T.C.
FIRAT UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

VIROLOJI ANABILIM DALI

KIRIM KONGO HEMORAJIK ATESI ViRUSU
ENFEKSIYONUNA KARSI SEROLOJIK TESHIS
YONTEMLERI GELISTIRILMESI
DOKTORA TEZI

NURETTIN CANAKOGLU

2012



T.C.
FIRAT UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
VIROLOJI ANABILIM DALI

KIRIM KONGO HEMORAJIK ATESI ViRUSU
ENFEKSIYONUNA KARSI SEROLOJIK TESHIS
YONTEMLERI GELISTIRILMESI

DOKTORA TEZi

NURETTIN CANAKOGLU
ELAZIG - 2012



ONAY SAYFASI

Dog¢.Dr. Oktay BURMA

Saglik Bilimleri Enstitiisti Miidiirii

Bu tez Doktora Tezi standartlarina uygun bulunmustur.
— =
Prof. Dr. Yusuf BOLAT

Viroloji Anabilim Dali Bagkan

Tez tarafimizdan okunmus, kapsam ve kalite ydniinden Doktora Tezi olarak kabul
edilmistir.

Prof. Dr. Aykut OZDARENDELI ‘kw

Danisman

Doktora Sinavi Jiiri Uyeleri

Prof. Dr. Yusuf BOLAT = ‘. 6 {
~N < o
Prof. Dr. Hasan Basri ERTAS M,{/]//

¥ :
Prof. Dr. Mustafa HASOKSUZ él/((/ AW

Prof. Dr. Hakan BULUT % 1

Prof. Dr. Aykut O©ZDARENDELI MAML{\




Bu tez mensubu olmaktan gurur duydugum Yiice Tiirk milletine ithaf edilmistir...



TESEKKUR

Oncelikle doktora &grenimim siiresince damismanligimi iistlenen, her
konuda destegini ve tecriibesini esirgemeyen, bu alanda yetismemde biiyiik emegi
bulunan tez danismanim saym Prof. Dr. Aykut OZDARENDELI’ye, basta Prof.
Dr. Yusuf BOLAT olmak iizere Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji
Anabilim Dalr’nmin saygideger Ogretim Uyelerine, doktora dgrenimim boyunca
her tiirlii sabr1 ve destegi gosteren, varligiyla bana gii¢ veren biricik esim Siddika
Sadet CANAKOGLU’na, doktoram boyunca hicbir yardimi esirgemeyen degerli
calisma arkadasim, dostum Engin BERBER’e, katkilarindan dolayr M. Deniz
YORUK e, Dr. Cemal ORHAN’a ve son olarak beni yetistirip bu giinlere getiren

canim aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

NURETTIN CANAKOGLU

Bu tez 108 G 126 no’lu TUBITAK KAMAG 1007 projesi kapsaminda yapiimistir.



ICINDEKILER

TESEKKUR ..ottt et es et en st nae et en st san s iv
ICINDEKILER .....ooviiteieieieeeectete ettt ettt n st v
TABLO LISTEST ..ettiiiiiieieieieiseis ettt iX
SEKIL LISTESI ..ottt es sttt en st en st X
GRAFIK LISTEST ..o Xi
RESIM LISTEST ..ottt xiii
KISALTMALAR LISTESI. ..ot Xiv
Lo OZET oottt ettt en st sen e Xix
3L GERIS oottt 1
3.1. HastaliZin TariiCesT ....eevveeviiiiriieiiiieseeie e 2
3.2, SIIflandIrma.......cooi i —————————— 3
3.3. Viral Yap1 ve Viriisiin Molekiiler Biyolojisi........c.ccouvveriiiviiiiiiiiiiiicieens 4
KR = oo (=T 0130 o | S SPOS P 10
3.5. Viral PAtOgENEZ .....ccvveivieie ettt 15
3.6. KHNIK BUIGUIAT ... 17

T R =T - 1Y OSSR 19
3.8, TESIIS 1o 21
3.9, AINAG 1ottt pr e e e an 24

4. GEREC VE YONTEM ..ottt s et 26
4.1. KKKAH Kars1 Antijen ELISA Testinin Gelistirilmesi ..........cccocceeveieinee 26
4.1.1. Virlis CoZaltilmast .........ccceriiiiiiiiiiiiiiii e 26
4.1.2. Hiicre Kiiltiiriinde Viral Antijenlerin Uretimi............cccocvveveriererrinennn, 26
4.1.3. Pseudo-plak TitraSyon TeSH.......ccccvverveiiieiiieiie e 27



4.1.4. Viral Antijenlerin Konsantre EAiIMESI ........ccccccovvvievieieccie e, 30

4.1.5. Viriis INaKtiVaSYOonU ........ceueveveveeieieieieessee s, 30
I S I T Y 1= SR 31
4.1.7. Tavsan IMMmMUNizasyonlart ..........c.cccoeeeeveeeeseseeeee s, 31
4.1.8. Tavsan Antikor Titrelerinin Belirlenmesi............cccceevviieeeiiiiine e, 32
4.1.9. Tavsan Antikorlarinin PUrifikasyonu.........cccccoevvnviiiniiinnniie e, 33
4.1.10. Tavsan Serumlarinin ISaretlenmesi..........coccoeeeeeereseeeiescesseee e 34

4.1.11. Insan Serumlarinda KKKAH Antijeninin Belirlenmesi Amactyla

ELISA Testi GeliStiriImesi.......cocvieiiiieiiiie it 34
4.2. Insan Serum Orneklerinde RNA EKStraksiyonu ..........c.cocevevvireverevensnenans 35
4.3. CDNA Elde EdIIMESi......ccocvviiiiiiiiiiiie s 35
4.4, Real-time PCR Protokolii.........c.cuvviiiininieiiesie e 36
4.5. Vectorbest Antijen ELISA Kit Protokolii .........ccccoovviiiiiiiiiiiiiie 36

4.6. Kene Orneklerinde KKKAH Antijeninin Belirlenmesine Y&nelik ELISA

TSt GEISHITIMEST ..t 37
4.7. Kene OrnekIerinde PCR TESt .. .vveveereeeeeeeeeeeeeeeeeeeresesesesesesesesssssesieeses 38

4.8. insan Serumlarinda Anti-KKKAH IgG Belirlenmesi Amaciyla Indirekt
ELISA Testi GEliStirilMESi...c..civeieeieiieiiere e sieesie et 38
4.9. Vector Best Indirekt ELISA Kit Protokolii..........cccoeveuevereiveirererersienennne, 39
4.10. Sigir Serumlarinda Anti-KKKAH IgG Belirlenmesi Amaciyla Indirekt
ELISA Testi GeligtiriImesi.......cccveeiiiieiiiieiiiie e 39
4.11. Koyun Serumlarinda Anti-KKKAH IgG Belirlenmesi Amaciyla Indirekt

ELISA Testi GeliStiriImesi.......cccviiiiiieiiiieiiiic e 40

Vi



4.12. Keci Serumlarinda Anti-KKKAH IgG Belirlenmesi Amaciyla indirekt
ELISA Testi GelIStIrTIMESI...uccciiieieeiiiiiieeiiiiee e e cciiee ettt s e e snnee e e 41

4.13. Fare Serumlarinda Anti-KKKAH IgG Belirlenmesi Amaciyla Indirekt

ELISA Testi GEliStiMIMESI.....ccviiiiiiieiiiecciee et sree e 42
4.14. SDS ve Western BIot ANaliZi.........cccoccoviiiniiiiiciicccc 43
4.15. Monoklonal Antikor UTetimi ...........cccoevevrvieeuereieriseceeieeseeecee e, 45
4.15.1. Myelomma Hiicrelerinin Uretilmesi ..........cococeeeeveveveveseeieeesennn, 45
4.15.2. Fare Immiinizasyonlart..........c.ccccovecuevereiieieeeeeeseseeeee e 45
4153, FUZYON .cctiiiiieie ettt ene e 46
4.15.4. Hibridoma Hiicrelerinin Uretilmesi ...........ccovueveverevecrcrereirieceeienenans 47
4.15.5. Pozitif Klonlarin Belirlenmesi .........ccccooiiiiiiiiiiniiiiicc e 48
4.15.6. Limiting DiliSYON ......ooviiiiiiiieiiciee e 49
4.16. IStatiSIKSEl ANALIZ......cvevevveeirerereieececeeie et 49
BULGULAR ettt 50
5.1. Viral Uremenin TeSPIti ......cevvivivireriiirireietiiiseeseseisses e 50
5.2. Tavsan Hiperimmun Serum Elde Edilmesi.........ccccccovvviiiiiicniiic 52
5.3. Tavsan Hiperimmun Serumlarinin Piirifikasyonu ve Isaretlenmesi .......... 53

5.4. Insan Serumlarinda KKKAH Antijenlerinin Belirlenmesi Amaciyla Antijen
ELISA Testinin GelISHITIMEST «....vveiiviiiiiieiiiie e 53
5.5. Insan Serumlarinda Anti-KKKAH IgG Belirlenmesi Amaciyla Indirekt
ELISA Testi GeligtiriImesi.......cccveeiiiieiiiieiiiie e 72
5.6. Sigir Serumlarinda Anti-KKKAH IgG Belirlenmesi Amaciyla Indirekt

ELISA Testi GeliStTIMEST....ceivvieiiiieiiiieiiie e 73

vii



5.7. Koyun Serumlarinda Anti-KKKAH IgG Belirlenmesi Amaciyla indirekt
ELISA Testi GelIStIrTIMESI...uccciiieieeiiiiiieeiiiiee e e cciiee ettt s e e snnee e e 77

5.8. Keci Serumlarinda Anti-KKKAH IgG Belirlenmesi Amaciyla Indirekt

ELISA Testi GelIStIrTIMESI...uecciiiieieeiiiiiieeiiiiee e et et e e s e e e sivne e e snreeeeaans 79
5.9. Monoklonal Antikor UTetimi .........cou.evevireiriscesiiressessissesssesssssee s 82
To TARTISMA ..o e e e s nnees 85
8. KAYNAKLAR ..o 93
L0V /€) O 0] I 15T 103

viii



TABLO LiSTESI

Tablo 1. Gelistirilen antijen ELISA ve Vectorbest ile Real-time PCR serum
sonuglarinin karstlagtirtimast. .........cooiiriiiiiiiiie e 54
Tablo 2. Vectorbest antijen ELISA ve gelistirilen antijen ELISA testinin
KargtlagtirIlmast ........ooieiiiieie s 56
Tablo 3. Real-time PCR ve gelistirilen antijen ELISA testinin karsilastirilmasi. 56
Tablo 4. Pozitif serum 6rneklerinin real-time PCR kopya sayilari ..................... 57
Tablo 5. Ankara RSHM Baskanligi’nda antijen ELISA ve real-time PCR ile test
edilen serumlarin Kargtlagtirtimast. ........c.oooveiieiiiinii i 61
Tablo 6. Samsun RSHM’de antijen ELISA ve real-time PCR ile test edilen
serumlarin Karstlagtirtlmast. .......c..oovuiiiiiiiiiii e 63
Tablo 7. Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi’nde antijen ELISA ve real-
time PCR ile test edilen serumlarin karsilagtirilmast. .......cccocoevieeiiiiiiniiniieenen, 66
Tablo 8. Antijen ELISA ile test edilen kene orneklerinin toplandigi odaklar ve
POZItIIIK YUZACIETIL. ..o 69
Tablo 9. Corum, Tokat, Erzurum, Yozgat, Edirne ve Bingol illerinden toplanan
sigir serumlart ve pozitiflik ylizdeleri. ..., 74
Tablo 10. Tokat ve Yozgat illerinden toplanan koyun serumlari ve pozitiflik
YUZACLETL. 1.ttt 78
Tablo 11. Tokat ve Yozgat illerinden toplanan keg¢i serumlart ve pozitiflik
WUZACIETL. 1.ttt e et sr e e sne e nneeneas 79
Tablo 12. Monoklonal antikor iiretiminde kullanilan fareler ve serum antikor

AV A 1YZ=] =] P OPRUPRROR 83



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.

Sekil 8.

SEKIL LiSTESI

KKKAH viriis izolatlarinin filogenetik analizleri ............ccccovcvviiiennnnnn. 4
Viryonun sematik gOriintimil. .........coveriueieriieiiiieniiie e 5
Nairovirus genusuna ait genom segmentlerinin sematik gériiniimii.......... 7
Viriisiin replikasyon SiKIUSU. .........ccoceiiiiiiiiiii e 10
Tiirkiye’de KKKAH yo6niinden belirlenen risk bolgeleri ............cceeeneen. 11
KKKAH viriisiiniin dogadaki sirkiilasyonu............ccccvvveiiiieiniieiniennnn, 13
KKKAH nin cografik dagilimi. .........cocoeiiiiiiiiiiiiic e 15
KKKAH NN KHNTK SEYTI. c.vviiiiieiiiiiiieiee e 18



GRAFIK LIiSTESI

Grafik 1. Tavsan hiperimmun serumlarinin indirekt ELISA testi ile haftalara ait
antikor titrelerinin gOSteTIIMESI. .....covvviiiiiiiiiie it 52
Grafik 2. Pozitif serumlara ait Real-time PCR sonuglar1 ve deteksiyon limiti. ... 58
Grafik 3. Ankara RSHM Baskanligi’ndan gonderilen 208 adet insan serumlarinin
ELISA degerlerinin gOSterilmesi......ccuuviivieiiiiiiiiiieiiiee e 59
Grafik 4. Ankara RSHM Bagkanligi’nda test edilen 21 adet serumun 450 nm
dalga boyunda okunan ELISA degerleri. ........ccccoeviiiiiiiniiiiiiiiic 60
Grafik 5. Samsun RSHM Bagkanligi’nda test edilen 41 adet serumun ELISA
14 (3053 (S o TP PP OPR PRSPPI 62
Grafik 6. Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesinde antijen ELISA ile test
edilen 47 adet serum Orneklerinin O.D. degerleri. .........cccoovviiiiiiiiiiciicii, 65
Grafik 7. Antijen ELISA ile pozitif belirlenen kene 6rneklerinin real-time PCR
sonuClarinin OSLETIIMESI. ....oouvviriiiiieie e 71
Grafik 8. Indirekt ELISA ile test edilen serum &rneklerine ait sonuglarin
OSTETIIIMIEST .. 72
Grafik 9. Corum iline ait sigir serum oOrneklerinin indirekt ELISA O.D.
degerlerinin OSTETIIMESI.. ....viivveiiiiiieiii e 75
Grafik 10. Tokat iline ait sigir serum Orneklerinin indirekt ELISA O.D.
degerlerinin OSTETIIMESI. . ..vviivieiieiiieiic e 75
Grafik 11. Erzurum iline ait sigir serum Orneklerinin indirekt ELISA O.D.

degerlerinin OSTETIIMESI. ....ovvveiiiiiieiii e 76

Xi



Grafik 12. Yozgat iline ait si@ir serum Orneklerinin indirekt ELISA O.D.
degerlerinin GOStETIIMESI. ...ocvviiiivieiiiie i e 76
Grafik 13. Edirne iline ait sigir serum orneklerinin indirekt ELISA O.D.
degerlerinin GOStETIIMESI. . ...cvviiiviiiiiie i 77
Grafik 14. Yozgat Kurugay koyiinden toplanan koyun serum 6rneklerinin indirekt
ELISA O.D. degerlerinin gOSterilmesi.. ....civvieiivieiiiieiiiiesiiessiie e ssvee e 78
Grafik 15. Tokat Agamusa koyilinden toplanan koyun serum 6rneklerinin indirekt
ELISA O.D. degerlerinin gOSterilmesi.........cocuviiiiiiiiiiieiiiiiiesseeisee e 79
Grafik 16. Yozgat Kurugay koyiinden toplanan kegi serum orneklerinin indirekt
ELISA O.D. degerlerinin gOSterilmesi.........cccuviiiiiiiiiiniiiiiieeseecsee e 80
Grafik 17. Tokat Agamusa kdyiinden toplanan keg¢i serum 6rneklerinin indirekt

ELISA O.D. degerlerinin gOSterilmesi. .......ccccvviiiiiiiiiieiiiiiieseeisee e 81

Xii



RESIM LiSTESI

Resim 1. Vero E6 hiicrelerinde fare beyninde izole edilen viriisiin pseudo-plak
testi ile goriintiilenmesi (VK. Viriis kontrol, HK. Hiicre kontrol). ............c..cvee. 50
Resim 2. Enfekte olmayan Vero E6 hiicreleri (A) ve enfeksiyonun 5.giintinde
Vero E6 hiicrelerinin (B) gOTintimil. .......ccccoovviiiiiiiiiiieiiiiesniiessiee e 51
Resim 3. Viral proteinlerin ve biiyiikliklerinin western blot testi ile
GOTUNTILIETIMESI. 1. vvveiiiie ettt bbb e s 51
Resim 4. Antijen ELISA yontemiyle test edilen serumlarin ELISA pleytindeki
GOTUNUIMTL ©e.vvieiie ettt e b e et e e et e nne e s nreesbeeenneens 58

Resim 5. Antijen ELISA testi ile test edilen kene 6rneklerinin ELISA pleytindeki

GOTUNTUSTL ettt e st enne e s e e reeenne e 70
Resim 6. Kene orneklerine ait PCR sonuglarinin agaroz jelde gosterilmesi. ...... 71

Resim 7. Indirekt ELISA testi ile test edilen insan serumlarmin ELISA
pleytindeki gOTUNUMIL .......coocviiiiiiiiiii 73

Resim 8. Sigir (1), koyun (2) ve keg¢i (3) serumlarinin western blot ile

GOTUNTUIETIMEST. . 1. 82
Resim 9. Antikor izotiplendirmesinde kullanilan striplerin gériinimdi. .............. 84

Xiii



ALT
AST
BHK-21
BME
bp

BSL

CPK
cRNA
dH,0
DMEM F-12 HAM
DMSO
DNA
dNTP
EDTA
ELISA
FBS
FCS
Fd

ffu

KISALTMALAR LiSTESI

: Alanin aminotransferaz
: Aspartat aminotransferaz
: Yavru hamster bobrek hiicresi
: Beta merkapto etanol
: Baz ¢ifti
: Biyogiivenlik seviye laboratuvar
: Beta galaktozidaz
: Santimetre kare
: Karbondioksit
: Kreatin fosfokinaz
: Kopya riboniikleik asit
: Distile su
: Dulbecco's Modified Eagle's Medium
: Dimetil stilfoksit
: Deoksiriboniikleik asit
: Deoksintikleotid trifosfat
: Etilen-diamin-tetra asetik asit
: Enzim ilintili immiinsorbent deneyi
: Fotal sigir serumu
: Fotal buzagi serumu
: Delta fragmenti

