alindi. Serolojik
analizler Capture IgG ELISA yontemiyle yapildi. ELISA analizleri sonucunda, 100 sigirin 17’sinin
seropozitif (%17), 83’nilin seronegatif (%83), koyunlarda ise, 100 koyunun 37’sinin seropozitif (%37),
63’Uniin seronegatif (%63) oldugu tespit edildi.

Sonug olarak; bu calismada KKKAV enfeksiyonuna karsi sigirlarda %17, koyunlarda ise %37
oraninda antikor pozitifligi belirlendi. Ulkemizde evcil giftlik hayvanlarinin KKKAV enfeksiyonunun
epidemiyolojisinde ve bulagsmasindaki rolleri ile ilgili kapsamli ¢alismalarin gerektigi kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: ELISA, KKKAV, koyun, seroprevalans, sigir.

The Investigation of Crimean-Congo Haemorrhagic Fever Virus Infection
Seroprevalence in Cattle and Sheep in Elazig, Samsun, Sivas, Tokat and Yozgat
Provinces

In this study, determination of seroprevalence of Crimean-Congo Haemorrhagic Fever virus
(CCHFYV) infection was aimed in cattle and sheep in Elazig, Samsun, Sivas, Tokat and Yozgat
provinces. In the study, a total of 100 cattle and 100 sheep, 20 cattle and 20 sheep from each
province were used. The blood samples were obtained from a jugular vein of animals into the tubes
without anticoagulant for serologic analysis. Serologic analysis was conducted by Capture IgG ELISA
method. Seventeen seropositive and 83 seronegative out of 100 cattle; 37 seropositive and 63
seronegative out of 100 sheep were detected in the analysis of ELISA test.

As a conclusion, in the present study, positive antibody titers against of CCHFV infection were
determined in 17% of the cattle and in 37% of the sheep. It was concluded that detailed researches
are required on the roles of the epidemiology and transmission of CCHFYV infection in our country in
farm animals.

Keywords: Cattle, CCHFV, ELISA, seroprevalence, sheep.

GIRIS

Kirnm Kongo Kanamali Atesi (KKKA) Bunyaviridae ailesinin Nairoviriis cinsi iginde yer
alan Kirrm Kongo Kanamali Atesi Virlisii (KKKAV) tarafindan olusturulan, Hyalomma
cinsine ait kenelerin isirmasi ya da viremi dénemindeki sigir, koyun, kegi, deve gibi evcil
hayvanlara ve insana ait kan, enfekte doku ve viicut salgilari ile temas sonucunda bulasan
zoonoz bir hastaliktir (1-3). Hastalik insanlarda kanama, vaskiiler hasar ve hepatik
disfonksiyona neden olurken, hastalikta 6lim orani %3-30 arasinda degismektedir (1).

Kirim Kongo Kanamali Atesi klinik olarak ilk kez 1944—1945 yillarinda, Kirim’'da Nazi
isgalinden kurtulan koéylilere yardim eden Sovyet askerlerinde goériimastir (2).
Ozbekistan’da yéresel adi ile hastalik yizyillardir ‘Khungribta (kan emen), Khunymuny
(burun kanamasi) ve Karakhalak (kara 6lim) gibi isimlerle anilmigtir (3).

Kirnm Kanamali Ates virlisi (KKAV) enfekte hastalardan alinan kanin farelere
intraserebral inokiilasyonu sonucunda izole edilmistir (1, 2). KKAV, 1956 yilinda Zaire’de
atesli bir hastadan izole edilen Kongo virisiinden (4) antijenik olarak ayirt edilememis ve
bunun sonucunda Avrasya (5), Asya (6) ve Afrika (7) suslarinin ortak antijenik yapisi Kirim
Kanamali Atesi-Kongo ve daha sonra da KKKA adini almistir (8).

" Bu galisma Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan desteklenen (FUBAP-Proje
No:1243) “Elazig, Samsun, Sivas, Tokat ve Yozgat illerindeki Sigir ve Koyunlarda Kinrm Kongo
Kanamali Ates Virlis Enfeksiyonunun Seroprevalansinin Arastiriimasi” baslikli ilk isim yazarin doktora
tezinden 6zetlenmisgtir.
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Turkiye’de KKKA (izerine seroepidemiyolojik galisma
ilk kez 1970 yilinda Ege Bolgesi'nde yapiimis ve 1074
insan serumunun 96’sinda (%9.2) hemaglutinasyon
inhibisyon (HlI) testi ile antikor pozitifligi belirlenmistir (9).