: Fokus formasyon {inite

Xiv



Gce

Gn

GP
HAT
HRP
HT
ICAM-1
IFA

IFN

IgM

IL

1SG-20
kDa

kg

KKKA
KKKAV
KKKAHV
L

LDH
LLC-MK2
M

mg

ml

: Karboksi terminal u¢ glikoproteini
: Amino terminal ug¢ glikoproteini

: Glikoprotein

: Hipoksantin-aminopterin-timidin

: Horseradish peroksidaz

: Hipoksantin timidin

: Intraselliiler adezyon molekiil 1

: Immiinfloresan deneyi

: Interferon

: Immiinglobiilin G

: Immiinglobiilin M

: Interloykin

: interferon tarafindan uyarilan gen orijinli protein 20
: Kilodalton

. Kilogram

: Kirim-Kongo kanamal: atesi

: Kirim-Kongo kanamali atesi viriisii

: Kirim-Kongo kanamali atesi hastalig1 viriisii

: Large segmenti

. Laktat dehidrogenaz

: Macaca mulatta maymun bobrek epitel hiicresi
: Medium segmenti

: Miligram

> Mililitre

XV



MLV-RT
mM

MOl
mMRNA
MWCO

MxA

Hg

NBT
ng
nm
NP
NSm
O.D.
ORF
°C
OoTuU
P56
PBS
PCR
PEG

pfu

: Miirin Lokomi viriis tersine transkriptaz enzimi
: Milimolar

: Enfeksiyon orani

: Mesajci riboniikleik asit

: Molekiiler agirlik cut-off

: Insan MxA proteini

: Mikrogram

: Mikrolitre

: Normalite

- Nitro-blue tetrazolium

: Nanogram

: Nanometre

: Niikleoprotein

: Yapisal olmayan M proteini
: Optik dansite

: Ag¢ik okuma bolgesi

: Santigrat derece

: Ovaryan tiimor proteini

: Protein 56

: Fosfat tampon soliisyonu

: Polimeraz zincir reaksiyonu
: Polietilen glikol

: Plak formasyon iinite

: Hidrojen iyon konsantrasyonu

XVi



PreGc
PreGn

RdRP

RIG-1
RKPL
RNA

rpm

RPMI
RRLL
RSHM
RT-PCR

S

SDS
SKI-1
SP20-Agl4
SVCAM-1
SW-13
TBST
TEMED
TEN

TMB

TNF-4

: Ge prekiirsori
: Gn prekiirsorii
: Riboniikleik asit bagimli riboniikleik asit polimeraz
enzimi
: Retinoik asit indiikleyici gen 1
: Aminoasit motifi
: Riboniikleik asit
: Dakikadaki devir sayist
: Roswell Park Memorial Institute medium
: Aminoasit motifi
: Refik Saydam Hifzisthha Merkezi
: Tersine transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu
: Small segmenti
: Sodyum dodesil siilfat
: Subtilisin/keksin-izozim-1 proteini
: Fare myelomma hiicre hatt1
: Coziinebilir vaskiiler hiicre adezyon molekiil 1
. Insan bobrekiistii bezi karsinoma hiicresi
: Tris tampon soliisyonu
: Tetra metil etilen diamin
: Tris EDTA sodyum klortir
: Tetra metil benzidin

: TUmor nekrozis faktor alfa

Xvii



TUBITAK-MAM  : Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu Marmara

Arastirma Merkezi

u/L : Unite/ Litre

USCDC : Birlesik Devletler Salgin Koruma ve Kontrol Merkezi
Vero E6 : Yesil maymun bobrek hiicresi

VRNA : Viral riboniikleik asit

X-Gal : 5-bromo-4-kloro-indolil-p-D-galaktopiranozid

XViii



1. OZET

KIRIM KONGO HEMORAJIK ATESI ViRUSU ENFEKSIYONUNA
KARSI SEROLOJIK TESHIS YONTEMLERI GELIiSTIRILMESI

Kirim-Kongo Kanamali Atesi Hastaligt (KKKAH), insanlarda siddetli
hastalik ve hemorajiye neden olan ve yliksek mortaliteyle seyreden kene kaynakl
bir hastaliktir. KKKAH viral genomu her biri ayr1 ayr1 enkapsiile olmus negatif
anlamli tek iplikli 3 segmentten olusur. KKKAH viriisii insanlara enfekte
kenelerin 1sirmasiyla veya viremik insan ve hayvanlarla direkt temas sonucu
bulasir. Hastalik Afrika, Avrasya ve Ortadogu’da ¢ok genis bir alanda rapor
edilmistir. Tiirkiye’de 2002 yilinda bir salgin bildirilmistir. Bu tarihten itibaren
KKKAH vakalarinin her yil siirekli olarak artis gostermesi viriisii halk sagligi
problemi haline getirmektedir. insanlarda anti-KKKAH IgG ve IgM’lerin tespiti
icin Immunofloresan testleri (IFA) ve enzim ilintili immunosorbent deneyleri
(ELISA) kullanilmaktadir. Viriis deteksiyonu hastaligin erken déoneminde teshis
icin en ¢ok tercih edilen metottur. Akut donemde enfeksiyonun teshisinde
kullanilan testler hiicre kiiltiirii ve tersine transkripsiyon polimeraz zincir
reaksiyonudur (RT-PCR). Hastaligin spesifik bir tedavisi bulunmadigindan erken
teshis oldukca onemlidir. Hastali§in erken donemlerinde teshis edilen hastalarda
destekleyici tedavi etkili olabilmektedir. Bu ¢alismada insanlarda KKKAH’nin
erken teshisi i¢cin antijen ELISA testi gelistirildi. Ankara, Sivas ve Samsun’dan
toplanan hasta serumlar1 gelistirilen antijen ELISA ile test edildi ve sonuglar
Vectorbest® Vectocrimean-CHF-Ag ELISA Kkiti ile karsilastildi. Sonuclara gore

gelistirilen antijen ELISA testinin 6zgiilliigli % 94 ve hassasiyeti % 95 olarak
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belirlendi. Gelistirilen antijen ELISA testi endemik bolgeden toplanan kene
orneklerine adapte edildi. Ayrica koyun, keci, sigir, fare ve tavsan anti-KKKAH
IgG’lerinin belirlenmesi i¢in indirekt ELISA testi gelistirildi. Sonug¢ olarak hiicre
kiltliriinden elde edilen KKKAH viral antijenler kullanilarak KKKAH antijen ve

antikorlarimin tespiti amaciyla ELISA tabanli bir teshis sistemi gelistirildi.

Anahtar kelimeler: KKKAH, Antijen ELISA, indirekt ELISA, Teshis
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2. ABSTRACT

DEVELOPMENT OF SEROLOGICAL DIAGNOSTIC METHODS FOR

CRIMEAN CONGO HEMORRHAGIC FEVER VIRUS INFECTION

Crimean-Congo hemorrhagic fever (CCHF) is a tick-born viral zoonotic
disease that causes hemorrhage and severe illness in humans with high mortality
rates. CCHF virus genome consists of three molecules of negative-sense single-
stranded RNA, each encapsulated separately. CCHF virus is transmitted to
humans through infected tick bites or from direct contact with viremic animals or
humans. The disease has been reported in widespread areas of Africa, the Middle
East, and Eurasia. A large Crimean-Congo hemorrhagic fever outbreak occurred
in Turkey in 2002. The numbers of Crimean-Congo hemorrhagic fever cases have
gradually increased in Turkey making the virus a public health concern. For the
detection of anti-CCHFV IgG and IgM, immunofluorescence assays (IFASs) as
well as enzyme- linked immunosorbent assays (ELISAs) have been used for
human cases. Virus detection is the primary method of diagnosis of early stage
disease. Diagnostic assays for acute Crimean-Congo hemorrhagic fever infection
include virus culture, reverse transcription-PCR (RT-PCR). Early diagnosis of
CCHEF is extremely important since there is no spesific treatment for CCHF.
Supportive treatment would be effective for the CCHF patients with diagnosed at
early stage of the disease. In this study, antigen capture ELISA has been
developed for early diagnosis of CCHF for humans. The patient sera obtained
from Ankara, Sivas and Samsun have been tested with the antigen capture ELISA

and results compared with Vectorbest® Vectocrimean-CHF-Ag ELISA kit. The
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specifity and sensitivity of antigen capture ELISA calculated 94 % and 95 %
respectively when compared to the Vectorbest® Vectocrimean-CHF-Ag ELISA.
Moreover, the antigen capture ELISA was adapted for the tick samples collected
from the CCHF endemic area. We also developed an indirect ELISA for the
detection of anti-CCHFV IgG from domestic animals such as goat, cattle and
sheep as well as laboratory animals such as rabbit and mice. As a conclusion,
diagnostic systems for CCHF, such as enzyme immunoassays for the detection of
CCHEF virus antigens and antibodies were developed by using cell culture based

CCHEF virus antigens.

Key words: CCHF, Antigen capture ELISA, Indirect ELISA, Diagnosis
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3. GIRIS

Kirim-Kongo Kanamali Atesi Hastaligi (KKKAH) Asya, Dogu Avrupa,
Ortadogu tilkeleri ve Afrika’nin bazi bolgelerinde goriilen 6liimciil viral zoonoz
bir hastaliktir (1). Kirnm-Kongo Kanamali Atesi Hastaligi Viriisii (KKKAHYV)
Bunyaviridae ailesine mensup Nairoviriis genusunda yer almaktadir.
Bunyaviriisler 350°den fazla virlisii barindirmaktadir. Bunyaviridae ailesinde
Nairoviriis, Orthobunyaviriis, Hantaviriis, Phleboviriis ve Tospoviriis olmak
tizere 5 farkli genus bulunmaktadir (2). Nairoviriis genusu, Uluslararas1 Viral
Taksonomi Komitesince yapilan siniflandirmaya gore 7 farkli tiir ve 34 farkh
viris susuna smiflandirilmistir. Bunlarin tamaminin Ixodid keneler tarafindan
nakledildigi bilinmektedir (3). Nairoviriis genusunda iki 6nemli serogrup bulunur.
Bunlar, (i) KKKAH viriisii ve Hazara viriisiiniin dahil oldugu KKKA serogrubu
(i1) Nairobi Koyun hastalig1 viriisii ve Dugbe viriisiiniin dahil oldugu Nairobi
koyun hastalig1 serogrubudur (4).

Viris si1gir, koyun, kegi ve tavsan gibi memelilerden izole edilmistir ancak
bu hayvanlarda klinik tablo olusturmamakta sadece gecici viremi sekillenmektedir
(5, 6, 7, 8). Klinik hastalik tablosu sadece insanlarda géziikmektedir (1). Hastalik
Afrika, Asya ve Avrupa’nin birgok bolgesinde sporadik olarak goriiliip, yaklasik
%3 - %30 mortaliteyle seyretmektedir (2). Hastalik iilkemizde 2002 yilindan beri
goriilmektedir ve on yilda 6000’den fazla konfirme vaka bildirilmistir. Endemik
bolgelerde kirsal kesimde tarim ve hayvancilikla ugrasanlar, veteriner hekimler ve
saglik calisanlari risk altindadir. Hastaligin spesifik bir tedavisi yoktur. Bu yiizden

erken teshis olduk¢a 6nem kazanmaktadir.



3.1. Hastahigin Tarihcgesi

Hastalik ilk kez 12. yiizyilda Tacikistan’da tamimlanmistir. Hastalarda
kanli idrar, kusma ve balgam ile rektum, barsaklar, dis etleri ve abdominal
boslukta kanamalar bildirilmistir (9). Hastaligin gé¢men kuslarin paraziti olan bir
bit tiirii veya kene kaynakli oldugu diisiiniilmiistiir (2). Hastalik Asya’da farkli
bolgelerde “khungribta”, “karakhalak” ve “khunymuny” gibi farkli isimlerle
adlandirilmistir (1). Onaltinci1 ve onyedinci yiizyillarda Orta Asya’da benzer
semptomlarla seyreden kanamali ates vakalarinin goriildiigii bildirilmistir (2).

Modern ¢agda klinik olarak hastalik ilk kez 1944-1945 yillarinda Sovyet
Sosyalist Cumhuriyetler Birligi’nde tamimlanmustir (10). Ikinci Diinya Savasi
sirasinda Kirim’da bulunan yaklasik 200 Sovyet askeri hastalifa yakalanmistir
(1). Daha sonra 1953 yilinda Bulgaristan’da 487 kisiyi etkileyen bir endemi
bildirilmistir (9). Kongo ve Zaire’de 1956 yilinda benzer kanamali atesli bir
hastaliga rastlanmistir (2).

Chumakov ve ark ilk kez 1967 yilinda. hastalarin kan ve dokularindan
elde ettikleri ornekleri yeni dogan fare beyinlerine enjekte ederek viriisii izole
etmiglerdir (11, 12). Drosdov susu olarak adlandirilan bu viriis susu daha sonraki
deneysel ¢alismalar igin prototip sus olarak kullanilmistir (13, 14). Daha sonra bu
susun 1956 yilinda Kongo’da endemiye neden olan viriis susuyla antijenik olarak
ayni oldugu belirlenmis ve hastalik Kirim-Kongo Kanamali Atesi Hastalig1 olarak
adlandirilmistir (14, 15, 16).

Daha sonraki yillarda iklim degisiklikleri, cevresel ve cografik kosullar
virilislin olduk¢a genis cografyalara yayilmasina yardimci olmustur. Hastalik 2001

yilinda Kosova’da rapor edilmis, daha sonra 2002 yilinda ilk kez Tirkiyede



bildirilmistir. Ayn1 yillarda Iran, Rusya ve Bulgaristan’da endemiler rapor

edilmistir.

3.2. Simiflandirma

KKKAH viriisii Bunyaviridae ailesine mensup Nairovirus genusunda yer
almaktadir (17, 18). Ailede yer alan viriislerin biiylik ¢ogunlugu sivrisinek, kene
gibi kan emen artropodlarla tasinmaktadir. Aile igerisindeki 4 genus
(Orthobunyavirus, Hantavirus, Nairovirus ve Phlebovirus) memelilerde
enfeksiyona neden olmakta Tospovirus genusu ise bitkilerde enfeksiyona neden
olan virtisleri icermektedir (19). Uluslararas1 Viral Taksonomi Komitesi’ne gore
Orthobunyavirus genusunda 47, Hantavirus genusunda 22, Nairovirus genusunda
7, Phlebovirus genusunda 9, Tospovirus genusunda 8 tiir yer almaktadir (20).

Karti ve ark. 2004 yilinda Tiirkiye’deki hastalardan elde ettikleri izolatin S
segmentini sekanslamiglar ve izolatin filogenetik karsilastirmasini yapmisglardir.
Daha sonra Ozdarendeli ve ark. 2006 yilinda Tiirkiye Kelkit vadisinden Turkey
Kelkit06 nolu viriis susunu izole etmislerdir ve izolatin tim genomunu 2008
yilinda sekanslayip filogenetik analizini yapmislardir. Analiz sonuglarina gore
KKKAHV Turkey-Kelkit06 susu Avrupa/Tirkiye cografik hattinda grup 5
igerisinde yer almaktadir. Ayrica bu izolatin Deyde ve ark. 2006 yilinda
karakterize ettikleri Turkey200310849 adli sus ile de % 98,8 identik oldugunu

bildirmislerdir (Sekil 1) (21, 22, 23).
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Sekil 1. KKKAH viriis izolatlarinin filogenetik analizleri (22).

3.3. Viral Yap1 ve Viriisiin Molekiiler Biyolojisi

Viriis partikelleri yaklagik 100 nm ¢apinda ve sferik yapidadir (24). Viriis
5-7 nm kalinliginda konak¢idan kdken alan bir lipid bilayer zar ile ¢evrilidir ve bu
zarin tzerinde 8-10 nm uzunlugunda glikoprotein ¢ikintilar bulunmaktadir (25,

26, 27) (Sekil 2).
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Sekil 2. Viryonun sematik goriiniimii (25).

Virlislin kimyasal bilesimi %2 RNA, %58 protein, %33 lipid ve %7
karbonhidrattan olugmaktadir (28, 29).

Viriis genomu small (S), medium (M) ve large (L) olarak adlandirilan 3
segmentli tek iplikli RNA’dan meydana gelmektedir (30, 31) (Sekil 3). Genomik
RNA negatif polariteye sahiptir (2). KKKAHV Turkey Kelkit06 susu 1673
niikleotit uzunlugunda S segmenti, 5364 niikleotit uzunlugunda M segmenti ve
12149 uzunlugunda L segmenti olmak iizere toplam 19186 niikleotit uzunluguna
sahiptir (22).

S segmenti 56-1504 niikleotitler arasin1 kapsayan tek bir agik okuma
bolgesine (ORF) sahiptir ve 482 aminoasit uzunlugundaki niikleoproteini (NP)

kodlamaktadir. KKKAHYV Turkey Kelkit06 susu S segmenti grup 5 igerisinde yer



alan diger viriislerle % 97,4 aminoasit ve % 98,5 niikleotit benzerligi
gostermektedir (22).

M segmenti 78-5144 niikleotitler arasinda yer alan bir ORF’a sahiptir ve
1688 amino asit uzunlugundaki bir poliprotein olarak translasyona ugramaktadir.
PreGn (140 kDa) ile PreGe (85 kDa) olarak iki farkli protein prekiirsoriine
kesilmektedir. Bu prekiirsorler proteolitik islemler neticesinde Gn (37 kDa) ve Gc¢
(75 kDa) olarak adlandirilan iki yapisal protein ve musin, GP160, GP85, GP38 ve
NSm gibi yapisal olmayan proteinler sentez edilmektedir (22). Amino
terminalinde gergeklesen proteolitik islemin hiicresel proteazlar, Furin-like
proteaz ve SKI-1 olarak isimilendirilen bir subtilaz enzimi kontroliinde
gergeklestigi ve neticede Gn proteininin olustugu ortaya konmustur (32, 33).

L segmenti 78-11915 niikleotitler arasinda yer alan bir ORF’a sahiptir ve
buradan 3945 amino asit uzunlugunda RNA’ya bagimli RNA polimeraz (RdRP)
enzimi kodlanmaktadir (22, 34, 35, 36, 37). Kinsella ve ark. yaptiklari bir
calismada KKKAH viriisiiniin L segmenti ile Nairoviriis genusunda yer alan bir
diger viriis olan Dugbe viriisiinlin ayn1 segmenti arasinda %60 oraninda amino
asit sekans benzerligi bulundugunu ortaya koymuslardir (38). Daha sonra yapilan
caligmalarda L segmentinde zinc-finger bolgesinin ve leucin zipper motifinin
varligi belirlenmis ve L segmentinin viral helikaz karakteristik yapisini da
gosterdigi ortaya konmustur (39). Ayrica L segmentinde ovarian tumor (OTU)-
like proteazlarin varligi gosterilmistir (40). OTU-like proteazlarin L
poliproteininin polimeraz ve helikaz olarak iki farkli proteine enzimatik olarak

kesilmesinde rol oynadigi diisiiniilmektedir (41).
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Sekil 3. Nairovirus genusuna ait genom segmentlerinin sematik gortiniimii (30).

Hedef hiicrenin enfeksiyonu bir ya da daha fazla viriis glikoproteininin
hiicresel reseptorlere tutunmasiyla baslatilir. Bunyaviriislerde yapilan caligsmalar
hem Gn hem de Gc’nin tutunmada rol oynadigini gostermektedir. Hiicreye giriste
hangi hiicresel reseptorlerin rol oynadigi heniiz bilinmemektedir (42, 43, 44).
Ancak Dimitrov ve ark. yaptiklari bir ¢alismada viriise duyarli hiicrelerin
yiizeyinde niikleolin reseptorleri bulundugunu saptamislar ve bu reseptorlerin
virlisiin hiicreye girisinde rol oynayabilecegini belirtmislerdir (45). Mirazimi ve
ark. ise polarize MDCK hiicrelerinde viriisiin bazolateral olarak hiicreye girdigini
gostermislerdir (46). Hantaan viriislerde yapilan bir ¢alismada viriisiin reseptor
bagimli klatrin aracili endositoz mekanizmasi ile hiicre igine girdigi gosterilmistir
(47). Mirazimi ve ark. yaptig1 bir bagska ¢alismada KKKAH viriisiiniin hiicresel
mikrotiibiilleri kullanarak hiicre igine girdigini gostermislerdir (48).

Diger zarli viriislerin bir¢ogunda oldugu gibi biinyaviriisler de asidik
pH’da hiicre sitoplazmasi i¢inde serbest kalirlar. Endozom asidifiye olmaya

baslayinca kapsitten siyrilma gergeklesir. Endozomal ve viral membranlarin



flizyonu sonucunda niikleokapsitler sitoplazma igerisinde serbest kalirlar ve
genom replikasyonu sitoplazmada gergeklesir (49).

Viriisiin transkripsiyonu enfliienza viriislerine benzer sekilde gerceklesir.
Viral endoniikleazlar tarafindan konak hiicre mRNA’larindan kesilen
oligontikleotitlerin kalip olarak kullanilmasiyla mRNA sentezi baglatilir. Boylece
enfekte bir hiicrede negatif anlamli viral RNA (VRNA), pozitif anlamli viral
komplemeter RNA (cRNA) ve pozitif anlamli mRNA olmak {izere {i¢ tip farkh
RNA olusur. Pozitif polariteli mRNA’larin 5° ucglarinda 12-18 bazlik primer
sekanslar bulunurken 3" wuglar1 kesilmis haldedir. Viral genom kapsitten
ayrildiktan sonra negatif anlamli VRNA polimeraz ve transkriptaz aracilig: ile ilk
olarak mRNA’ya transkripte edilir. Bu asama primer transkripsiyon olarak
adlandirilir. Primer transkriptlerin viral proteinlere transle edilmesinin ardindan
genom pozitif anlamli komplementer RNA (cRNA) ve daha sonra sekonder
transkripsiyonla mRNA’ya sentez edilir. Bu CRNA’lardan olusturulan vRNA’lar
golgi vezikiillerinden tomurcuklanarak serbest kalan projeni viriisler i¢in genom
segmentlerini olustururlar. Yapilan bir ¢alismada bu islemlerin enfeksiyondan
sonraki ilk 6 saat iginde gerceklestigi gosterilmistir (50). Golgiden
tomurcuklanma ve olgunlasma bunyaviriislerin genel bir 6zelligidir. mRNA
sentezi orthomyxoviriislerde oldugu gibi sapka c¢alma (cap snatching)
mekanizmasi ile konak¢gt mRNA’larindan alinan oligoniikleotitler ile baglatilir.
Bircok mRNA’nin aksine bunyaviriislerde poliadenilasyon yoktur (51).

Enfeksiyondan kisa bir siire sonra viral poliproteinler sentez edilmektedir.
S segmenti tarafindan kodlanan niikleoprotein yaklasik 50 kDa biiyiikliige sahiptir

ve 482 aminoasit uzunlugundadir. Niikleoprotein viriisle enfekte hiicrelerde en



fazla miktarda bulunan viral proteindir. Niikleoprotein viral RNA ile interaksiyon
halindedir ve birlikte riboniikleokapsiti olustururlar. Bu interaksiyon heniiz tam
anlamiyla agiklanamamistir. Enfeksiyon esnasinda oOnciil viral RNA’larin
yoklugunda niikleoprotein aktin bagimli yolagi kullanarak enfekte hiicrelerin
periniiklear bolgesini hedef almaktadir (53, 54, 55, 56).

Viral glikoproteinlerin  sentezi, proteolitik  kesim iglemlerinin
yapilabilmesi i¢in kullanilan kaskadlar ve olgunlasmis proteinlerin endoplazmik
retikulumdan viral kurgulanmanin gergeklestigi golgiye tasinmasi islemi oldukca
kompleks bir mekanizmadir. Gn’nin amino terminal ucunun olusabilmesi i¢in
proteaz SKI-1’in poliproteini RRLL motifinden kesmesi gerekmektedir. Yine
Gc’nin amino terminal ucunun olugmasi i¢in ayni proteazin RKPL motifinden
kestigi disiinilmektedir. Gn olusmasindan sorumlu SKI-1 proteaz golgi ve
endoplazmik retikulumda bulunmaktadir, Lassa ve Arenaviriislerde oldugu gibi
KKKAH viriisiiniin glikoproteinlerinin olusturulmasinda da rol oynamaktadir (57,
58). Viral glikoproteinlerin katlanmasi, taginmasi, tropizmi ve enfektivitesinin
diizenlenmesinde glikolizasyon olduk¢a onemlidir. Yapilan bir ¢alismada Gn’in
ekstraselliiler bolgesinde bir, Gc’nin ekstraselliiler bolgesinde ise iki tane
glikolizasyon bolgesinin bulundugu ortaya konmustur (59).

L segmenti tarafindan kodlanan RARP enzimi en biiyiik viral proteindir ve
cRNA ve vRNA’larin replikasyon ve transkripsiyonundan sorumludur. Protein
3944 aminoasit uzunlugundadir ve N terminalinde OTU-like bolgesi ve ortasinda

katalitik bir bolge icermektedir (60).
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Sekil 4. Virisiin replikasyon siklusu (51).

3.4. Epidemiyoloji

Kirim-Kongo Kanamali Atesi Hastaligit 30’dan fazla iilkede rapor
edilmistir (61). Hastalik kenelerle nakledilen ve insan sagligini etkileyen viriisler
arasinda en yaygin goriilen enfeksiyon, artropod kaynakli viriisler arasinda ise
Dengue hummasindan sonra en yaygin ikinci hastalik olarak belirtilmistir (1).
Tiirkiye’de ilk kez 2002 yilinda goriilmiis ve giliniimiize kadar toplam 6000’den

fazla vaka bildirilmistir (62,63) (Sekil 5).
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Sekil 5. Tiirkiye’de KKKAH yoniinden belirlenen risk bolgeleri

Hastalik diger kene kaynakl viriisler gibi kene-vertebrali-kene siklusunu
izlemektedir (Sekil 6). Viriis sigir, koyun, keci, tavsan, kirpi ve evcil kopeklerden
izole edilmis (64, 65, 66, 67) ve Asya, Avrupa, Afrika kitalarinda yapilan
serolojik caligmalarda at, esek, koyun, ke¢i ve domuzlarda hastaliga karsi spesifik
antikor tespit edilmistir (68, 69, 70, 71).

Evcil ve yabani memeliler, herhangi bir klinik belirti gostermeden 7-10
giinliik bir viremi donemi gecirirler. Bu donem, vektdr keneler i¢in enfeksiyon
kaynagi olusturmasi agisindan, hastaligin epidemiyolojisinde c¢ok Onemlidir.
Bir¢ok evcil ve yabani omurgalida gerek antikor cevabi ve gerekse viremi
sekillenirken, deve kusu hari¢ ¢ogu kus tiiriinlin hastalifa kars1 oldukg¢a direncli
oldugu goriilmiistiir. KKKAH viriisii ile deneysel olarak enfekte edilen deve
kuslarinda, inokulasyondan sonra 1-4 giin sliren bir viremi sekillenmis ve i¢
organlarda viriis tespit edilmistir. Deneysel inokulasyon yapilan diger kuslarda

antikor cevabi olusmamistir. Hatta bazi kuslardan toplanan kenelerde viriis izole
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edilmesine ragmen, hastaliga karsi antikor cevabi tespit edilememistir (72).
Kuslarin viriis tasiyicisi olarak hastaligin epidemiyolojisinde herhangi bir rolleri
yoktur. Ancak yerden beslenen kuslar, vektér kenelerin immature dénemlerine
konaklik yaptiklari i¢in, hastaligin yayilmasinda 6nemli rol oynamaktadirlar (73).

Keneler ile nakledilen viral hastaliklar iginde KKKAH en genis yayilis
alanina sahiptir. Vektor keneler, hastalig1 nakletmeleri yaninda, virlisiin dogadaki
esas rezervuart olmalari bakimindan da onemlidirler (74). Evcil ve yabani
hayvanlar virilisii ancak 7-10 giin kadar barindirabilirler. Oysa viriis, kenelerde
Omiir boyu (1-1.5 yil), hatta nesiller boyu kalmakta ve kenenin biitiin doku ve
organlarinda g¢ogalabilmektedir. Viriis simdiye kadar Ixodidae ve Argasidae
ailelerine mensup 31 kene tiirii ile bir sinekten (Culicoides spp.) izole edilmistir
(75, 76). Ancak bunlardan bazilarinin, 6zellikle argasid kenelerin (Ornithodoros
savignyi, Argas walkerae) vektorliik kabiliyeti bulunmamakta, diger bazi tiirlerin
ise bu ozellikleri bilinmemektedir. Bir kenenin ger¢cek manada vektor olabilmesi
icin, gelisme safhasinin herhangi bir doneminde, viremik konaktan kan emerken
virlisii alabilmesi ve miiteakip sathada kan emdigi konaga viriisii verebilmesi
gerekir. KKKAH virlisii vektor keneler tarafindan hem transtadial hem de
transovarial nakledilir. Keneler arasinda veneral bulagsma da goriilmektedir (74).
Hastaligin insanlara bulagsmasinda, 6zellikle Hyalomma tiirleri 6nemli bir yer
tutmaktadir (74). Bugiine kadar KKKAH viriisii i¢in baz1 kene tiirlerinin
vektorliik potansiyeli kanitlanabilmistir. Bunlardan Hyalomma marginatum
marginatum, Hyalomma anatolicum anatolicum ve Dermacentor marginatus

iilkemizde de yaygin olarak bulunan kene tiirlerindendir (1). Akdeniz
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Hyalomma’s1 olarak bilinen H. m. marginatum Avrupa’da KKKAH viriisiiniin
esas vektorii olarak bilinmektedir (77).

Hastaligin keneler vasitasi ile insanlara bulagsmasinda temel yol, enfekte
kenenin konaktan kan emmesi esnasinda tiikiirlik salgis1 ile birlikte viriisii konaga
nakletmesi ile olmaktadir. Bulasma, enfekte kenelerin ¢iplak elle toplanmasi
esnasinda patlamasi veya ezilmesi durumunda da olabilmektedir. Bunun disinda
virilis ile enfekte kenelerin el ile ezilmesi, viremik hayvanlarin kesimi esnasinda
viucut sivilar1 ve dokulart ile temas, hasta insanlarin viicut sivilann ile temas
sonucu da bulasma gerceklesebilmektedir. Ayrica nozokomiyal hastane

enfeksiyonlarina da rastlanmaktadir (78, 79).

Sekil 6. KKKAH viriisiiniin dogadaki sirkiilasyonu (2)

Kenelerle bulasan hastaliklarin yayilis1 belli arazi yapilart ve iklim ile

stnirlidir. Bu gibi hastaliklarin dogal odaklar1 zaman ve mekan i¢inde sabit olup,
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keneler buralarda hem vektor, hem de hastalik etkenlerinin rezervuari olarak islev
goriirler (80). Bu odaklarin varligi ve devamliligi patojen-kene-omurgali
arasindaki biyolojik ve ekolojik iligkilere baglhidir. KKKAH keneler ile nakledilen
viral hastaliklar i¢inde en genis yayilis alanina sahiptir. Dogu Avrupa, Ortadogu,
Asya ve Afrika’da 30’a yakin iilkede viral izolasyon ve/veya klinik vaka
bildirilmistir. Fransa, Portekiz, Misir ve Hindistan gibi bazi iilkelerde ise serolojik
bildirimler yapilmistir.

Iklim degisiklikleri kene popiilasyonunun artmasina yol agmakta ve
hastaligin insidensini arttirmaktadir (25). Kuzey yarimkiirede Hyalomma
marginatum marginatum tiiri keneler Nisan-Mayis aylarinda aktiftirler ve
olgunlagmamis keneler Eyliil ayma kadar aktif kalirlar. Bolgesel sicaklik
degisimleri kenelerin aktif oldugu aylarda degisiklige yol acabilir. Ayrica tarim
yapilan alanlarda meydana gelen cografi degisiklikler, gdo¢men kuslar ve

biiyiikbag hayvan ithalati hastaligin cografi dagilimini etkilemektedir (Sekil 7).
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Sekil 7. Kirim-Kongo Kanamal1 Atesi Hastaliginin cografik dagilimi (26).

3.5. Viral Patogenez

Viral kanamali ateslerin patogenezleri benzerlik gostermektedir. Viral
kanamal1 ates etkenleri arasinda her bir etkenin patofizyolojisi farkliliklar
gostermektedir fakat mikrovaskiiler hasar ve hemostazin bozulmasi gibi temel
ozellikler goriilmektedir. Viral kanamali ateslerde Oliimlerin kanamaya bagh
oldugu diisiiniilmektedir ancak 6liimden genellikle septik sok ve ¢oklu organ
yetmezligi sorumludur (81).

Viriis viicuda girdikten sonra ilk olarak bolgesel lenf bezlerinde ve lokal
dokularda ¢ogalir. Daha sonra lenf ve monositler yoluyla basta dalak, karaciger,
lenf bezleri, akciger, adrenal bezler ve endotel olmak iizere viicuda yayilir.
Enflamatuar hiicre infiltratlar1 genellikle mononiiklear hiicreler ve nétrofillerdir.

Bagisiklik hiicrelerinden 6zellikle makrofajlarin ve endotel hiicrelerinin dogrudan
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ya da dolayli medyatdér etkilesimi sonucunda hiicre aktivasyonu baslatilir ve
enflamatuar ve vazoaktif siireg tetiklenir (82).

Patogenezde endotel enfeksiyonu en 6nemli basamaktir. Endotel hasari
dolayli olarak viiriisiin aktive ettigi konak kokenli faktorlerin araciligiyla veya
dogrudan viriisiin endotel hiicresinde tremesiyle sekillenir. Endotel hasari
trombosit agregasyonu ve degraniilizasyonun uyarilmasiyla intrensek
koagiilasyon kaskadini aktive ederek hemostatik yetmezlige yol agar. Dissemine
intravaskiiler koagiilasyon hastaligin ilk bulgularindan biridir ve 6len hastalarda
belirgin olarak gozlenmektedir (83).

Doku hasar1 enfekte olan hiicrelerin dogrudan nekrozu veya dolayli olarak
hiicrelerin apoptozu yoluyla gerceklesir. Ayrica yapilan calismalarda reaktif
hemofagositozun patogenezde 6nemli bir oynadig1 ve dlen hastalarda IL-1, IL-6
ve TNF-& diizeylerinin hastali§i atlatanlara gore daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Proinflamatuar sitokinlerin dissemine intravaskiiler kogaliisyon
skoru ile pozitif korelasyon gosterdigi belirlenmistir (83).

Akinci ve ark. ile Kuscu ve ark. yaptiklari ¢aligmalarda siddetli hastalarda
16kosit adezyon molekiilii (ICAM-1) ve ¢oziinebilir vaskiiler adezyon molekiilii
(SVCAM-1) seviyelerinde artis saptamiglardir (84, 85).

KKKAH viral RNA’simnin 5° ucunun islenmesi sirasinda retinoik asit
inducible gene 1 (RIG-1) stimiilasyonunu geciktirdigi ve IFN transkripsiyonunu
engelledigi  belirlenmistir.  Virlisiin - dendritik  hiicrelerden antijen sunum
mekanizmasini yavaglattigi ve T hiicre yanitin1 geciktirdigi bildirilmistir. Sonug
olarak adaptif ve innate immiin sistem yanitindaki gecikmeler viral iiremenin

kontrol altina alimmasimi Onlemektedir. Viral tremedeki artis neticesinde
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karaciger ve dalak gibi organlarda hiicre lizisine bagli nekrozlar sekillenmektedir.
Immun yamit disfonksiyonu sonucu siddetli sitokin uyarimi olusmakta ve ¢oklu

organ yetmezligine ve septik soka bagh 6liimler gergeklesmektedir (86, 87, 88).

3.6. Klinik Bulgular

Klinik belirtiler baslangigta spesifik degildir. Genel olarak halsizlik,
yaygin kas agrilari, bas agrisi, ates, gogiis agrisi ve abdominal hassasiyet
goriilmektedir. Ciddi seyirli vakalarda vaskiiler bozukluklar ve kanama sekillenir.
Vaskiiler bozukluklar konjuktival kizariklik, 6dem, hipotansiyon, sok ve
proteiniiri ile seyreder. Kanamalar hematemez, melena, hematokezya, metroraji,
purpura, petesi, epistaksis, hemoptizi ve hematiiri seklinde goriiliir. Hastaligin ilk
48 saatinde genellikle kanamaya rastlanmaz (89, 90).

Klinik seyir diger viral kanamali ateslerde oldugu gibi oldukca hizli gelisir
ve 7-10 giin i¢inde Olimle sonuglanabilir. Kotii prognoz indikatorleri sok,
kanama, uyku hali, yliksek viral yik ve AST seviyesindeki artis olarak
belirlenmistir (91).

Hastaligin tipik klinik seyri inkiibasyon, prehemorajik evre, hemorajik
evre ve konvelasan evre olmak tlizere 4 boliimden olugsmaktadir.

Inkiibasyon dénemi ilk 3-7 giinliik dénemdir ve enfeksiyona maruz kalma
yoluna gore degisiklik gostermektedir. Tiirkiye’de bu siire ortalama 5.5 giindiir.

Prehemorajik donem ani ates yiikselmesi, miyalji, bag donmesi ve bas
agrist ile karakterizedir. Ates yaklasik 4-5 giin bifazik olarak devam eder. Bu
donemde yliz, boyun ve gogiiste hiperemi goriiliir. Prehemorajik dénem 1-7 giin

devam eder.
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Hemorajik dénem hastaligin yaklasik 3-5. giiniinde baslar ve kisa siireli
devam eder. Kanama bulgulan kiigiik petesiler ile yaygin hematomlar arasinda
degiskenlik gosterir.

Konvelesan déonem hastaligin goriilmesinden 10-20 giin sonra baglar. Bu
donemde degisken nabiz, tasikardi, gecici sa¢ dokiilmesi, polindrit, solunum
gicliigli, zayif gorme, gecici isitme ve hafiza kaybi bildirilmistir ancak bu
bulgularin hi¢ birine Tiirkiye’de rastlanmamistir. Hastaligin niiksetmesi s6z
konusu degildir.

Trombositopeni enfeksiyonda kesin olarak bulunmaktadir. Lokopeni,
aspartat transferaz (AST), alanin transferaz (ALT), laktat dehidrogenaz (LDH),
kreatinin fosfokinaz seviyelerinde artis goriilmektedir. Protrombin zamani ve aktif
tromboplastin zaman1 uzamstir. Fibrinojen diizeyinde azalma goriilebilir (92, 93,

94, 95) (Sekil 8).

| Polimar Zincir Raaksiyonu: ilk 9 giin |
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Sekil 8. KKKAH nin klinik seyri. (83)
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3.7. Tedavi

KKKAH’nin spesifik bir tedavisi yoktur (2). KKKAH’da tedaviye
yaklasim genel olarak destekleyici tedavi, hastanin koagiilasyonun durumunun
monitorize edilmesi, gerekli koagiilasyon faktorlerinin takviyesi ve ribavirin
kullanim1 olarak sayilabilir (96). Ribavirin ilk kez 1972’de Sidwell ve ark.
tarafindan elde edilmis bir sentetik piirin niikleosit analogu ve modifiye bazli bir
D-riboz sekeridir (97). Ribavirin’in pek ¢ok DNA ve RNA viriisii iizerinde
replikasyonu 6nleyici etki yaptigi bilinmektedir. Ayn1 sekilde KKKA hastalarinda
ribavirin uygulamasinda bagarili sonucglar almmistir. Giliney Afrika’da 1985
yilinda nozokomiyal bulagsmaya maruz kalmis hastalarda tedavide intravendz
ribavirin  kullanimi rapor edilmistir (98). Fisher-Hoch ve ark. 1995’de
nozokomiyal bulasmaya maruz kalmis ii¢ hastada tedavi amaclh oral ribavirin
uygulamasi yapmuglardir. Hastalara alti giin boyunca oral yolla ribavirin
uygulamasi yapilmis ve son doz uygulandiktan 48 saat sonra hastalarin klinik
skorlar1 normale donmeye baslamistir (99).

Ergonil ve ark. 2004 yilinda 35 KKKAH vakasinda oral ribavirin
uygulamasinin etkilerini arastirmislardir. Toplam 35 vakanin 30 tanesi Swanopoel
kriterine gore siddetli vaka olarak gruplandiriimistir (100, 101). Sekiz vakada oral
ribavirin uygulamasi yapilmis ve bu vakalarda 6lim gdzlenmemistir. Tedavi
edilmeyen vakalarda % 4,5 mortalite gézlenmistir. Bu mortalite oran1 Swanepoel
kriterine gore ongoriilenden daha diisiik oldugu i¢in gruplandirma revize edilmis
ve serum AST ve ALT seviyeleri 700 U/L’nin iizerindeki hastalar da siddetli
hasta grubuna dahil edilip toplam 54 vaka {lizerinde ¢aligma tekrarlanmistir. Fakat

yine de tedavi edilmeyen hastalardaki mortalite oran1 degismemistir.
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KKKAH vakalarinda ribavirinin etki mekanizmast tam olarak
bilinmemektedir. Ilacin immunmodiilator etkisinin oldugu diisiiniilmiis fakat bu
konu ile ilgili detayli bir ¢calisma yapilmamstir. Oliimle sonuglanan vakalarda IL-
6 ve TNF-& seviyeleri diger vakalara gore artis gostermis fakat IL-10
seviyelerinde belirgin bir farklilik goriilmemistir. Hastaligin erken doneminde
ribavirinin kortikosteroidlerle birlikte kullanildiginda daha etkili oldugu goriilmiis
fakat bu konuyla ilgili sadece bir ¢alisma yapilmistir (86).