Klinik olarak ilk kez 2002 yilinin ilkbahar ve yaz
aylarinda oOzellikle, Tokat, Sivas, Corum, Amasya,
Yozgat, Gumishane, Bayburt, Erzurum, Erzincan ve
cevresi olmak (lizere i¢ ve Dodu Anadolu Bélgeleri’nin
kuzeyi ile Karadeniz Boélgesi'nin gliney kisimlarini
kapsayan genis bir cografi alanda ve kene temasi
Oykusu olan, ates ve kanama ile seyreden bir salgin
dikkati cekmis, 2003 yilinda da hastaligin KKKA hastahgi
oldugu anlagiimistir ~ (10-12).  Sonraki  yillarda
Kastamonu, Bartin, Ankara, Cankiri, Bolu, Balikesir (10)
ve Isparta illerinde de vakalarin ortaya g¢ikmasi ile
hastaligin gérildugu alan daha da genislemistir (13).

Kirrm Kongo Kanamali Ates viriisii giinimize kadar
31 kene tlrinden (29 Ixodidae, 2 Argasidae) izole
edilmigtir (1, 2). Hyalomma cinsine ait kene tirleri
hastaligin temel vektorleri olup su ana kadar yedi kene
turlinin  H.marginatum marginatum, H.marginatum
rufipes, H.marginatum  turanicum, H. anatolicum
anatolicum, Dermacentor marginatus, Rhipicephalus
rossicus, Amblyomma variegatum virsuin vektori oldugu
bildirilmigtir (2).

Kirnm Kongo Kanamali Ates virlisii'niin izole edildigi
kene tirlerinden H.marginatum marginatum Ulkemizin
cesitli iklim bdlgelerinde bulunmakta ve Ulkemizde
KKKAV’In epidemiyolojisinde énemli bir yer tutmaktadir
(9, 14, 15).

Ulkemizde hastaligin ¢ikmis oldugu odaklardan ve
cevresinden 1015 kene toplanmis ve H. marginatum
marginatum ve R. bursa kene turlerinin yaygin olarak
bulundugu saptanmistir. Toplanan 1015 keneden 69
kene havuzu olusturularak Reverse Transkiriptaz
Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile (RT-PZR) toplam dort
kene havuzunda (H. marginatum marginatum ve R.
bursa kene havuzlarinda) viris genomu tespit edilerek
hangi kene tirlerinin  KKKAV1 tasididi ortaya
konulmustur (15).

Virtsun evcil (sigir, koyun, kegi, deve, vb.) ve yabani
(buffalo, ziirafa, gergedan, vb.) hayvanlarda enfeksiyona
neden oldugu belirtimektedir (17-20). Enfeksiyon
hayvanlarda enfekte kenelerin isirmasi ile olusmakta ve
hafif seyir izlemektedir (8,20). Yabani tavsanlar ve
domuzlarin virisin en 6nemli memeli rezervuarlari
oldugu bildirilmistir (8).

Hastaligin tanisinda virls antijenlerinin tespiti ve
virise karsi olusan antikorlarin varligini belirlemek igin,
reverse pasif hemaglutinasyon inhibisyon testi (RPHI),
indirekt fluoresan antikor testi (IFAT), enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), agar jel difizyon
presipitasyon testi (AGDP),solid-phase radioimmunassay
(SPRIA), hemaglutinasyon (HA), HI ve nétralizasyon (N),
indirekt hemaglutinasyon inhibisyon (IHAI), indirekt
hemaglutinasyon (IHA), immunodiflizyon (ID),
komplement fiksasyon testi (CFT) serolojik teknikler (8)
ve virlsin genomunu belirlemek amaci ile RT-PZR ve
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Real-time PZR gibi molekiler tani

kullaniimaktadir (3).

Seroepidemiyolojik c¢alismalar KKKA'nin goérildigu
bolgelerde enfekte evcil hayvanlar arasinda en yiksek
prevalansin koyun, kegi ve sidirlarda oldugunu ortaya
koymaktadir (20).

Hastalik; Irak’ta (21) koyun, kegi ve sigirlarda, iran’in
kuzeydogusunda (22), koyun ve kegilerde, Tahran
kentinde (20) koyunlarda, Isfahan,(23) Hamadan ve
Bahar boélgelerinde (24) koyunlarda, Suudi Arabistan’da
(25) koyun, kegi ve sigirlarda, Birlesik Arap Emirlikleri’ne
(26) Somali, iran, Pakistan ve Sudan’dan getirilen koyun,
keci, sigir ve develerde, Giiney Afrika’nin cesitli
boélgelerinde ve Zimbabwe’'de (16) sigirlarda, Umman’in
Sultanat kentinde (27) ve Misirda (28) koyun, kegci ve
sigirlarda, Senegal’de (29) ve Cin’in Xinjiang boélgesinde
(30) koyunlarda, Moritanya, (31) Nijerya (32) ve iran’'da
(33) sigirlarda, Kosova ve Makedonya'nin farkli
boélgelerinde (34) sigir ve koyunlarda serolojik olarak
tespit edilmigtir.

yontemleri

Ulkemizde ise Tarim ve Kdyisleri Bakanligi ve Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi tarafindan Tokat iline
bagl 60 kdyde 400 sidir Gzerinde caligiimigtir (9).