Tedavide hastalara destekleyici terapi uygulanmasi 6nemlidir. Kanamanin
kontrol altina alinabilmesi i¢in histamin reseptér blokorlerinin kullanilmasi, sivi
ve elektrolit dengesinin siirekli olarak izlenmesi, trombosit soliisyonlarinin
verilmesi ve taze donmus plazma enjeksiyonunun yapilmasi gerekmektedir.

In vitro ve hayvan modellerinde yapilan ¢alismalar tip 1 interferonlarin
pek cok hemorajik hastalikta olumlu sonuglar verdigini gostermistir, fakat
KKKAH ile ilgili boyle bir klinik ¢aligma heniiz yapilmamistir. Ancak baz1 in
vitro c¢alismalarda MxA proteinin pek ¢ok viriis tizerinde etkili oldugu
gosterilmistir. MxA proteininin enfekte hiicrelerin periniikleer bolgelerinde
birikerek KKKAH viriisiiniin niikleokapsit proteini ile interaksiyona girdigi ve
sonucta viral replikasyonun engellendigi diistiniilmektedir. Ayrica ISG-20, P56,
RNA-spesifik adenozin deaminaz 1 ve guanilat baglayici protein gibi bazi 6nemli
proteinlerin de antiviral etkili oldugu belirlenmistir. Mirazimi ve ark. yaptiklar
bir calismada ISG-20 proteinin KKKAHV iizerinde etkili oldugunu ortaya
koymuslar fakat bu etkinin mekanizmasi heniiz tam olarak goOsterilememistir

(102).
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3.8. Teshis

Hastaligin erken teshisi hem hastanin yasama sansinin artmasi hem de
nozokomiyal enfeksiyonlarin engellenebilmesi ag¢isindan olduk¢a Onemlidir.
Klinik agidan hastaligin erken teshisi oldukc¢a zordur. Viicut 1sisindaki ani artis,
grip benzeri semptomlar, endemik bdlgelerde kene ile veya evcil hayvanlarla
temas ve hastanede potansiyel hastalarla bir arada bulunmak KKKAH siiphesini
akla getirmelidir (103). Fakat hastaligin erken donemleri benzer semptomlarla
seyreden leptospirozis, Omsk kanamali hastaligi, sarthumma, kene tifusu ve Ebola
gibi hastaliklarla karisabilir. Klinik vakalarda 16kopeni ve trombositopeni tablosu
klinik teshiste yararli olabilmektedir (104).

Hastaligin laboratuar teshisinin yapilabilmesi i¢in viriis izolasyonu, viral
genomun RT-PCR ile deteksiyonu, antijen ELISA testi ile viral antijenin
goriintlilenmesi, serokonversiyonun gosterilmesi, spesifik IgM’lerin saptanmasi
ve ELISA testi gibi serolojik testlere ihtiyag¢ vardir (105, 106).

Viriis  izolasyon c¢aligmalar1  yiikksek  giivenlik  diizeyine  sahip
laboratuarlarda yapilmalidir. Viriis izolasyonu geleneksel olarak, enfekte
kenelerden elde edilmis havuz ornekleri veya akut hasta kanlarinin yeni dogmus
farelere intrakraniyal veya intraperitoneal yolla inokiilasyonuyla yapilmaktadir.
Hiicre kiiltiirtinde 1zolasyon daha basit ve hizlidir fakat diger metoda gore daha az
hassastir (107). Viriis LLC-MK2, BHK-21, Vero ve SW-13 hiicre tiplerinden
izole edilebilmektedir. Virlis izolasyonu hiicre kiiltiriinde 4-7 gilnliik
inkiibasyondan sonra yapilmaktadir (108). Fakat hiicre kiiltiiriiniin hassasiyeti
diisiik oldugundan izolasyon yapilabilmesi i¢in hastaligin ilk 5 giinlindeki

hastalardan alinmis yiiksek viremi donemindeki 6rneklere ihtiya¢ vardir (109).
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Hiicre kiiltirinde KKKAHV ya ¢ok az sitopatik etki gostermekte ya da hig
gostermemektedir. Hiicre kiiltiirlinde viriis izolasyonu yapildiktan sonra spesifik
monoklonal antikorlar veya poliklonal antikorlar kullanilarak yapilan indirekt
immunfloresan testi ile viriis identifikasyonu yapilabilir.

Hastaligin teshisi i¢in en yaygin kullanilan metotlardan biri tersine
transkripsiyon PCR (RT-PCR) testidir. RT-PCR testi ile viral niikleik asit
belirlenebildigi i¢in oldukca spesifiktir ve virilis izolasyonu i¢in gerekli olan
yiiksek giivenlikli laboratuar sartlarina ihtiya¢ yoktur. RT-PCR testi ¢ok yiiksek
duyarlilik gostermekte ve hiicre kiiltiirii negatif bazi 6rneklerden RT-PCR ile
pozitif sonu¢ alinabilmektedir. Ayrica bu metot geriye yoOnelik olarak
dondurulmus Klinik orneklerde de uygulanabilmektedir. Yapilan bir ¢alismada
enfektif viriis titresi 7. glinden sonra tespit edilemeyen bir hastadan hastaligin 16.
giiniinde alinmig serum 6rneginden viral RNA saptanmistir (110).

RT-PCR testinin hiicre kiiltiiriinden viriis izolasyonuna 6nemli bir avantaji
da hizli sonu¢ vermesidir. Klinik 6rnekler laboratuara ulastiktan 8 saat sonra
sonu¢ alinabilmektedir. Ayrica bu metot sayesinde elde edilen cDNA 6rnekleri
sekanslama c¢alismalar1 i¢in kullanilabilmektedir. Bu da viriisiin filogenetik
caligmalarinin yapilabilmesi agisindan 6nemlidir.

Konvensiyonel PCR tekniklerinin yani sira real-time PCR testi de
hastaligin hizli teshisi i¢in kullanilmaktadir. Real-time PCR testinin disiik
kontaminasyon riski, konvensiyonel PCR testlerine gore daha hizli sonug vermesi
ve kantitatif olarak viriis miktarinin ortaya konulmasi gibi avantajlar1 vardir.

KKKAHV’niin serolojik tanisinin yapilabilmesi i¢in 1980 yilindan beri

komplement fikzasyon, immundifiizyon ve hemagliitinasyon inhibisyon testi gibi
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testler uygulanmis fakat bu testler hassasiyet ve uygulanabilirlik agisindan yeterli
goriilmemistir (111, 112). Yine ayn1 sekilde nétralizan antikor miktarini1 dogru bir
sekilde tespit edebilecek bir test gelistirilmemistir. Bu problem indirekt
immunfloresan testlerinin gelistirilmesiyle ¢ozilmistir. Spesifik IgM  varlig
hastaligin ortaya c¢ikisindan sonraki ilk 3 giin igerisinde belirlenememektedir
(113). Hastaligin 4. ve 5. giiniinde hastalarin %10’unda, hastaligin 6. giiniinde %
65’inde, 7. giiniinde % 83’linde, 8. giiniinde % 94’linde ve 9. giinlinde tiim
hastalarda saptanabilmektedir (114). IgM yanit1 2-3 hafta igerisinde maksimum
seviyeye ulagsmakta ve 5. ayda belirlenebilir diizeyin altina diismektedir. IgG
yanit1 4. ayda azalmakta fakat 5 yil boyunca belirlenebilir seviyede kalmaktadir
(115).

IgM ve IgG’lerin belirlenebilmesi i¢in ELISA testleri de kullanilmaktadir.
Spesifik IgM yaniti hastaligin ortaya c¢ikisindan 4 giin sonra kanda
belirlenebilmektedir. Saluzzo ve ark. 1987 yilinda KKKAH’nin hizli teshisi
amaciyla viriis spesifik IgM’leri belirleyebilen ELISA testini gelistirmislerdir. Bu
teknik 2005 yilinda Bouloy ve ark. tarafindan modifiye edilmis, spesifik IgM ve
IgG’lerin saptanabilmesi i¢in Semliki Forest suicide viriis tabanli rekombinant
KKKAH antijenleri kullanilmigtir. Saijo ve ark. spesifik IgM ve 1gG tespiti
amactyla Baculoviriis sisteminde iirettiklert KKKAH rekombinant niikleoproteini
(rNP) kullanmiglardir.

KKKAH’nin teshisi amaciyla antijen belirlemeye yonelik ELISA testi ilk
kez 1993 yilinda tarafindan kullanilmistir. Logan ve ark. bu ¢alismada yakalayici
antikor olarak koyun serumu, detektor antikor olarak ise fare anti-KKKAH

hiperimmun asites sivis1 kullanmiglardir. Daha sonra 2005 yilinda Saijo ve ark. bu
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teknigi modifiye etmisler ve yakalayici antikor olarak monoklonal antikor
kullanmislardir. Gelistirilen testin hassasiyeti nested PCR ile karsilastirilmis ve
daha diisiik bulunmasina ragmen testin Ozellikle akut donemde alinan hasta

serumlarinda kullanilabilecegi bildirilmistir.

3.9. Amag¢

Birlesik Devletler Salgin Koruma ve Kontrol Merkezi (USCDC) Kirim-
Kongo kanamali atesi hastaligi viriistinii yiiksek giivenlikli laboratuar patojeni
olarak smiflandirmistir. Avrupa’da 2008 yili itibariyle 1’1 Tirkiye’de, 14’1
Avrupa Birligi’ne iiye lilkelerde ve 8’1 Rusya’nin endemik bdlgelerinde olmak
tizere 20’den fazla laboratuar hastaligin teshisini yapabilmektedir. Ancak bu
laboratuarlarin sadece sekiz tanesi viriis izolasyonu i¢in gerekli biyogiivenlik
sartlarin1 tagimaktadir. Diger laboratuarlarda hastaligin teshisi i¢in immunflorasan
testi (IFA), enzime bagli immun test (ELISA) ve RT-PCR gibi molekiiler teshis
yontemleri kullamilmaktadir. Bazi endemik bolgelerde hastaligin teshisini
yapabilecek kapasitede laboratuarlarin bulunmamasinin yanisira bu bélgelerden
numunelerin uluslararasi transferini zorlastiran ekonomik ve lojistik sebepler de
hastaligin teshisini sinirlandirmaktadir.

Hastaligin erken teshis edilmesi, tedaviye erken baslanmast ve
nozokomiyal enfeksiyonlarin Oniine gegilebilmesi yoniinden kritik 6nem
tasimaktadir. Ulkemizde Mart 2004 — Agustos 2008 tarihleri arasinda hastaliga
yakalanan 140 kisi iizerinde yapilan bir ¢calismada, hastaligin mortalite oraninin

teshisteki gecikmelere bagl olarak arttigi belirlenmistir (116).
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Hastalik, virlis miktarina ve maruz kalma yoluna gore degismekle birlikte
genellikle 3-7 giin gibi kisa bir inkiibasyon periyoduna sahiptir. IgG ve IgM
antikor titrelerinin ELISA testiyle belirlenebilmesi i¢in hastalik baslangicindan
itibaren yaklasik 7 giinliik bir siire ge¢mesi gerekmektedir. Ancak bu siire
icerisinde kan ve serum Orneklerinde viral antijen tespit edilebilmektedir. Bu
yiizden hastaligin erken teshisinin yapilabilmesi i¢in antijen belirlemeye yonelik
testler onem kazanmaktadir.

Bu ¢alismada insanlarda antikor belirlemeye yonelik testlerin yani sira
antijen belirlemeye yonelik olan sandvi¢ ELISA testinin gelistirilip standardize
edilmesi hedeflenmistir. Ayrica viriisiin dogadaki donglisiinde ve enfeksiyon
zincirinde 6nemli bir yeri olan sigir, koyun, ke¢i gibi hayvanlarda ve fare, tavsan
gibi laboratuar hayvanlarinda serolojik teshis yapilabilmesi i¢in antikor saptamaya
yonelik ELISA metotlarinin gelistirilip standardize edilmesi amaglanmaistir.

KKKAH’ma kars1 hizli ve spesifik teshis metotlarinin gelistirilmesi,
ongoriilen tedavi yoOntemlerine zaman kaybetmeden baslanabilmesi ve
nozokomiyal bulasmanin Oniine gegilebilmesi acisindan 6nemli bir avantaj
saglayacaktir. Boylece endemik bolgelerde tedaviye ge¢ baslanmasi neticesinde
goriilen mortalite artislar1 kismen de olsa engellenmis olacaktir. Ayrica
enfeksiyon zincirinde yer alan yabani ve evcil hayvanlarda viriisiin serolojik
olarak teshisinin yapilmasi epidemiyolojik acidan risk alanlarinin belirlenmesinde
ve bu risk alanlarinda koruyucu o6nlemlerin alinmasinda olduk¢a 6nemli bir

avantaj saglayacaktir.
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4. GEREC VE YONTEM
4.1. KKKAH Karsi Antijen ELISA Testinin Gelistirilmesi
4.1.1. Viriis Cogaltilmasi

Viriis {iretimi amaciyla 2006 yilinda Tirkiye Kelkit vadisinden izole
edilen Turkey-Kelkit06 KKKA viriis susu olarak kullanildi. Bu amagla 1-2
giinliik Balb-C yavru farelere intrakraniyal yolla verilerek 3 kez pasaji yapildi.
Enfeksiyondan sonra giinliik olarak fareler gozlendi ve klinik belirti gosterenler
Olimler sekillenmeden hemen oOnce servikal dislokasyonla oOtenazi edilerek
aseptik sartlarda beyinleri ¢ikartildi. Her bir fare beyni 1200 ul %2 FBS (Sigma,
F2442) ve %1 antibiyotik (Sigma Cat. A5955) iceren DMEM F-12 HAM
(Sigma, D8900) ile homojenize edildi ve -80 °C’de saklandi. Daha sonra fare
beyinleri buz kabinda ¢dzdiiriilerek beyin homojenatlar1 +4 °C’de 1200 rpm’de 30
dakika santrifiij edildi. Olusan siipernatantlar 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine
(USA Scientific, 1615-5500) 1’er mililitre olacak sekilde transfer edilerek tekrar -

80 °C’de ana stok olarak saklandi.

4.1.2. Hiicre Kiiltiiriinde Viral Antijenlerin Uretimi

Diagnostik testlerde kullanilmak {izere fare beyninden izole edilen virtis
Vero E6 hiicresine adapte edildi. Vero E6 hiicreleri %10 FBS, %1 antibiyotik
iceren 25 ml DMEM F-12 HAM ile 37 °C’de %5 CO; etiivlerde 175 cm?
flasklarda (Corning, CLS431079) iiretildi. Monolayer olan Vero E6 hiicrelerinin
vasatlar1 dokiilerek bir kez 3 ml Trypsin EDTA ile yikandiktan sonra 5 ml
Trypsin EDTA ilave edilerek 37 °C’de 3 dk hiicrelerin flaskin tabanindan ve

birbirlerinden ayrilmalar1 i¢in bekletildi. Hiicreler 10 ml hiicre iiretme vasati ile
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flask icerisinden pipete edilerek 15 ml’lik santrifiij tiiplerine transfer edildi ve
1000 rpm’de 5 dk oda 1sisinda santrifiij edilip slipernatant uzaklastirildi. Pellet 1
ml hiicre iiretme vasati ile pipete edilip homojenize edildi. Tekrar hiicre liretme
vasati ilave edilerek 10 ml’ye tamamlandi. Hiicreler Trypan-blue ile 1:10 oranda
diliie edilerek 10 pl hiicre siispansiyonu alinip hiicre sayim ¢emberinde (Kova
Glasstics Urinalysis System, HYCOR, 877155) invert mikroskopta (Olympus,
CKXA41SF) sayildi. Hiicreler her bir 175 cm?lik flaska 6x10° sayida hiicre olacak
sekilde 25 ml hiicre iiretme vasati icerisinde 2 adet 175 cm?’lik flaska dagitildi.
Pasajdan 16 saat sonra % 80 monolayer olan Vero E6 hiicrelerin iiredigi vasat
atild1 ve titresi bilinen virtisten her flaska 5 ml DMEM F-12 igerisinde 0.01 MOI
oraninda virilis diliie edilip adsorbsiyona bagli yontem ile 37 %C’de %5 CO,
inkiibatorde 10 dakika araliklarla flasklar ¢alkalanarak 1 saat siireyle inkiibasyona
birakildi. Daha sonra inokiiliim atilip 20 ml viriis liretme vasati ( %3 FBS, %]l
antibiyotik, DMEM F-12) eklendi. Tekrar 37 °C’de %5 CO, inkiibatére birakilan
flasklar giinliik olarak mikroskop altinda incelenerek hiicrelerin %701

parcalanincaya kadar bekletildi ve -80 0C’ye kaldirildi.

4.1.3. Pseudo-plak Titrasyon Testi

Bir giin 6nceden 24 kuyucuklu pleyte (Costar, 3524) Vero E6 hiicreleri
hiicre liretme vasati [(%10 FBS (Sigma, F2442), %1 antibiyotik (Sigma, A5955),
DMEM F-12 HAM (Sigma Cat.D8900)] igerisinde kuyucuk basina 20x10*/ml
gecildi. Yedi adet santrifiij tiipti (USA Scientific, 1615-5500) isaretlenerek biitiin
tiiplere sulandirma soliisyonu olarak 0,9 ml DMEM F-12 ilave edildi. Titresi

hesaplanacak viriis stogundan 0,1 ml alinarak ilk tiipe eklendi ve vortekslendi.
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Birinci tiipten 0,1 ml alinarak ikinci tiipe ilave edildi, bu sekilde log 10 tabaninda
10 den 10'7’ye kadar viriistin seri sulandirmalar1 yapildi. Hiicrelerdeki iiretme
vasat1 alind1 ve Once hiicre kontrolden baslanarak en yiiksek sulandirmadan en
diisiik sulandirmaya dogru monolayer olan hiicrelerin iizerlerine her sulandirma
i¢in dorderli olmak iizere kuyucuklara 0,2 ml diliie edilmis viriis ekimi yapild1. Iki
kuyucuga viriis kontrol olarak diliie edilmemis viriisten, 2 kuyucuga da hiicre
kontrol olarak sadece sulandirma soliisyonundan 0,2 ml geg¢ildi. Pleyt 37 °C, %5
CO; inkiibatére konulup 1 saat siireyle ve 15 dakika araliklarla calkalanarak
adsorbsiyona bagli ekim yapildi. Enfeksiyon sonunda kuyucuklardaki inokiilum
atildi ve 37 °C’deki benmaride 1sitilan %1 karboksi metil seliiloz ( %2 karboksi
metil seliiloz (Sigma, 9481) dH,O igerisinde 300 OC 1siticida (Fisher Scientific,
11-300-49SHP) 500 rpm hizda karistinlarak ¢ozdiiriildii ve 121 °C’de 15 dakika
stireyle otoklav edilerek hazirlandi, 37 0C’ye isitilmig 2X yogunlukta hazirlanan
DMEM F-12 ile 1:1 oraninda karistirildiktan sonra (%3 FBS ve %! antibiyotik
ilave edildi) her kuyucuga Iml eklendi ve pleyt 37 °C %5 CO; inkiibatore
konuldu.

Enfeksiyondan sonraki 4. giinde pleyte %10 nétral buffer formalin
soliisyonundan (4 gr sodyum fosfat monobazik (Merck, K91348245 738), 6.5 gr
sodyum fosfat dibazik (Sigma, S0876), 100 ml %37’lik formaldehit (Sigma
F8775), 900 ml dH,0, pH 6.8) 0.5 ml konuldu ve hiicreler oda 1sisinda 20 dakika
fikse edildi. Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki soliisyon uzaklastirildi ve
hiicreler 1ml PBS (Amresco, E404-200 TABS) ile yikandi. Kuyucuklara
permeabilizasyon soliisyonundan (0,1% Triton X-100 (Sigma,T9284) PBS) 0,5

ml ilave edilip 4 kez 5 dakika siireyle oda 1sisinda 50 rpm hizdaki calkalayicida
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(IKA, KS2602980300) hiicreler permeabilize edildi. Son permeabilizasyon
isleminin ardindan hiicreler PBS i¢inde hazirlanan %5 yagsiz siit tozundan her
kuyucuga 0,5 ml ilave edildikten sonra 30 dakika oda 1sisinda g¢alkalayicida 50
rpm hizda inkiibe edilerek bloklandi. Bloklamadan sonra hiicreler 1ml PBS ile
yikandi. Poliklonal fare serumu TBST (10mM Tris-HCI pH 8,0 (Sigma, T3253),
150 mM NaCl (Merck, K92033000 546), 0,1% Tween-20 (Merck, S4662084636)
iceren dH,0 ) igerisinde 1/1500 oraninda sulandirildi ve her kuyucuga 0,2 ml
ilave edilerek oda 1sisinda galkalayicida 50 rpm hizda 1 saat inkiibe edildi.
Kuyucuklar 10 dakika araliklarla {i¢ kez TBST ile yikandiktan sonra 1/1500
oraninda TBST igerisinde sulandirilan Goat Anti-Mouse [3-gal konjugat (Southern
Biotech, 1010-06) ile 1 saat siireyle oda 1sisinda 50 rpm hizda ¢alkalayicida
inkiibe edildi. Hiicreler tekrar TBST ile 10 dakika araliklarla ii¢ kez yikandiktan
sonra substrat soliisyonundan (SmM MgCl (Merck, S4845833 730), %99
dimetilformamid (Sigma, N6876) ile 50mg/ml olarak hazirlanmis X-Gal’dan
(Sigma, B4252) 1/300, 70% dimetilformamid ile 83mg/ml olarak hazirlanmis
NBT’den (Sigma, N6876) 1/300 oraninda PBS igerisinde sulandirildi) 0.2 ml her
kuyucuga ilave edildiken sonra 37 °C inkiibatérde 15-30 dakika arasinda inkiibe
edildi. Enfekte hiicreler belirginlestikten sonra kuyucuklar dH,O ile yikandi ve
ciplak gozle olusan odaklar sayildi. Titrenin hesaplanmasi i¢in; sayilan odak
ortalamasi/inokiiliim miktar1 x diliisyon orani =ppfu/ml formiilii kullanildi (114,

117).
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4.1.4. Viral Antijenlerin Konsantre Edilmesi

-800C’ye kaldirilan flasklar ¢ozdiiriildiikten sonra viral siipernatant 50 ml
tiiplere (Falcon, 2070) alinarak +4 Cde 3000 rpm’de (Niive, NF800R) 30 dakika
siireyle santrifilij edilerek hiicre pargalar1 uzaklastirildi. Cam balon siselere alinan
toplam 200 ml vasat hacminin %15’ kadar olan %23 NaCl’den 30 ml, 230 ml
olan final hacmin %10’u kadar PEG8000°den (Promega, V3011) 23 ml yavas¢a
ilave edildikten sonra +4 °C’de 16 saat siireyle 100 rpm’de karigtirildi. SW28
ultrasantrifiij tiiplere (Beckman, Polyallomer 326823) 38 ml olarak paylastirilan
viral stipernatant ve PEG karigimi +4 °C de 12500 rpm’de 30 dakika siireyle
santrifiij edildi. Ust siv1 dokiildii ve olusan peletler her tiip i¢in 500 ul 1X TEN
buffer (10 X 0,1 Tris ClI (pH 8.0), 0.001 M EDTA (pH 8.0), 1 M NacCl) ile
cozdiriiliip tek tiipte birlestirildi. +4 °C’de 5500 rpm’de 20 dakika siireyle
santrifiij edildikten sonra olusan ikinci siipernatant alindi. PEG ile ¢oktiiriilen
viris SW 41 rotora uyumlu ultrasantrifiij tiiplerinde (Beckman, Ultraclear
344059) 12 ml’ye TEN buffer ile tamamlanarak +4°Cde 24000 rpm’de 2 saat
siireyle ultrasantrifiij edildi. Siipernatantlar uzaklastirildiktan sonra 1 ml TEN

buffer ile pelet kirilmadan ¢ozdiiriildii.

4.1.5. Viriis Inaktivasyonu

Viriis inaktivasyonu amaciyla %37°1lik formaldehit % 0.05 oraninda (1:40
oraninda PBS icerisinde sulandirildiktan sonra 1:50 oraninda kullanildi) hiicre
kiiltiiriinden elde edilen viriise ilave edilerek 96 saat slireyle oda 1sisinda inaktive
edilmistir. Formaldehidin nétralize edilmesi i¢in % 39 sodyum bisiilfat (Merck,

S6058956 018) %3,9 oraninda inaktive edilen antijene ilave edildi. Formaldehit
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ve sodyum bisiilfat kalintilarin1 uzaklastirmak i¢in 20.000 MWCO diyaliz kaseti
(Thermo, 66003) kullanildi. Beher igerisine viriis hacminin 500 kat1 kadar PBS
konulup diyaliz kaseti 30 sn kadar 1slatildiktan sonra igerisine 21 numarali siringa
yardimiyla ¢oktiiriilen viriis aktarildi. Kaset PBS icerisine daldirilip karistirici
tizerine alind1. Oda 1s1sinda 2 saat araliklarla iki kez PBS degistirimesinden sonra
kaset bir gece oda 1sisinda PBS igerisinde bekletilerek viriisiin diyalizi
gerceklestirildi. Inaktif viriis kasetlerden almarak Lowry testi ile protein miktar1

Olciiliip -20 %C’de saklandi.

4.1.6. Lowry Testi

Antijen miktarlarinin 6lgiilmesinde Lowry testi kullanildi. Bu amagla 0.1,
0.3, 0.5, 0.75, 1, 2 ve 3 mg/ml BSA (Promega, DM2411) standartlar1 hazirlandi.
96 kuyucuklu mikropleyte (Falcon, 353077) standartlar ve Olciilecek drneklerden
5 ul birakildi. Uzerlerine Reagent A’ dan (Biorad Dc Protein Assay, 500-0113) 20
ul, Reagent B’den (Biorad Dc Protein Assay, 500-0114) 200 ul eklendi ve pipete
edilerek oda 1sisinda 15 dakika bekletildi. Kuyucuklardaki renk degisiklikleri
standartlar ile karsilastirilarak orneklerin protein miktar1 kalitatif olarak belirlendi

(118).

4.1.7. Tavsan Immunizasyonlar

Tavsanlardan hiperimmiin serum elde etmek amaciyla iki adet Yeni
Zelanda tavsanina 1’er hafta araliklarla 13 hafta boyunca 100 pgr miktarinda
inaktive edilmis KKKAH antijeni ile intramuskiiler olarak immiinizasyon yapildi.

Her immiinizasyondan Once tavsanlardan sedasyon altinda kulak venasindan
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intravendz yolla kan alindi. Sedasyon islemi 15 mg/kg Xylazine (%2

enjeksiyonluk ¢ozelti, Rompun, Bayer) kullanilarak gerceklestirildi.

4.1.8. Tavsan Antikor Titrelerinin Belirlenmesi

Tavsanlardan her immiinizasyondan 1 hafta sonra sedasyon altinda 23G
numara intraket sistemi kullanilarak kulak venasindan kan alindi. Alinan kan
ornekleri 5000 rpm’de 20 dakika santfifiij edilerek serum elde edildi. Serum
antikor titrelerini belirlemek amaciyla ELISA testi yapildi. Vero E6 hiicrelerinde
tiretilip inaktive edilen KKKAH antijeni 96 kuyucuklu ELISA pleytlerine (Maxi
Breakapart Immunomodule, NUNC, 473768) kuyucuk basina 1 pgr hesabiyla pH
9.6 karbonat tampon soliisyonu (0.01 M Na,CO3; (Merck, A8366892) 0.05 M
NaHCO; (Sigma, S5761) ) kullanilarak baglandi. Baglanma islemi 1 gece +4 °C
de birakilarak gergeklestirildi. Bloklama islemi i¢in %0.05 PBS (Amresco, E404-
200T) — Tween20 (Merck, S4662084) iginde hazirlanmis %5 siit tozu
hazirlanarak her bir kuyucuga 100 pl birakildi ve 37 °C’de bir saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra pleytlerdeki bloklama soliisyonu uzaklastirilarak 1 kez
yikama soliisyonu (%0.05 PBS-Tween20) kullanilarak yikandi. Test edilecek
tavsan serumlarmin 100 pl bloklama soliisyonu igerisinde 1/50 sulandirmadan
baslayarak log 2 tabaninda seri sulandirmalari yapildi. 1 saat 37 °C’de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra tavsan serumlar1 pleytten
uzaklastirilarak 5 kez kuyucuklarin yikamasi yapildi. Her bir kuyucuga 100 ul
1/5000 sulandirilmis Kegi-Anti tavsan konjugati (Southern Biotech, 4030-05)
eklendi ve 1 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra konjugat

pleytten uzaklastirildi ve alti kez kuyucuklarin yikamasi yapildi. Goriintiilleme
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amaciyla 4 ml 0,1 M Sitrik asit (Sigma, C0789) ve 6 ml 0,2 M Na,HPO, (Sigma,
S0876) igerisinde ¢ozdirilmiis 3,3°,5,5’-Tetramehtylbenzidine (Sigma, T3405)
tablete 100 pl HO, (Sigma, H1009) ilave edildi ve hazirlanan substrat
soliisyonundan her bir kuyucuga 100 ul eklendi. 15 dakika karanlik ortamda
inkiibe edildikten sonra stop soliisyonu (0.2 N Siilfirik asit (100731, Merck) )

ilave edilerek ELISA pleyt okuyucuda 450 nm dalga boyunda okutuldu.

4.1.9. Tavsan Antikorlarimn Piirifikasyonu

Piirifikasyon islemi MabTrap Kit (GE Healthcare, 17-1128-01)
kullanilarak yapildi. Kit protokoliine gore 6nce 10X konsantre baglama soliisyonu
(GE Healthcare, 30-9838-01) distile su kullanilarak 1X ¢aligma soliisyonu haline
getirildi. Yine 10X konsantre eliisyon soliisyonu (GE Healthcare, 30-9839-01)
distile su ilave edilerek 1X g¢alisma soliisyonu elde edildi. Yiiksek yogunlukta
antikor belirlenen haftalara ait serum Ornekleri birlestirilerek havuz haline
getirildi ve 0.45 um Minisart filtre (Sartorius, 16555) kullanilarak filtre edildi.
MabTrap Hi-Bind kolon 3 ml baglama soliisyonu ile kalibre edildi ve filtre
edilmis toplam 10 ml serum 6rnegi 5 ml’lik steril enjektor yardimiyla kolondan
gecirildi. Bu islemden sonra kolon 7 ml baglama soliisyonu ile iki kez yikandi.
Sulandirma islemi 3 ml eliisyon soliisyonu kullanilarak yapildi. Son agamada her
bir ml eliisyon soliisyonu i¢in 75 pl nétralizasyon soliisyonu (GE Healthcare, 30-
9840-01) ilave edilerek elde edilen piirifiye antikor miktar1 Lowry deneyi ile

saptandi.

33



4.1.10. Tavsan Serumlarmin isaretlenmesi
Elde edilen piirifiye tavsan serumlarmin horseradish peroksidaz (HRP)
isaretlenmesi islemi TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi (MAM) kurumunda

gergeklestirildi.

41.11. insan Serumlarinda KKKAH Antijeninin Belirlenmesi
Amaciyla ELISA Testi Gelistirilmesi

Piirifiye tavsan antikorlari her bir kuyucuga 200 ng miktarinda karbonat
tampon soliisyonu igerisinde baglandi. Pleytler bir gece + 4°C’de inkiibasyona
birakildi. Bloklama islemi i¢in %0.05 PBS — Tween20 i¢inde hazirlanmis %5 siit
tozu hazirlanarak her bir kuyucuga 100 pl ¢ok kanalli pipet yardimiyla birakildi
ve 37 °C’de bir saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra pleytlerdeki bloklama
soliisyonu uzaklastirilarak bir kez 100 pl yikama soliisyonu (%0.05 PBS-
Tween20) ile yikandi. Test edilecek serum oOrnekleri bloklama soliisyonu
igerisinde 1/8 oraninda sulandirildi. Sulandirma iglemi i¢in 12,5 pl serum alinarak
bloklama soliisyonu ile 100 ul’ ye tamamlandi ve kuyucuklara gegildi. Serumlar
bir saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra serumlar pleytten
uzaklastirilarak 5 kez 100 pl yikama soliisyonu ile yikama islemi yapildi. Her bir
kuyucuga bloklama solusyonu igerisinde 1/500 oraninda sulandirilan HRP ile
isaretli piirifiye anti-KKKAH tavsan antikor konjugatindan 100 eklendi ve 1 saat
37°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra konjugat pleytten
uzaklastirildt ve altt kez 100 ul yikama soliisyonu ile yikandi. Goriintiileme
amaciyla 3,3°,5,5’-Tetramehtylbenzidine tableti 4 ml 0,1 M sitrik asit ve 6 ml 0,2

M Na,HPO, igerisinde ¢ozdiirildi ve 100 ul H,O, ilave edildi. Hazirlanan
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substrat soliisyonundan her bir kuyucuga 100 ul eklendi. 15 dakika karanlik
ortamda inkiibe edildikten sonra durdurma soliisyonu (0,2 N siilfirik asit) ilave

edilerek ELISA pleyt okuyucuda 450 nm dalga boyunda okutuldu.

4.2. Insan Serum Orneklerinde RNA Ekstraksiyonu

RNA ekstraksiyonlar1 QIAamp viral RNA mini kit (Qiagen, 52906)
kullanilarak yapildi. Kit protokolii uyarinca 140 pl serum 6rnegine 560 ul AVL
sollisyonu ilave edildi, 15 saniye boyunca vortekslendi ve oda 1sisinda 10 dakika
inkiibe edildi. Daha sonra 560 pl saf etanol ilave edilip 15 saniye vortekslenerek
karisimin homojen hale gelmesi saglandi. Karistm QIAamp kolonlara alinarak
8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi. Kolona 500 pl
AW1 soliisyonu eklenip 8000 devirde 1 dakika santrifiij edildi ve siipernatant
uzaklastirildi, daha sonra kolona 500 ul AW2 soliisyonu eklenip 14000 rpm’de 3
dakika santrifiij edildi ve slipernatant uzaklastirildi. Eliisyon amaciyla kolona 60
ul AVE soliisyonu eklenip 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek RNA elde

edildi ve RNA’lar -20’de sakland:.

4.3. cDNA Elde Edilmesi

cDNA elde edilmesi amaciyla 10 pl viral RNA’ya 1 pl random primer
(Promega, C118A) ilave edilerek 85 °C’deki su banyosunda, suyun 1s1s1 42 °C’ ye
diisene kadar inkiibe edilerek primer baglanmasi gergeklestirildi. Daha sonra 5 pl
MLV-RT buffer (Promega, M531A), 5 ul 5 mM dNTP miks (Promega, U1420), 1
ul RNasin (Promega, N251A) ve 1 pl Murine Leukamia Virus reverse

transcriptase (Promega, M170B) dan olusan miks ilave edilerek 42 °C’ye
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ayarlanmis thermal cycler (Applied Biosystem GeneAmp PCR system 9700)
cihazinda 1 saat inkiibe edilerck cDNA’lar elde edildi ve kullanilincaya kadar -

20’de saklandi.

4.4. Real-time PCR Protokolii

Real-time PCR igin tersine transkripsiyon islemi ile elde edilen cDNA
ornekleri kullanildi. Reaksiyon miksi igin 2.5 pl c¢cDNA, 4 ul 5X Roche
Sybergreen master miks, 6.3 pl distile su, 4 pul S genine spesifik primer ¢ifti, 0.2

ul tagman probe kullanildi ve 6rnekler Roche real-time cihazi kullanilarak test

edildi.

4.5. Vectorbest Antijen ELISA Kit Protokolii

Calismaya baslamadan once kit 30 dakika oda 1sisinda bekletildi. Kit
icerisinde bulunan 5X sulandirma soliisyonu kullanilarak steril PBS ile 1X
calisma soliisyonu hazirlandi. Test edilecek serum ornekleri bu soliisyon ile 1/8
oraninda sulandirilip her kuyucuga 100 ul birakildi ve 37 °C’de 1 saat inkiibe
edildi. Inkubasyondan sonra kuyucuklar c¢alisma soliisyonu ile 5 kez yikandh.
Yikama isleminden sonra kit HRP isaretli anti-CHF konjugati ¢alisma soliiSyonu
ile 1/10000 oraninda sulandirildi ve her kuyucuga 100 pl birakildi. 37 °C’de 1
saat inkubasyon isleminden sonra kuyucuklar ¢alisma soliisyonu ile 5 kez yikandi
ve her kuyucuga 100 pl goriintiileme soliisyonu birakildi. Daha sonra 15 dakika
karanlik ortamda beklenip durduma soliisyonu eklendi ve sonuglar 450 nm’de

ELISA okuyucuda okutuldu.
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4.6. Kene Orneklerinde KKKAH Antijeninin Belirlenmesine Yonelik
ELISA Testi Gelistirilmesi

Bu amagla piirifiye tavsan antikorlar1 mikro ELISA pleytlerine her bir
kuyucuga 200 ng miktarinda Karbonat tampon soliisyonu igerisinde baglandi.
Pleyt bir gece + 4 °C’de inkiibasyona birakildi. Bloklama islemi i¢in protein
icermeyen bloklama soliisyonu (Pierce, 37572) kullanilarak her bir kuyucuga 200
ul birakildi ve 37 °C’de bir saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra pleytlerdeki
bloklama soliisyonu uzaklastirilarak bir kez 100 pl yikama soliisyonu (%0.05
PBS-Tween20) kullanilarak yikandi. Test edilecek kene ornekleri ayr1 ayri sivi
azotta dondurulduktan sonra 200 pl PBS ile sulandirilip ezildi. Hazirlanan
ornekler +4 °C’de 10000 devirde 15 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant
test edilmek tizere kullanildi. Elde edilen siipernatantlar 1/4 oraninda bloklama
soliisyonu igerisinde sulandirilarak her bir kuyucuga 100 pl gegildi. Pleyt bir saat
37 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra &rnekler pleytten
uzaklastirilarak 100 ul yikama soliisyonu ile 5 kez yikama islemi yapildi. Her bir
kuyucuga 100 pl 1/400 oraninda sulandirilmis HRP ile isaretli piirifiye anti-
KKKAH tavsan antikor konjugat: eklendi ve 1 saat 37 °C’de inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra konjugat pleytten uzaklastirildi ve 6 kez yikama
soliisyonu kullanilarak  yikandi. Goruntiileme amaciyla 3,3°.,5,5-
Tetramehtylbenzidine tableti 4 ml 0,1 M sitrik asit ve 6 ml 0,2 M Na,HPO,
igerisinde ¢Ozdiriilerek 100 ul H,O, ilave edildi. Hazirlanan substrat
soliisyonundan her bir kuyucuga 100 ul eklendi. Daha sonra 15 dakika karanlik
ortamda inkiibe edildikten sonra durdurma soliisyonu (0,2 N siilfirik asit) ilave

edilerek ELISA pleyt okuyucuda 450 nm dalga boyunda okutuldu.
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4.7. Kene Orneklerinde PCR Testi

PCR protokolii i¢in 0,5 ml mikrosantrifiij tiiplerine 10 ul 5X GoTaq buffer
(Promega, M792A), 5 ul 5 mM MgCl, (Promega, A3511), 5 ul 1,25 mM dNTP
miks, 4 ul 20 pmol F2-R3 primer miksi, 26 ul dH,O, 2 pul template cDNA ve
ornek basina 1 U GoTaq polimeraz enzimi (Promega, M3001) konularak thermal
cycler cihazina birakildi. PCR sikluslar1 95 °C’de 5 dakika 6n 1s1tma, 94 °C’ de 1
dakika denatiirasyon, 56 °C’ de 1 dakika baglanma ve 72 °C’ de 1 dakika uzatma
olarak toplam 31 siklus olarak ayarland: ve son uzatma islemi igin 72 °C’ de 15
dakika beklendi. PCR iiriinleri %2 agaroz jelde etidiyum bromid boyama ile

goriintlilendi.