Bu calismada, Elazig, Samsun, Sivas, Tokat ve

Yozgat illerindeki sigir ve koyunlarda KKKAV
enfeksiyonunun seroprevalansinin arastiriimasi
amagclandi.

Gereg ve Yontem

Calisma Bolgeleri ve Hayvanlar: Calismanin
materyalini KKKA hastaliginin gérildigu iller olan Elazig,
Samsun, Sivas, Tokat ve Yozgat'ta halka ait degisik irk
ve yastaki saf, melez toplam 100 sigir ve 100 koyun
olusturdu (Tablo 1). Calismada Uzerlerinde kene ve/veya
kene 1singi (kuyruk alti, perineum, scrotum, meme,
prepisyum, kulak igi, boyun alti ve sternum bdlgeleri)
bulunan ve tesadiifi segilen hayvanlar tercih edildi.

Orneklerin Toplanmasi: Kan 6rnekleri, 2006 vyili
Temmuz-Agustos aylarinda ve 2007 yih Mayis ayinda
toplandi. Hayvanlarin klinik muayenesini takiben serolojik
analizler icin her hayvanin vena jugularisinden 10 ml'lik
vakumlu tuplere kan alindi. Laboratuara getirilen kan
ornekleri 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde
edilen serum o&rnekleri kullanilincaya kadar -20 °C’de
muhafaza edildi.

Serolojik inceleme: Serolojik analizler, Refik
Saydam Hifzisihha Merkezi Viroloji Laboratuarinda
modifiye edilen Capture IgG ELISA yontemiyle
gerceklestirilmistir (28, 35, 36). Bu amacla; Pleytlerdeki
tim kuyucuklara coating buffer ile 1/1000 oraninda dilie
edilmis anti hiperimmun mouse ascitic fluid (HMAF)'ten
(CDC, USA) 100 pl ilave edilmistir. Pleytlerin Uzeri
parafinle kapatilarak 4°C’de bir gece inkiibe edilmistir,
kati faz hazirlanmistir. Kaplanmamis bos pleytlere 192 pl
master plate serum diltienti (Skimmilk, Difco, FRANCE)
konularak Uzerine 8 pl serum (serum dilisyonu 1/25)
ilave edilmis ve Uzeri kapatilarak 56°C’de 30 dakika virus
inaktive edilmis ve deneye kadar 4°C’de saklanmigtir.
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Pleytler oda isisina getirilerek, l¢ kez wash buffer ile
yikanmistir. Her pleytte (BD Biosciences, USA) 48
numune test edilmistir, yarisi pozitif, yarisi negatif olacak
sekilde ikiye ayrilmistir. Her pleyt icin 5 ml olacak sekilde
pleyt sayisi kadar serum dilientle 1/20 oraninda dilie
edilen pozitif CCHF antijeni (SPR 410,CDC, USA) ve
negatif kontrol antijen (SPR 733, CDC, USA)
hazirlanmistir. Pozitif isaretli kuyucuklara (A1-D12'ye
kadar) dilie edilmis pozitif antijen (SPR 410) ve negatif
isaretli kuyucuklara (E1-H12'ye kadar) negatif antijenden
(SPR 733) 100’er pl konulmus ve 37°C’de 60 dakika
inklibe edilmistir. Pleytler ELISA yikayicida (ELx50
Biokit-Bioelisa, USA) 3 kez yikanarak ve 100’er pl serum
dilienti tim pleyte ilave edilmigtir. Uzerine her serum
orneginden (1/25) pozitif antijen kaplh kuyucuklara ve
negatif antijen kapli kuyucuklara 33 pl konularak yaklasik
1/100 diliisyon elde edilmis ve 37°C’de 60 dakika inklibe
edilmistir. Pleytler U¢ kez yikandiktan sonra, konjugat
(monoclonal anti-goat/sheep ve anti-bovine 1gG clone
Gt-34 peroxidase konjugat purified mouse
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immunoglobulin, Sigma, USA) 1/4000 oraninda dillie
edilmistir. Her kuyucuga 100 ul konjugat ilave edilmis ve
37°C’de 60 dakika inklbe edilmistir. Pleytler G¢ kez
yikandiktan sonra, ABTS substrat (Kirkegaard & Perry
Lab, USA) her pleyt icin 5 ml A ve 5 ml B sollisyonu
olacak sekilde hesaplanarak hazirlanmigtir. Hazirlanan
ABTS substrattan her kuyucuga 100 pl konulmus ve
37°C’de 30 dakika inklibe edilmistir. Gozlenen renk
degisimleri 405410 nm dalga boyunda kolorimetrik
olarak ELISA okuyucuda (ELISA System Multiskan,
USA) okunmustur.