4.8. Insan Serumlarinda Anti-KKKAH IgG Belirlenmesi Amaciyla
Indirekt ELISA Testi Gelistirilmesi

Inaktive edilmis KKKAH antijeni 96 kuyucuklu ELISA pleytlerine
kuyucuk basina 1 pgr miktarinda pH 9,6 karbonat tampon soliisyonu igerisinde
diliie edilerek baglanma islemi igin bir gece +4 °C de inkiibasyona birakildi.
Bloklama islemi i¢in %0.05 PBS — Tween20 icerisinde %35 siit tozu hazirlanarak
her bir kuyucuga 100 pl birakild1 ve 37 °C’ de bir saat inkiibe edildi. Test edilecek
insan serumlar1 100 pl bloklama soliisyonu igerisinde 1/100 oraninda sulandirildi.
Bir saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra serumlar pleytten
uzaklastirilarak 100 pul yikama soliisyonu ile bes kez yikandi. Her bir kuyucuga
100 upl 1/4000 oraninda sulandirilmis tavsan anti-insan Fd spesifik konjugat
(Southern Biotech, 2046-05) eklendi ve 1 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyondan sonra konjugat pleytten uzaklastirildi ve alti kez yikama
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solisyonu  kullanilarak  yikandi.  Goriintileme  amaciyla  3,3°,5,5°-
Tetramehtylbenzidine tableti 4 ml 0,1 M sitrik asit ve 6 ml 0,2 M Na;HPO,
igerisinde ¢oOzdirildi ve 100 ul HyO, ilave edildi. Hazirlanan substrat
soliisyonundan her bir kuyucuga 100 pul eklendi. Daha sonra 15 dakika karanlik
ortamda inkiibe edildikten sonra durdurma soliisyonu (0,2 N siilfirik asit) ilave

edilerek ELISA pleyt okuyucuda 450 nm dalga boyunda okutuldu.

4.9. Vector Best indirekt ELISA Kit Protokolii

Calismaya baslamadan once kit 30 dakika oda 1sisinda bekletildi. Kit
icerisinde bulunan 5X sulandirma soliisyonu kullanilarak steril PBS ile 1X
calisma soliisyonu hazirlandi. Test edilecek serum ornekleri bu soliisyon ile 1/50
oranindada sulandirilip her kuyucuga 100 pl birakildi ve 37 °C’de 1 saat
inkubasyona burakildi. Inkubasyondan sonra kuyucuklar, kite ait calisma
soliisyonu ile 5 kez yikandi. Yikama igleminden sonra kit HRP isaretli anti-CHF
konjugati ¢caligma soliisyonu ile 1/5000 oraninda sulandirildi ve her kuyucuga 100
pl birakildi. 37 °C’de 1 saat inkubasyon isleminden sonra kuyucuklar ¢alisma
soliisyonu ile 5 kez yikandi ve her kuyucuga 100 pl goriintiileme soliisyonu
birakildi. Daha 15 dakika karanlik ortamda beklenip durduma soliisyonu eklendi

ve sonuglar 450 nm’de ELISA okuyucuda okutuldu.

4.10. Sigir Serumlarinda Anti-KKKAH IgG Belirlenmesi Amaciyla
Indirekt ELISA Testi Gelistirilmesi
Indirekt ELISA testi i¢in Vero E6 hiicrelerinde iiretilip inaktive edilmis

KKKAH antijeni 96 kuyucuklu ELISA pleytlerine kuyucuk basina 1 pgr oraninda
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pH 9,6 Kkarbonat tampon soliisyonu kullanilarak diliie edildi ve baglanma
isleminin gergeklesmesi i¢in +4 °C’de 1 gece bekletildi. Bloklama islemi igin
%0.05 PBS — Tween20 icinde %5 siit tozu hazirlanarak her bir kuyucuga 100 pl
birakildi ve 37 °C’ de bir saat inkiibe edildi. Bloklama isleminden sonra
kuyucuklar 1 kez yikama soliisyonu ile yikandi ve test edilecek sigir serumlari
bloklama soliisyonu igerisinde 1/100 oraninda sulandirildi. Bir saat 37 °C’de
inkiibasyondan sonra sulandirilmis serumlar pleytlerden uzaklastirildi ve pleytler
100 pl yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi. Yikama isleminden sonra Kegi anti-
s1ig1r konjugati (Southern Biotech, 6030-05) bloklama soliisyonu igerisinde 1/2250
oraninda sulandirildi ve her bir kuyucuga 100 pl birakildi. Bir saat 37 °C’ de
inkiibasyondan sonra konjugat pleytlerden uzaklastirildi ve pleytler 100 pl yikama
soliisyonu ile 5 kez yikandi. Goriintiileme islemi i¢in her bir kuyucuga 100 pl
SureBlue Reserve TMB soliisyonu (KPL, 110466) birakilip reaksiyonun
gerceklesmesi igin karanlik ortamda 15 dakika beklendi ve durdurma soliisyonu

eklenerek sonuglar ELISA okuyucuda 450 nm dalga boyunda okutuldu.

4.11. Koyun Serumlarinda Anti-KKKAH IgG Belirlenmesi Amaciyla
indirekt ELISA Testi Gelistirilmesi

ELISA pleytine Vero E6 hiicrelerinde iiretilip inaktive edilen KKKAH
antijeni kuyucuk basina 1 pgr miktarinda 100 pl pH 9,6 karbonat tampon
soliisyonu igerisinde +4 °C’de bir gece baglandi. Bloklama islemi igin %0.05 PBS
— Tween20 i¢inde %S5 siit tozu hazirlanarak her bir kuyucuga 100 pl birakildi ve
37 °C’ de bir saat inkiibe edildi. Bloklama isleminden sonra kuyucuklar 100 ul

yikama soliisyonu ile 1 kez yikandi ve test edilecek koyun serumlari bloklama
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soliisyonu igerisinde 1/400 oraninda sulandirildi. Bir saat 37 °C’de inkiibasyondan
sonra sulandirilmis serumlar pleytlerden uzaklastirildi ve pleytler 100 ul yikama
solisyonu ile 5 kez yikandi. Yikama isleminden sonra tavsan anti-koyun
konjugati (Southern Biotech, 6150-05) bloklama soliisyonu igerisinde 1/4000
oraninda sulandirildi ve her bir kuyucuga 100 pl birakildi. Bir saat 37 °C’ de
inkiibasyondan sonra konjugat pleytlerden uzaklastirildi ve pleytler 100 pl yikama
soliisyonu ile 5 kez yikandi. Goriintiileme islemi i¢in her bir kuyucuga 100 pl
SureBlue Reserve TMB soliisyonu (KPL, 110466) ilave edilip reaksiyonun
olugsmasi i¢in karanlik ortamda 15 dakika bekletildi ve durdurma soliisyonu

eklenerek sonuglar ELISA okuyucuda 450 nm dalga boyunca okutuldu.

4.12. Kec¢i Serumlarinda Anti-KKKAH IgG Belirlenmesi Amaciyla
Indirekt ELISA Testi Gelistirilmesi

ELISA pleytine Vero E6 hiicrelerinde tretilip inaktive edilen KKKAH
antijeni kuyucuk basina 1 pgr miktarinda 100 pl pH 9,6 karbonat tampon
soliisyonu igerisinde +4 °C’de bir gece baglandi. Bloklama islemi igin %0.05 PBS
— Tween20 i¢inde %3 siit tozu hazirlanarak her bir kuyucuga 100 pl birakildi ve
37 °C’ de bir saat inkiibe edildi. Bloklama isleminden sonra kuyucuklar 100 ul
yikama soliisyonu ile 1 kez yikandi ve test edilecek keg¢i serumlari bloklama
soliisyonu igerisinde 1/400 oraninda sulandirildi. Bir saat 37 °C’de inkiibasyondan
sonra sulandirilmis serumlar pleytlerden uzaklastirildi ve pleytler 100 pl yikama
soliisyonu ile 5 kez yikandi. Yikama isleminden sonra tavsan anti-kegi konjugati
(Southern Biotech, 6130-05) bloklama soliisyonu igerisinde 1/4000 oraninda

sulandirildi ve her bir kuyucuga 100 ul birakildi. Bir saat 37 °C’ de
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inkiibasyondan sonra konjugat pleytlerden uzaklastirildi ve pleytler 100 pl yikama
soliisyonu ile 5 kez yikandi. Goriintiileme islemi i¢in her bir kuyucuga 100 pl
SureBlue Reserve TMB soliisyonu (KPL, 110466) birakilip reaksiyonun olusmasi
icin karanlik ortamda 15 dakika bekletildi ve durdurma soliisyonu eklenerek

sonuglar ELISA okuyucuda 450 nm dalga boyunca okundu.

4.13. Fare Serumlarinda Anti-KKKAH IgG Belirlenmesi Amaciyla
Indirekt ELISA Testi Gelistirilmesi

Immiinize edilen Balb-C fare serumlarinda IgG titrelerini belirlemek ve en
yiiksek titreye sahip hayvani segmek amaciyla indirekt ELISA testi yapildi. Vero
E6 hiicrelerinde iiretilip inaktive edilen KKKAH antijeni kuyucuk bagina 1 pgr
olacak sekilde pH 9.6 karbonat tampon soliisyonu kullanilarak 1 gece + 4 °C’de
96 kuyucuklu ELISA pleytlerine baglandi. Daha sonra baglanmayan antijenler
pleytten uzaklastirildi ve bloklama islemi i¢in %0,05 PBS-Tween 20 igerisinde
hazirlanmis %35°lik siit tozundan olusan bloklama soliisyonu her bir kuyucuga 100
ul birakildr ve pleyt 37 °C* de 1 saat inkiibe edildi. Bloklama isleminden sonra
pleyt 1 kez yikama soliisyonu ile (%0,05 PBS-Tween 20) yikandi. Daha sonra test
edilecek fare serumlarinin 1/50°den baslanarak log 2 tabaninda bloklama
soliisyonu igerisinde seri sulandirmalar1 yapildi ve her bir kuyucuga 100 pl
gecildi. Bir saat 37 °C’ de inkiibe edildikten sonra pleyt 5 kez yikama soliisyonu
ile yikandi. Daha sonra tavsan anti-fare konjugati (Southern Biotech, 1010-05)
1/5000 oraninda bloklama soliisyonu igerisinde sulandirildi ve her bir kuyucuga
100 pl gecildi. Pleyt 1 saat 37 °C’ de inkiibe edildi ve 100 pl yikama soliisyonu

ile 5 kez yikand1. Goriintiileme amaciyla 3,3”,5,5’-Tetramehtylbenzidine tableti 4

42



ml 0,1 M sitrik asit ve 6 ml 0,2 M Nay;HPO, igerisinde ¢6zdiiriildii ve 100 ul H,O,
ilave edildi. Hazirlanan substrat soliisyonundan her bir kuyucuga 100 pl eklendi.
Daha sonra 15 dakika karanlik ortamda inkiibe edildikten sonra durdurma
soliisyonu (0,2 N siilfirik asit) ilave edilerek ELISA pleyt okuyucuda 450 nm

dalga boyunda okundu.

4.14. SDS ve Western Blot Analizi

Mini-PROTEAN Tetra Cell (Biorad, 165-8000) sistem kurulumu talimata
uygun olarak yapildiktan sonra % 10 luk ¢ozdiirme jeli hazirlandi [(1.9ml dH,0,
1.7ml %30 akrilamid (Merck, 800830) 1 gr bisakrilamid (Promega, V3143)]
kanstirilip ¢ozdiriildiikten sonra 0,45 um filtreden siiziilerek hazirlandi), 1.3 ml
1.5 M Tris (pH 8.8) (Merck, K37266187 725), 0.05 ml %10 SDS (Biorad, 161-
0302), 0.05 ml %10 amonyum persiilfat (Applichem, A2941,0250), 0.002 ml
TEMED (Merck, M1107320 100) ve cam pleytler arasindan dokiildi, jelin
tizerine 1 ml dH,O pipet yardimiyla ilave edildi). 15 dakika jelin kurumasi i¢in
beklendikten sonra jelin tizerindeki su alindi ve hazirlanan %35°lik yiginlama jeli
hazirland1 [(1.4 ml dH,0O, 0.33 ml %30 akrilamid, 0.25 ml 1.0 M Tris (pH 6.8),
0.02 ml %10 SDS, 0.02 ml %10 amonyum persulfat, 0.002 ml TEMED)
karistirilarak hazirlandi)] ve ¢6zdiirme jelin lizerine eklendi. Tarak (Biorad, 165-
3354) takildi ve oda 1sisinda donmasi icin bekletildi. Test edilecek ornekler
Laemli Sample Buffer [(Biorad, 161-0737) (kullanmadan once 950 pl’ye 50 ul
BME (2-Mercaptoethanol) (Biorad, 161-0710) ilave edildi)] ile 1:1 oraninda
sulandirilarak 100°C’deki suda 5 dakika siireyle denatiire edildi. Onceden

hazirlanmis jelin bulundugu cam pleyt jel yiiriitme tankina yerlestirildi. Tarak
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¢ikartildiktan sonra buz kabina alinan 6rneklerden 30 ul kuyucuklara yiiklendi.
Gii¢ kaynagi (Biorad, 164-5052) tanka baglandi ve 1,5 saat siireyle Tris/Glisin
yiiriitme tamponunda [(25 mM Tris (Merck, K37266187 725), 192 mM glisin
(Merck, K40427490 940), % 0,1 SDS, pH 8.3)] 150 voltta 6rnekler yiiriitildi.
Proteinler nitroselliiloz membrana (Millipore, Immobilon-NY+ INYCO00010)
transfer edilmek tizere jel biiylikliigiinde membran kesilerek methanol igerisinde
inkiibe edildi. Transfer tampon ( 3,3 gr Tris, 14,4 gr glisin, 100 ml methanol, 900
ml dH,0) igerisinde cam playtlerden ¢ikartilan jel, stingerler (Biorad, 1703933)
kurutma kagitlar1 (Biorad, 1703932) islatildi ve bu tampon igerisinde kasetin
lizerine sirasiyla slinger, kurutma kagidi, membran, jel, kurutma kagidi ve siinger
yerlestirildikten sonra kasetin kapagi kapatildi. Kaset transfer sistem aparatina
yerlestirildikten sonra sistem transfer tamponu ile dolduruldu ve igerisine buz
akiisii ile manyetik karigtirict  yerlestirildi. Sistem karistirici  {izerine
yerlestirildikten sonra 100 rpm’de karistirilmaya baslandi. Gii¢ kaynagi transfer
sistemine baglandiktan sonra 100 voltta 60 dakika siireyle transfer islemi
gerceklestirildi. Transfer islemi bittikten sonra membran kasetten alind1 ve PBST-
20 [(PBS, % 0,1 Tween-20 (Merck, S4662084)] igerisinde %5 yagsiz siit tozunda
30 dakika bloklandi. Bloklama isleminden sonra 1/100 oraninda 10ml %5 yagsiz
siit tozunda hazirlanan poliklonal sigir serumunda 1 saat oda 1sisinda 90 rpm’de
calkalayicida inkiibe edildi. Primer serum dokiildii ve membran 10 dakika arayla
3 kez PBST-20 ile yikandi. Konjugat olarak test edilen sigir, koyun ve kegi
serumlarina spesifik farkli hayvanlardan elde edilmis konjugatlar 10ml %5 yagsiz
siit tozu icerisinde sulandirilip membran iizerine dokiildii ve oda sisinda 1 saat

stireyle 90 rpm’de ¢alkalayicida inkiibe edildi. Konjugat dokiildii ve membran 10
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dakika arayla 3 kez PBST-20 ile yikandi. Membran tizerine goriintiileme substrati
(Thermo Pierce, 32106) 1:1 oraninda karistirilarak yayildi ve 5 dakika siireyle
bilitin membranin {izerine yayilmasi saglandi. Membran bu soliisyonlardan
cikartilip tizerine bir streg¢ film ortiildii. Goriintiilleme kasetine (Fisher, FBCS 810)
yerlestirildikten sonra karanlik bir odada {izerine film (Sigma, F5763) kapatildi ve
5 dakika bekletildi. Film kasetten ¢ikartilip once 3 dakika siireyle developer
soliisyonuna (Sigma, P7042) alindi dH,O kabinda yikandiktan sonra 2 dakika
fixer soliisyonunda (Sigma, P7067) bekletildi. Tekrar su kabinda yikandiktan

sonra film goriintiilendi.

4.15. Monoklonal Antikor Uretimi

4.15.1. Myelomma Hiicrelerinin Uretilmesi

Flizyon isleminde kullanilan SP20-Agl4 (ATCC, Rockville, Maryland)
hiicreleri 75 cm? lik hiicre kiiltiirii flasklarnda DMEM F-12 HAM hiicre kiiltiir
vasati, %10 FBS ve %1 antibiyotik soliisyonu kullanilarak tiretildi. Hiicreler 7 kez
pasaji yapilip log fazindayken fiizyona hazirlik amaciyla 8-azaguanine (Sigma,
A5284) ile muamele edildi. Bir haftalik adaptasyon siiresinden sonra hiicreler
pasajlanirken azaguanine icermeyen vasat kullanildi. Fiizyondan 1 giin 6nce
hiicreler ertesi giine monolayer olmasi i¢in her bir flaskta 1x10%/ml olacak sekilde
pasajlandi.

4.15.2. Fare immiinizasyonlar

Immiinizasyonlar i¢in 6 haftalik disi Balb-C fareler kullanildi. Vero E6
hiicrelerinde tiretilip inaktive edilen piirifiye KKKAH antijeni her fare icin 10 pg

miktarinda 1:1 oraninda Freund’s Complete Adjuvant (Sigma, F5881) ile

45



emiilsifiye edildi. Daha sonraki immiinizasyonlar 3’er hafta araliklarla Freund’s
Incomplete Adjuvant (Sigma, F5506) kullanilarak ve viris miktar1 5 pg

kullanilarak yapild.