Sonuglarin Degerlendirilmesi: Seropozitiflik,
pleytteki pozitif ve negatif antijenlerin ilave edildigi
kuyucuklardaki, serumlarin optik dansiteleri (OD)
degerleri arasinda 100 sayisal farklilik bulunan
kuyucuklardaki serum ©6rnekleri pozitif kabul edildi.
Seropozitiflik ve seronegatiflik oranlari yizde (%) olarak
gOsterildi (Tablo 2 ve Tablo 3).

Sekil 1. Calisma materyalinin toplandigi iller

Tablo 1. Calisma materyallerinin temin edildigi iller ve kodyler.

il Sigir Koyun Toplam
Elazig

Akgakiraz Koy 5 5 10
Sarigubuk Koyl 5 5 10
Sahinkaya Koyt 5 5 10
Yazikonak Koy 5 5 10
Samsun

Doyran Kéyu - 14 14
Karahuseyinli Koyl 20 6 26
Sivas

Ortagakmak Koy - 20 20
Sariyar Koyu 20 - 20
Tokat

Kabakbogazi Kéyu 9 7 16
Almus ligesi 4 4
Artova Ilgesi

Agmusa Koyu 8 9 17
Taspinar Koyt 3 3
Yozgat

Konakli Kdyi 20 20 40
Toplam 100 100 200
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Bulgular

Sigirlara ait serolojik bulgular: Calismada
kullanilan 100 sigirin 17’sinin seropozitif (%17) 83’'Unin
seronegatif (%83) oldugu tespit edildi. Tokat'ta 20 sigirin
8'i (%40), Sivas'ta 20 sigirin 6’s1 (%30), Samsun’da 20
sigirin 2’si (%10), Elazig’da 20 sigirin 1’i (%5) seropozitif
bulunmasina kargin Yozgat ilinde 20 sigirin seronegatif
(%0) oldugu belirlendi (Tablo 2).
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Koyunlara ait serolojik bulgular: Calismada
kullanilan 100 koyunun 37’sinin seropozitif (%37),
63'Unun seronegatif (%63) oldudu tespit edildi. Sivas'ta
20 koyunun 12’sinin (%60), Elazig’™da 20 koyunun
10’unun (%50), Tokatta 20 koyunun 9'unun (%45),
Samsun’da 20 koyunun 4’Unin (%20) ve Yozgat'ta 20
koyunun 2’sinin (%10) seropozitif oldugu gozlendi (Tablo

Tablo 2. Sigirlarin illere gére KKKAV enfeksiyonu yoninden seropozitiflik ve seronegatiflik sayilari ve ylzde oranlar

(%).
Seropozitif Seronegatif

(n=17) (n=83)
; - Pozitif Negatif
I Ornek Saysi Ornek Sayisi % OrnekgSaylm %
Elazi§ 20 1 5 19 95
Samsun 20 2 10 18 90
Sivas 20 6 30 14 70
Tokat 20 8 40 12 60
Yozgat 20 0 0 20 100
Toplam 100 17 17 83 83

Tablo 3. Koyunlarin illere gére KKKAV enfeksiyonu yoniinden seropozitiflik ve seronegatiflik sayilari ve yluzde oranlari

(%).
Seropozitif Seronegatif
(n=37) (n=63)
I Ornek Sayisi (")rnzzzsltgym % Orr:\le?(gggillm %
Elazig 20 10 50 10 50
Samsun 20 4 20 16 80
Sivas 20 12 60 8 40
Tokat 20 9 45 11 55
Yozgat 20 2 10 18 90
Toplam 100 37 37 63 63
Tartisma Sigirlarda  farkh  yontemlerle yapilan  serolojik

KKKA’nin ulkemizdeki yayginligi, zoonoz olusu,
hayvanlarin hastaligi bulastirmada rezervuar olmasi,
kenelerin virlisiin tasinmasinda ana vektér olarak rol
oynamasi, hastaligin tlkemiz igin énemini artirmaktadir.
Ulkemizde evcil giftlik hayvanlarina yénelik hastalikla ilgili
yeterli arastirmanin  yapilmamis olmasi, hastaligin
ilkbahar ve yaz aylarinda gdzlenmesi, insanlarda
sporadik veya epidemiler halinde 6liimlere neden olmasi
konuya ilgiyi artirmaktadir.