4.15.3. Fiizyon

Flizyonda kullanilmak iizere segilen disi Balb/c fare 10 mg/kg Xylazine +
30 mg/kg Ketamine kullanilarak anestezi edildi. Servikal dislokasyon yoluyla
Otenazi edilmeden once retro-orbital yolla fareden 500 pl kan alindi. Fare %70
etanol soliisyonunda 1 dakika bekletildikten sonra steril cerrahi seti kullanilarak
orta abdominal bolgeden ensizyon yoluyla dalag: ¢ikarildi. Dalak steril bir cam
petri igerisinde bulunan 10 ml M-10 vasati [(%1 D-Glukoz (G5146, Sigma) igeren
RPMI-1640 vasati (R8005, Sigma)] ile yikandi. Daha sonra dalak i¢inde 3 ml M-
10 vasati bulunan bagka bir steril petriye alindi. 10 ml M-10 vasati ile dolu steril
bir siringa ile dalaga 30-50 adet delik agild1 ve ayn1 zamanda vasat dalaga perfiize
edildi. Steril bir forseps yardimiyla dalak Tissue Grinder’a (Sigma, CD1-1KT)
alind1 ve grinderdan gegirilerek dalak hiicreleri 15 ml M-10 vasatinin igerisinde
toplandi. Hiicreler bir pipet yardimiyla 15 ml’lik santrifiij tiipiine alindiktan sonra
1000 devirde 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra hiicre
peleti 5 ml hemoliz soliisyonu (0,2 gr Tris, 0,83 gr NH4ClI, 100 ml dH,0, pH 7,2)
ile resiispanse edildi. Oda 1sisinda 10 dakika inkiibasyondan sonra 5 ml M-10
vasati eklendi ve 1000 devirde 5 dakika santrifiij edildi. Dalak hiicreleri ve SP2-O
hiicreleri Kova Glasstic Urinalysis System ile sayilarak fiizyonda 75 x 10° dalak
hiicresi ile 25x 10° SP2-O hiicresi kullanildi. Hiicreler 50 ml’lik bir santrifiij

tiipiinde bir araya getirildi ve 1000 devirde 9 dakika santrifiij edildi. 37 °C’ye
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ayarlanmis bir benmaride steril kosullarda hiicre peleti hafif¢e vurularak ve
sallanarak dagitildi. Hiicrelerin bulundugu tiip benmarinin iginde tutularak
hiicrelerin tizerine 0.5 ml %50 PEG soliisyonu (Sigma, P7181) damla damla 45
saniye ilave edildi. Bu iglem sirasinda hiicreler devamli olarak yavasca calkalandi.
Yine ayni sekilde ikinci kez 0.5 ml %50 PEG soliisyonu eklendi. Daha sonra
hiicrelere 1 ml M-0 vasati (%10 FCS i¢ceren M-10 vasati) 1 dakika boyunca damla
damla ilave edildi. Daha sonra ayni sekilde 3 ml M-0 vasat1 3 dakika boyunca
yavas yavas eklendi. Son olarak 10 ml M-0 vasati 1-2 dakika igerisinde ilave
edildi ve hiicreler 10 dakika su banyosunda inkiibasyona birakild:. inkiibasyondan
sonra hiicreler 1000 devirde 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant
uzaklastirildi. Hiicrelerin tlizerine 10 ml HAT vasatt (%60 RPMI 1640, %10
NCTC-135 (Sigma, N3262), %20 FCS (Sigma, N4637), %1 D-glikoz, %0.01 L-
glutamine (Sigma, G2150), %0.01 Na,SeOs, %0.01 Gentamycine, %1.5 LPS,
%0.05 Dextran Siilfat, %2 HAT (Sigma, H10262) eklendi ve hiicreler pipete
edilmeden 10 dakika su banyosunda inkiibe edildi. Daha sonra 35 ml HAT vasati
eklendi ve hiicreler 96 kuyucuklu ELISA pleytlerine ¢ok kanalli pipet yardimiyla

gecildi.

4.15.4. Hibridoma Hiicrelerinin Uretilmesi

96 kuyucuklu pleytlerdeki hibridoma hiicreleri %5 CO; igeren etiivde 37
°C 1s1da iiremeye birakildi. Ureyen hiicre odaklari 4. giinden sonra saptanmaya
basland1 ve her bir kuyucuga 50 ul HT vasati (%60 RPMI 1640, %10 NCTC-135,

%20 FCS, %1 D-glikoz, %0.01 L-glutamine, %0.01 Na;SeO;, %0.01
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Gentamycine, %1,5 LPS, %0.05 Dextran Siilfat, %2 HT (Sigma, H10262) ilave

edildi.

4.15.5. Pozitif Klonlarin Belirlenmesi

Ureyen klonlardan IgG pozitif olanlarin belirlenmesi amaciyla ELISA
yapildi. Vero E-6 hiicrelerinde iiretilip inaktive edilen KKKAH antijeni kuyucuk
basina 1 ugr olacak sekilde pH 9.6 karbonat tampon soliisyonu kullanilarak 1
gece + 4 °C’de 96 kuyucuklu ELISA pleytlerine baglandi. Daha sonra
baglanmayan antijenler pleytten uzaklastirildi ve bloklama islemi i¢in %0,05
PBS-Tween 20 igerisinde hazirlanmis %5’lik siit tozundan olusan bloklama
soliisyonu her bir kuyucuga 100 pl birakildi ve pleyt 37 °C* de 1 saat inkiibe
edildi. Bloklama isleminden sonra pleyt 1 kez yikama soliisyonu ile (%0,05 PBS-
Tween 20) yikandi. Daha sonra fiireyen klonlarin bulundugu isaretlenmis
kuyucuklardan 100 ul siipernatant eklendi ve 37 °C’de 1 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra pleyt 5 kez yikama soliisyonu ile yikandi. Daha
sonra tavsan anti-fare konjugati (Southern Biotech, 1010-05) 1/5000 oraninda
sulandirildi ve her bir kuyucuga 100 pl gegildi. Bir saat 37 °C’ de inkiibe edildi ve
pleyt 5 kez yikama soliisyonu ile yikandi. Goriintiileme amaciyla 4 ml 0,1 M
Sitrik asit ve 6 ml 0,2 M NayHPO, igerisinde ¢6zdirilmis 3,3,5,5’-
Tetramehtylbenzidine tablete 100 ul H,O; ilave edildi ve hazirlanan substrat
soliisyonundan her bir kuyucuga 100 pl eklendi. On bes dakika karanlik ortamda
inkiibe edildikten sonra stop soliisyonu (0.2 N Siilfirik asit) ilave edilerek ELISA

okuyucuda 450 nm dalga boyunda okundu.
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4.15.6. Limiting Diliisyon

Pozitif ¢ikan kuyucuklarda bulunan poliklonal hiicrelerden hangi klonlarin
antikor salgiladiginin  saptanabilmesi i¢in klonlarin artan oranda seri
sulandirmalar1 yapilarak monoklonal hiicre kolonileri olusturulmasi limiting
diliisyon testi ile saptandi. Bu amacla 96 kuyucuklu pleytlerdeki hiicreler
sayilarak pl’de 80 adet hiicre olacak sekilde sulandirildi ve 96 kuyucuklu hiicre
kiltlir pleytinde log 2 tabaninda seri diliisyonlar1 yapildi. Daha sonra tek hiicre
diisen kuyucuklar isaretlendi ve 4 giin boyunca hiicrelerin liremesi gézlemlendi.
Isaretli kuyucuklardan alinan siipernatantlar ELISA ile test edildi. Bu islem
pozitif ¢ikan kuyucuklara 3 kez tekrarlandi. Son agsamada ELISA sonuglarina gore
pozitif ¢ikan klonlar 24 kuyucuklu hiicre pleytlerinde iiretildi. Hiicreler daha
sonra 12,5 cm? hiicre flasklarinda pasajlanarak iiretilen klonlar 800 rpm’de 7 dk
santrifiij edilerek hiicre peleti %90 FBS ve %10 dymethyl sulphoxide (DMSO) ile
1 mililitrede 1x10° sayida olacak sekilde hiicre dondurma viyallerine transfer

edilip -80 °C’de donduruldu, 24 saat sonra azot tankinda stok olarak sakland.

4.16. istatistiksel Analiz

Hassasiyet, duyarlilik saptamalari, intra ve inter-assay hesaplamalari ve

grafikler GraphPad Prism 5.01 ve SPSS 17.0 programi kullanilarak yapildi.
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5. BULGULAR

5.1. Viral Uremenin Tespiti

Diagnostik testlerde ve immunizasyonlarda kullanilan viral antijen
KKKAH Turkey-Kelkit06 viriis susunun 3. pasaji kullanilarak elde edildi.
Viriisiin titresi Vero E6 hiicrelerinde pseudo-plak titrasyon testi ile 4.8x10° olarak
saptandi (Resim 1). Titre belirlenirken kuyucuklarin ortalama plak sayilar1 alindi
ve asagidaki gibi formiilize edildi.

PPFU = (Sayilan pseudo-plak ortalamasi / inokiiliim miktar1) x diliisyon

orani

Resim 1. Vero E6 hiicrelerinde fare beyninde izole edilen viriisiin pseudo-plak

testi ile goriintiilenmesi (VK. Viriis kontrol, HK. Hiicre kontrol).

MOI 0.01 ile enfekte edilen Vero E6 hiicrelerinde 5. glinden sonra hiicre

lizisi goriilmeye baslandi (Resim 2) ve flasklar -80 °C’ye kaldirildi.
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Resim 2. Kontrol Vero E6 hiicreleri (A) ve KKKAH Kelkit06 susu ile

enfeksiyonun 5.giiniinde Vero E6 hiicrelerinin (B) gériiniimii.

KKKAHV’ne kars1 spesifik viral proteinlerin gosterilmesi amaciyla

virlisiin inaktivasyon isleminden sonra western blot testi uygulandi (Resim 3).

Resim 3. KKKAH viriisiine spesifik viral proteinlerin ve biiyiikliiklerinin western
blot testi ile goriintiilenmesi ( Gn (37 kDa), NP (55 kDa), Ge (75 kDa), prekiirsor
Gn (160 kDa), prekiirsor Ge (260 kDa).

51



5.2. Tavsan Hiperimmun Serum Elde Edilmesi

KKKAH karsi antijen ELISA gelistirilmesinde kullanilacak olan
yakalayici ve detektor antikorlari elde etmek amaciyla tavsan hiperimmun serum
elde edildi. Bu amacla on ii¢ hafta boyunca immunize edilen tavsanlardan
toplanan serum ornekleri indirekt ELISA ile test edildi. ELISA sonuglarina gore
tavsanlardaki serum antikor seviyesinin 8. haftada en yiiksek seviye olan 1/25600
titreye ulasip 10. haftaya kadar devam ettigi goriildi. Onuncu haftadan sonra

yapilan immunizasyonlarin antikor seviyesini arttirmadigi hatta antikor titresinin

azaldig1 ve 1/6400’de sabitlendigi belirlendi (Grafik 1).
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Grafik 1. Iki adet Yeni Zelanda tavsanina ait hiperimmun serumlarin haftalara ait
antikor titrelerinin geometrik ortalamalarimin indirekt ELISA testi ile gosterilmesi.
Grafikte en yliksek antikor titrelerine ulasilan haftalar kirmiz1 ¢izgiyle isaretlendi

ve bu haftalardaki serum 6rnekleri birlestirildi.

52



5.3. Tavsan Hiperimmun Serumlarimin Piirifikasyonu ve
Isaretlenmesi

Antikor titresinin en yogun oldugu haftalar olan 7-11. haftalara ait tavsan
hiperimmun serumlar1 bir araya getirilerek havuz olusturuldu ve ticari
purifikasyon kiti kullanilarak piirifiye tavsan serumu elde edildi. Piirifikasyon
islemi neticesinde yapilan Lowry deneyi sonucuna gore 5 mg/ml piirifiye tavsan
serumu elde edildi. Elde edilen hiperimmun serumun spesifik oldugu indirekt
ELISA testi ile belirlendikten sonra tavsan hiperimmun serumunun HRP ile

isaretleme islemi TUBITAK-MAM tarafindan gergeklestirildi.

5.4. Insan Serumlarinda KKKAH Antijenlerinin Belirlenmesi
Amaciyla Antijen ELISA Testinin Gelistirilmesi

Akut KKKAH teshisinde yaygin olarak real-time PCR kullanilmaktadir.
Alternatif diger yontem antijen ELISA testi olup, diinyadaki tek ticari kit
Vectorbest® antijen ELISA kitidir. Bu calismada gelistirilen antijen ELISA
testinin degerlendirilmesinde Vectorbest® ticari ELISA kiti altin standart olarak
kullanildi. Ayrica elde edilen sonuglar real-time PCR ile karsilastirildi.

Insanlardaki akut KKKAH’nin teshisinde kullamilmak {izere gelistirilen
antijen belirlemeye yonelik ELISA testi gelistirilmesi i¢in Firat Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali’na farkli tarihlerde ve farkl
merkezlerden gonderilen klinik KKKAH siipheli toplam 30 adet insan serumu
deney standardizasyonunda kullanildi. Bu serumlar ayn1 zamanda real-time PCR

ve Vectorbest® ticari ELISA Kiti ile test edildi (Tablo 1).
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Gelistirilen antijen ELISA testinin cut-off degeri negatif serum
orneklerinin ortalama ELISA O.D. degerlerinin iki katinin hesaplanmasiyla
belirlendi. Insan antijen ELISA icin cut-off degeri 0.1 O.D. (450 nm) olarak
hesaplandi. Bu degerin altindaki serum oOrnekleri negatif, {lizerindeki serum
ornekleri ise pozitif olarak degerlendirildi.

Test sonuglarina gore 18 adet serum ti¢ testte pozitif (%54,54), 5 adet
serum negatif (%15) bulunurken, 1 adet serum antijen ELISA negatif diger iki
testte pozitif, 1 adet serum antijen ELISA pozitif diger iki testte negatif, 1 adet
serum ise antijen ELISA ve real-time PCR negatif, Vectorbest antijen ELISA

pozitif olarak bulundu.

Tablo 1. Gelistirilen antijen ELISA ve Vectorbest ile Real-time PCR serum
sonuglarinin karsilastiritlmasi.

1A.

Serum Ornekleri  Antijen ELISA ~ VECIODESt ool time PCR
Antijen ELISA
24 + + +
25 + + +
26 + + +
27 + + +
28 + + +
117 + + +
138 + + +
139 + + +
140 + + +
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1B.

Serum Ornekleri ~ Antijen ELISA ~ Vectorbest  peajtime PCR
Antijen ELISA

198 + + +
204 + + +
208 + + +
210 + + +
221 + + +
S7 + + +
58 + + +
207 + + +
121 + + +
2117 - + +
1417 + - -
1197 - + -
59 - ; ]
60 - ; ]
61 - ; ]
62 - - -
122 - - )
123 - ; ]
124 - ; ]
142 - - )
199 - - -

(+) Test sonuglarina gore pozitif belirlenen serum drnekleri,

(-) Test sonuglarina gore negatif belirlenen serum Srnekleri,

(**) Antijen ELISA negatif, Vectorbest antijen ELISA ve Real-time pozitif serum 6rnekleri,

(***) Antijen ELISA pozitif, Vectorbest antijen ELISA ve Real-time negatif serum 6rnekleri,
(****) Antijen ELISA ve Real-time PCR negatif, Vectorbest Antijen ELISA pozitif serum
ornekleri.
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Bu calismada gelistirilen antijen ELISA’nin altin standart olarak bilinen
testlerle karsilastirma yapildiktan sonra duyarlilik (Gergek Negatifler / (Gergek
Negatifler + Yalanc1t Pozitifler) ve ozgiillik (Gergek Pozitifler / ( Gergek
Pozitifler + Yalanct Negatifler) hesaplamalari yapildi. Bu sonuglara gore
gelistirilen antijen ELISA testinin Vectorbest antijen ELISA testi ile
karsilastirildiginda duyarlilign %94, 6zgilligii %95 olarak hesaplandi (Tablo 2).
Real-time PCR testi ile karsilastirildiginda ise duyarlilign %94, 6zgilligi %95

olarak belirlendi (Tablo 3).

Tablo 2. Vectorbest antijen ELISA ve gelistirilen antijen ELISA testinin

karsilastirilmasi
Vectorbest Antijen ELISA
Antijen ELISA Pozitif Negatif
Pozitif 19 1
Negatif 1 9
Toplam 20 10

Tablo 3. Real-time PCR ve gelistirilen antijen ELISA testinin karsilastirilmasi.

Antijen ELISA

Real-time PCR
Pozitif Negatif
Pozitif 19 1
Negatif 1 9
Toplam 20 10
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Gelistirilen antijen ELISA testinin real-time PCR sonuglarina gore
deteksiyon limitinin belirlenmesi amaciyla her 3 testte de pozitif belirlenen serum
orneklerine RNA ekstraksiyonu ve tersine transkripsiyon islemleri yapilarak
cDNA elde edildi Roche SyberGreen Master® Software kullanilarak esik degeri
siklusu (Ct) ve mililitredeki kopya sayilar1 hesaplandi. Bu sonuglara gore testin
esik degeri siklusu 27, mililitredeki kopya sayist ise 3 x 10° kopya/ml olarak

belirlendi (Tablo 4, Grafik 2, Resim 4).

Tablo 4. Pozitif serum 6rneklerinin real-time PCR kopya sayilari

Serum Ornekleri Kopya sayisi/ml
24 1.15 X 10°
198 1.27 X 10°
117 1.09 X 10*
25 1.05 X 10°
26 1.00 X 10*
27 1.38 X 10°
28 1.06 X 10*
138 1.03 X 10*
140 5.10 X 10°
204 1.01 X 10*
208 5.38 X 10°
210 3.07 X 10°
139 1.04 X 10*
199 1.15 X 10*
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Grafik 2. Real-time PCR sonuglar1 ve deteksiyon limiti. Kesikli ¢izgi deteksiyon

limiti olan 3 x 10° kopya/m1’yi gostermektedir.
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Resim 4. Antijen ELISA yontemi ile test edilen serumlarin ELISA pleytindeki
gorunimul.
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ELISA testinde pozitif bulunan serumlar Real-time PCR’ da test edildi.
El, F1, E9 ve F9 no’lu kuyucuklardaki serumlar 1x10° kopya/ml, A9 ve B9 no’lu
kuyucuklardaki serumlar 1x10* kopya/ml ve A4-F4 arasindaki serumlar ise 1x10°
kopya/ml viral yiik tasidigi real-time PCR ile belirlenmistir. H9 nolu kuyucuk
negatif kontrol olarak kullanilmistir (Resim 4).

Deney standart hale getirildikten sonra Ankara Refik Saydam Hifzisihha
Merkezi Bagkanligi’'ndan 2006-2009 yillar1 arasinda toplanan KKKAH siipheli
208 adet insan serum Ornekleri gelistirilen antijen ELISA testi ile incelendi.
Laboratuarimizda test edilen serum orneklerinin antijen ELISA testi sonuglarina
gore toplam 208 adet insan serumunun 47 tanesi (% 22.59) pozitif olarak

belirlendi (Grafik 3).
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Grafik 3. Ankara RSHM Bagkanligi’ndan gonderilen 208 adet insan serumlarinin

ELISA degerlerinin gosterilmesi.
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Grafik 3’de goriildigii tizere kesikli ¢izgi O.D. 0,1 olarak belirlenen cut-
off degerini gostermektedir. Bu degerin iizerinde bulunan 47 adet serum pozitif
olarak degerlendirilmistir.

Gelistirilip standart hale getirilen antijen ELISA testi ile Ankara RSHM,
Samsun RHSM ve Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi'nde 2011 yilina
ait serum Ornekleri bu merkezlerde test edildi.

Ankara RSHM Baskanligi’'nda test edilen ve pozitif oldugu Ankara
RSHM real-time PCR protokoliine gére bilinen 15 adet serum ve 6 adet negatif
kontrol olmak tizere toplam 21 adet serumun 7 tanesi (% 33.33) KKKAH
yoniinden pozitif olarak teshis edildi (Tablo 5). Negatif serumlarin tamami antijen
ELISA testi ile de negatif olarak bulundu. Bu sonuglara gore testin 6zgilligii
%100, hassasiyeti ise %54 olarak hesaplandi. Iki adet serum cut-off degeri ile

ayni O.D.’ye sahip oldugu igin siipheli pozitif olarak degerlendirildi (Grafik 4).
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Grafik 4. Ankara RSHM Baskanligi’nda test edilen 21 adet serumun 450 nm
dalga boyunda okunan ELISA degerleri.
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Kesikli ¢izgi 0.1 olarak belirlenen cut-off degerini gostermektedir. Bu

degerin lizerinde bulunan 7 adet serum pozitif olarak degerlendirilmistir.

Tablo 5. Ankara RSHM Baskanligi’nda antijen ELISA ve real-time PCR ile test
edilen serumlarin karsilagtirilmasi. Real-time Ct degeri pozitif serumlara ait
floresan egrisinin Olc¢iilebilir degere ¢iktigr ilk siklusu gostermektedir. Tablodaki
sonuglara gore real-time Ct 24,11 siklusun altinda 1s1ma veren serumlar antijen

ELISA pozitif, bu siklusun {izerindeki serumlar negatif olarak saptanmustir.