Ulkemize diger (ilkelerden kontrolsiiz ve kagak
hayvan girisinin olmasi, kene populasyonundaki artis ve
Ulkemizin keneleri tasiyabilen gé¢men kuslarin gecis
yollarinda olmasi yaninda, hastaligin Ulkemizde
epidemilere yol agmasi konuya ayri bir ©6nem
kazandirmaktadir.

Ulkemizde KKKAV'niin vektér kenelerdeki teshisine
yonelik calismalar bulunmasina kargin, hastaliga karsi
ciftik hayvanlarinda antikor varligini belirlemeye yo6nelik
yeterli sayida arastirma bulunmamaktadir (9, 14, 15). Bu
calisma ile Elazi§, Samsun, Sivas, Tokat ve Yozgat
illerindeki sigir ve koyunlarda KKKAV enfeksiyonuna
kargi olusan antikorlarin varhigi arastirildi.
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arastirmalarda, Irak’ta (21) CFT ile 411 sigirin 122 sinde
(%29.3), Iran’da (37) AGDPT, Hl ve N yéntemleri ile 130
sigirn 23’linde (%18), yine iran'da (33) ELISA ile 876
sigirin 52’sinde (%5.9), Suudi Arabistan’da (25) RPHI
testi ile 182 sigirin 1’ inde (%0.6), Gliney Afrika’da (16)
RPHI yontemi ile 8667 sigirn 2460'inda (%28)
Zimbabwe’de 763 sigirin 347’'sinde (%45), Umman’da
(27) ELISA ile 29 siginn T’inde (%3), Misirda (28) 313
sigirn 12’sinde (%3.83), Moritanya’da (31) IFAT ile 25
sigir serumunun 8'inde (%32) ve Nijerya’da (32) AGDPT
ile 1164 si@ir serumunun  %27.5’'inde  antikor
seropozitifligi belirlenmistir.

Ulkemizde Tokat bdlgesinde yapilan arastirmada
ELISA ile 400 sigir serumunun %79'unda antikor tespit
edilmistir (9).

Bu arastirmada, Elazi§, Samsun, Sivas, Tokat ve
Yozgat illerinden toplanan 100 si§ir serumunun 17’sinde
(%17) seropozitiflik belirlendi.

Elde edilen bulgular, iran’da (37) (%18) belirlenen
seroprevalansa yakin iken, Irak (21) (%29.3), Glney
Afrika (16) (%28), Zimbabwe (%45), Moritanya (31)
(%32), Nijerya’da (32) (%27.5) belirlenen degerlerden
daha dusik, Suudi Arabistan (25) (%0.6), Umman (27)
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(%3), Misir (28) (%3.83) ve iran’dan (33) (%5.9) daha
yiksek bulunmustur. Ulkemizde ise, Tokat bdlgesinde
sidirlarda %79 oraninda antikor pozitifligi belirlenmistir

9).

Koyunlarda degisik yodntemlerle yapilan serolojik
calismalarda; Irak’ta (21) CFT ile 769 koyunun 443’'Unde
(%57.6), iran’da (37) AGDPT, HI, N yontemleri ile 728
koyunun 277’inde (%38), iran’in Hamadan ve Bahar
bélgelerinde (24) ELISA yontemi ile 54 koyunun 15’'inde
(%27.8), Iran’in kuzeydogusunda (22) 298 koyunun
%77.5'inde, Isfahan bélgesinde (23) vyerlesik 372
koyunun 286’sinda (%76.9), ithal edilen 372 koyunun
223'lnde (%57.8), yine Iran'da (38) 607 koyun
serumunun %32.9’unda, Suudi Arabistan’da (25) RPHI
testi ile 2162 koyunun 88inde (%4.1), Umman
Sultanat’ta (27) ELISA ile 126 koyunun 29'unda (%23),
Misir'in Sharkia Governorate bdlgesinde (28) ELISA ile
270 koyunun 17’sinde (% 6.30) Senegal’in (29) dokuz
farkli bolgesinde 942 koyun serumunun %10.4’Unde ve
Cin’'in Xinjiang bolgesinde (30) CFT ile 125 koyunun
%30’unda antikor seropozitifligi saptanmigtir.
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