Serum No Real-Time Ct Antijen ELISA
6 20,00 +
13 27,44 -
15 30,03 -
22 21,95 +
27 27,40 -
30 22,19 +
41 25,40 -
45 22,46 +
12 26,99 -
24 24,11 +
16 - -
11 - -
10 - -
5 - -
33 31,30 -
19 38,10 -
44 23,55 +
42 34,05 -
29 23,40 +
20 - -

ELISA O.D. degerleri kalitatif olarak degerlendirilmistir.
(+) Test sonuglarina gore pozitif belirlenen serum drnekleri

(-) Test sonuglarina gore negatif belirlenen serum 6rnekleri
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Samsun RSHM Baskanligi’nda test edilen ve pozitif oldugu Ankara
RSHM real-time PCR protokoliine gore belirlenen 35 adet serum ve 6 adet negatif
olmak iizere toplam 41 adet serumun 30 tanesi (%73.17) KKKAH yo6niinden
pozitif olarak teshis edildi (Tablo 6, Grafik 5). Bu sonuglara gore testin 6zgiilligii

%100, hassasiyeti %84 olarak hesaplandi.
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Grafik 5. Samsun RSHM Baskanligi’nda test edilen 41 adet serumun ELISA
degerleri.

Kesikli ¢izgi 0.1 olarak belirlenen cut-off degerini gostermektedir. Bu

degerin lizerinde bulunan 30 adet serum pozitif olarak degerlendirilmistir.
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Tablo 6. Samsun RSHM’de antijen ELISA ve real-time PCR ile test edilen
serumlarin karsilagtirillmasi. Real-time Ct degeri pozitif serumlara ait floresan
egrisinin Olgiilebilir degere ¢iktigi ilk siklusu gostermektedir. Antijen ELISA cut-
off O.D. degeri 0.100 olarak belirlenmis ve bu degerin altindaki serumlar negatif
olarak degerlendirilmistir. Tablodaki sonuglara gore real-time Ct 25,72 siklusun
altinda 151ma veren serumlar antijen ELISA pozitif, bu siklusun iizerindeki

serumlar negatif olarak saptanmustir.

" Serum No Real-time Ct  Antijen ELISA O.D
1 22,45 0,695
2 29,17 0,072
3 23,76 0,338
4 25,42 0,137
5 22,73 0,667
6 17,93 0,969
7 25,72 0,140
8 17,86 1,087
9 22,33 0,795
10 24,16 0,596
11 21,03 0,749
12 18,31 0,997
13 19,32 1,226
14 35,11 0,065
15 - 0,069
16 - 0,070
17 - 0,070
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6B.

Serum No Real-time Ct  Antijen ELISA O.D
18 - 0,060
19 27,05 0,130
20 32,45 0,096
21 19,92 0,946
22 17,42 0,936
23 19,31 1,230
24 20,62 0,732
25 19,58 1,001
26 17,91 1,226
27 19,72 0,931
28 20,02 0,810
29 18,47 1,708
30 17,49 1,539
31 19,08 1,152
32 19,45 1,097
33 22,42 0,582
34 18,74 1,009
35 19,96 0,973
36 21,98 0,642
37 20,68 0,747
38 17,13 1,375
39 22,37 0,712
40 - 0,069
41 - 0,070
42 22,74 0,656
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Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklar

Anabilim Dali’nda bulunan 2010 yilna ait 30 adet siipheli hasta serumunun 14

tanesi (% 49.66) pozitif bulunurken, 2011 yilinda KKKAH tanisiyla hospitalize

edilen hastalara ait 17 adet serumun 16’s1 (% 94.55) pozitif bulundu (Tablo 7,

Grafik 6).
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Serum Ornekleri

Grafik 6. Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesinde antijen ELISA ile test

edilen 47 adet serum 6rneklerinin O.D. degerleri.

Kesikli ¢izgi 0.1 olarak belirlenen cut-off degerini gostermektedir. Bu

degerin iizerinde bulunan serumlar pozitif olarak degerlendirilmistir.
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Tablo 7. Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi’nde antijen ELISA ve real-
time PCR ile test edilen serumlarin karsilastirilmasi. Real-time Ct degeri pozitif
serumlara ait floresan egrisinin Olgiilebilir degere c¢iktigi ilk siklusu
gostermektedir. Klinik olarak belirtilen serumlara ait Ct degeri Olgiilmemis
hastalar klinik belirtilere dayanarak teshis edilmistir. Antijen ELISA cut-off O.D.
degeri 0.100 olarak belirlenmis ve bu degerin altindaki serumlar negatif olarak
degerlendirilmistir. Tablodaki sonuglara gore real-time Ct 26,59 siklusun altinda
1sima veren serumlar antijen ELISA pozitif, bu siklusun {izerindeki serumlar

negatif olarak saptanmustir.

" SerumNo Real Time Ct Antijen ELISA O.D
1 Klinik 0,651
2 Klinik 0,901
3 Klinik 0,228
4 Klinik 0,729
5 Klinik 0,700
6 Klinik 0,318
7 Klinik 0,891
8 Klinik 0,395
9 Klinik 0,475
10 Klinik 0,247
11 Klinik 0,238
12 Klinik 0,620
13 Klinik 0,285
14 Klinik 0,306
15 Klinik 0,516
16 Klinik 0,405
17 20.18 0,812
18 19.20 0,778
19 26.59 0,209
20 20.58 0,823
21 20.11 0,948
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7B.

Serum No Real Time Ct Antijen ELISA O.D
22 20.54 0,930
23 22.04 0,743
24 24.05 0,493
25 23.36 0,542
26 21.12 0,527
27 20.19 0,852
28 21.13 0,432
29 20.26 0,672
30 24.45 0,792
31 Klinik 0,096
32 33.27 0,064
33 35.29 0,196
34 30.12 0,133
35 29.36 0,156
36 33.29 0,155
37 32.15 0,152
38 36.26 0,218
39 38.28 0,103
40 29.08 0,121
41 24.23 0,134
42 24.95 0,168
43 27.59 0,102
44 28.32 0,108
45 28.53 0,112
46 27.66 0,130
47 28.63 0,122
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Tablo 8. Gelistirilen antijen testinin intra ve inter-assay varyasyon sonuglari

ELISA0D Intra-assay waryasyon Inter-assay varyasyon
Serun telorarlarmm ELISA O.D yizde farklan ELIZA 0.0 sibilinen 9 serum ve telrar 0.0 lerd
10 10-50 50-100 Taplatn 0.159 0.225 0.402
n (%) (%) n(%) n GMT(CV) GMT(CV) GMT(CV)
450 1 WL (2362 20360 1 O130(0.08)  0235¢220)  (0442(33%)

LI9I(504)  D0B(5.6%) 0437 (3%5)
LISTD 02321 0.366(3.9)

GMT ;Geometric mean titer, CV; Coefficient of variance. (CV% ortalama 3,883)

Gelistirilen antijen ELISA testinin intra ve inter-assay varyasyonlarinin
belirlenmesi amaciyla 33 adet serum ornegi kullanildi. serum Ornekleri ikili
kuyucuklar halinde 5 farklt ELISA pleytinde farkli zamanlarda test edildi ve O.D
degerleri arasindaki farklilik hesaplandi. Ayn1 zamanda zayif, orta derecede ve
yikksek pozitif olarak belirlenen toplam 9 serum Orneginin O.D. degeri
hesaplanarak ortalama O.D.’ye gére %CV degeri belirlendi. Intra ve inter-assay
varyasyonlari testin tekrar edilebilir oldugunu gosterdi (Tablo 8).

KKKAH endemik bolgelerdeki durumunun degerlendirilmesi ve virisiin
kenelerdeki yayginliginin belirlenmesi amaciyla Corum, Tokat ve Yozgat’tan
toplanan 320 adet kenede KKAH antijeninin varlig1 test edildi (Resim 5). Test
edilen kenelerin 11 tanesinde (%3.43) ELISA pozitiflik saptandi. Kene
orneklerinin toplandig1 odaklar ve pozitiflik dagilimlar1 tablo halinde gdosterildi

(Tablo 9).
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Resim 5. Antijen ELISA testi ile test edilen kene 6rneklerinin ELISA pleytindeki

goriintlisti. G12 testin pozitif kontrolii, H12 ise testin negatif kontrolii olarak
kullanildi.

KKKAHYV pozitif belirlenen kene 6rneklerinin real-time PCR deteksiyon
limitinin belirlenmesi amaciyla RNA ekstraksiyonu ve tersine transkripsiyon
islemi yapilip Ornekler real-time PCR ile test edildi. Bu sonuca gore testin

deteksiyon limiti 5x10° kopya/ml olarak belirlendi (Grafik 7).
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Grafik 7. Antijen ELISA ile pozitif belirlenen kene 6rneklerinin real-time PCR
sonuglariin gosterilmesi. Kesikli ¢izgi deteksiyon limiti olan 5x10° kopya/ml’i

gostermektedir.

Pozitif olarak belirlenen kene orneklerine KKKAHV S segmentine
spesifik F2-R3 primerleri kullanirak PCR testi yapildi ve spesifik 505 baz

uzunlugundaki bantlar agar-jel elektroforezde goriintiilendi (Resim 6).

Resim 6. Kene orneklerine ait PCR sonuglarinin agaroz jelde gosterilmesi. 505
bp biiyiikliigiindeki bantlar F2-R3 primerleriyle cogaltilan S segmentine spesifik
bolgeyi gostermektedir.
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5.5. insan Serumlarinda Anti-KKKAH IgG Belirlenmesi Amaciyla
Indirekt ELISA Testi Gelistirilmesi

KKKAH’nin teshisinde IgM ile birlikte kullanildiginda teshis
metodlarindan biri olan serokonversiyonun gosterilmesi amaciyla insanlarda IgG
saptamaya yonelik ELISA testi gelistirildi. Deney standardizasyonu esnasinda
Ankara RSHM Baskanligi’ndan kurumumuza gonderilen IgG pozitif oldugu
bilinen 20 adet insan serumu ve farkli tarihlerde farkli merkezlerden goénderilen
31 adet anti-KKKAHV antikor siipheli hasta serumu ve Ankara RSHM
Bagkanligi’'nda elde edilen anti-KKKAHV hiperimmiin serumlar1 kullanildi.
Deney sonucunda testin cut-off degeri O.D. 0.1 olarak belirlendi ve bu degerin
tizerinde kalan serumlar pozitif olarak degerlendirildi. Bu sonuglara gore 5 adet
stipheli insan serumunun (%16.13) pozitif oldugu belirlendi (Grafik 8, Resim 7).
Ayrica pozitif olarak gonderilen 20 adet insan serumu ve yine kontrol olarak
kullanilan 3 adet anti-KKKAH hiperimmun serumu gelistirilen insan indirekt

ELISA testinde de pozitif oldugu saptandi (%100).
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Grafik 8. indirekt ELISA ile test edilen serum 6rneklerine ait sonuglarin

gosterilmesi
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Kesikli ¢izgi cut-off degeri olan O.D. 0.1°1 gdstermektedir ve bu degerin

tizerindeki serumlar pozitif olarak belirlenmistir (Grafik 8).

Resim 7. Indirekt ELISA testi ile test edilen insan serumlarmin ELISA

pleytindeki goriiniimii.

Gelistirilen testin duyarliik ve 0Ozgiilligli teshis amagli diinyada
gelistirilen tek ticari kit olan Vectocrimean-CHF-IgG ile karsilastirildi. Sonug
olarak gelistirilen indirekt 1gG ELISA testinin duyarliligi %100, 6zgilligi %2100

olarak belirlendi.

5.6. Sigir Serumlarinda Anti-KKKAH IgG Belirlenmesi Amaciyla
Indirekt ELISA Testi Gelistirilmesi

KKKAHV’nin sigirlardaki seroprevalansinin belirlenebilmesi i¢in anti-
KKKAHYV antikorlarinin saptanmasina yonelik indirekt ELISA gelistirilip Corum,
Tokat, Erzurum, Yozgat, Edirne ve Bingdl illerinden 2011 yilinda toplanan

toplam 253 adet s1gir serumu test edildi (Tablo 10).
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Tablo 10. Corum, Tokat, Erzurum, Yozgat, Edirne ve Bingdl illerinden toplanan

s1igir serumlart ve pozitiflik ytlizdeleri.

Odak Serum Sayis1 Pozitif Sayis1  Pozitif Yiizdesi
Mecitézi 28 1 3,57
Hayvan pazari 38 4 10,52
Aktas 36 7 19,44
Bagbasi 50 6 12,00
Fakidagi 13 1 7,69
Kamiseik 45 5 11,11
Karaagag 33 3 9,09
Bingol 10 0 0,00
Toplam 253 27 10,67

Corum Mecitozii ilgesinden toplanan 28 adet sigir serumunun 1 tanesi
(%3,57), hayvan pazarindan toplanan 38 adet serumdan 4 tanesi (%10,52) antikor

varlig1 yoniinden pozitif olarak belirlendi (Grafik 9).
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Mecitoziui ve Hayvanpazari Sigir Serumliari
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Grafik 9. Corum iline ait sigir serum Orneklerinin indirekt ELISA O.D.
degerlerinin gosterilmesi. Kesikli ¢izgi testin cut-off degerini gostermektedir (#
Isareti ile gosterilenler Mecitozii bolgesinden toplanan sigir serumlarini, ® isareti

ile gosterilenler hayvan pazarindan toplanan serum 6rneklerini gostermektedir).

Tokat Aktas ve Agamusa koylerinden toplanan 57 adet sigir serumundan

19 tanesi (%33.33) antikor yoniinden pozitif belirlendi (Grafik 10).

Tokat Agamusa ve Aktas Sigir Serumlari
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Grafik 10. Tokat iline ait sigir serum oOrneklerinin indirekt ELISA O.D.
degerlerinin gosterilmesi. Kesikli ¢izgi testin cut-off degerini gostermektedir( #
[sareti ile gosterilenler Agamusa kdyiinden toplanan sigir serumlarmi, & isareti ile

gosterilenler Aktas kdyiinden toplanan serum drneklerini gostermektedir).
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Erzurum Bagbasi’ndan toplanan 50 adet sigir serumundan 6 tanesi (%12)

antikor yoniinden pozitif olarak belirlendi (Grafik 11).

Erzurum Bagbasi Sigir Serumiari
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Grafik 11. Erzurum iline ait sigir serum oOrneklerinin indirekt ELISA O.D.

degerlerinin gosterilmesi. Kesikli ¢izgi testin cut-off degerini géstermektedir.

Yozgat Kamiscik kdyiinden toplanan 45 adet sigir serumunun 5 tanesi

(%11,11) antikor yoniinden pozitif olarak belirlendi (Grafik 12).

Yozgat Kamiggik Sigir Serumlari
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Grafik 12. Yozgat iline ait sigir serum 6rneklerinin indirekt ELISA O.D.

degerlerinin gosterilmesi. Kesikli ¢izgi testin cut-off degerini géstermektedir.
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Edirne Karaagag’dan toplanan 33 adet sigir serumunun 3 tanesi (%9,09)

antikor yoniinden pozitif olarak belirlendi (Grafik 13).
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Grafik 13. Edirne iline ait sigir serum Orneklerinin indirekt ELISA O.D.

degerlerinin gosterilmesi. Kesikli ¢izgi testin cut-off degerini géstermektedir.

Bingél’den toplanan 10 adet sigir serumlarinda antikor ydniinden

pozitiflik belirlenemedi.

5.7. Koyun Serumlarinda Anti-KKKAH 1gG Belirlenmesi Amaciyla
Indirekt ELISA Testi Gelistirilmesi

Hastaligin goriildiigii endemik bdlgelerden alinan koyun serumlarinda
enfeksiyonun yayginliginin belirlenmesi amaciyla anti-KKKAHV antikorlarinimn
saptanmasina yonelik indirekt ELISA gelistirilip Yozgat ve Tokat illerinden
2010-2011 yillart arasinda toplanan toplam 130 adet koyun serumu test edildi

(Tablo 11).
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Tablo 11. Tokat ve Yozgat illerinden toplanan koyun serumlar1 ve pozitiflik

yiizdeleri.
Odak Serum Sayisi Pozitif Sayisi Pozitif Yiizdesi (%)
Yozgat Kurucay 83 22 26,22
Tokat Agamusa 47 3 6,38
Toplam 130 25 19,23

Yozgat Kurugay koyilinden toplanan 83 adet koyun serum o6rneklerinin 22

tanesi (% 26.22) pozitif olarak belirlendi (Grafik 14).

Yozgat Kurucay Koyun Serumlari
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Grafik 14. Yozgat Kurugay kdyiinden toplanan koyun serum drneklerinin indirekt
ELISA O.D. degerlerinin gosterilmesi.Kesikli ¢izgi testin cut-off degerini

gostermektedir.

Tokat Agamusa koyiinden toplanan 47 adet koyun serumunun 3 tanesi

(%6,38) pozitif olarak belirlendi (Grafik 15).
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Tokat Agamusa Koyun Serumilari
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Grafik 15. Tokat Agamusa kdyiinden toplanan koyun serum orneklerinin indirekt
ELISA O.D. degerlerinin gosterilmesi. Kesikli ¢izgi testin cut-off degerini

gostermektedir.

5.8. Kec¢i Serumlarinda Anti-KKKAH IgG Belirlenmesi Amaciyla
indirekt ELISA Testi Gelistirilmesi

Kegilerde anti-KKKAHV antikorlarinin saptanmasina yonelik indirekt
ELISA gelistirilip Yozgat ve Tokat illerinden 2010-2011 yillar1 arasinda toplanan

toplam 132 adet keci serumu test edildi (Tablo 12).

Tablo 12. Tokat ve Yozgat illerinden toplanan kegi serumlari ve pozitiflik

yiizdeleri.

Odak Serum Sayis1 Pozitif Sayisi Pozitif Yiizdesi (%)
Yozgat Kurucay 73 14 19.17
Tokat Agamusa 59 6 10.17

Toplam 132 20 15,15
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Yozgat Kurugay koyiinden toplanan 73 adet ke¢i serum orneklerinin 14

tanesi (% 19.17) pozitif olarak belirlendi (Grafik 16).
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Grafik 16. Yozgat Kurugay koyiinden toplanan kegi serum 6rneklerinin indirekt

ELISA O.D. degerlerinin gosterilmesi. Kesikli ¢izgi testin cut-off degerini

gostermektedir.

Tokat Agamusa koyiinden toplanan 59 adet kegi serumundan 6 tanesi

(%10.17) pozitif olarak belirlendi (Grafik 17).
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Tokat Agamusa Kecgi Serumlari
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Grafik 17. Tokat Agamusa koylinden toplanan keg¢i serum 6rneklerinin indirekt

ELISA O.D. degerlerinin gosterilmesi. Kesikli ¢izgi testin cut-off degerini

gostermektedir.

Si1g1r, koyun ve kegilerde anti-KKKAHYV antikorlarinin belirlenebilmesine
yonelik gelistirilen indirekt ELISA testlerinin duyarlilk ve 06zgilligiiniin
karsilastirilabilmesi igin ticari bir ELISA kiti mevcut olmadigindan dolay:
testlerin dogrulanmasi amaciyla western blot analizi kullanildi. Anti-KKKAHV
antikorlar1 yoniinden pozitif belirlenen serum oOrneklerinin spesifik antikor

igcerdigi western blot ile dogruland1 (Resim 8).
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Resim 8. Sigir (1), koyun (2) ve kegi (3) serumlarinin western blot ile
goriintiilenmesi. 55 kDa’luk bdlgedeki bant NP’yi, 37 kDa’luk bolgedeki bant ise

Gn proteinini géstermektedir.

5.9. Monoklonal Antikor Uretimi

Gelistirilen antijen ELISA testinde spesifitenin arttirilmas: amaciyla viral
proteinlere spesifik monoklonal antikor iiretimi hedeflendi. Bu amacla 6 adet
Balb/c fareleri inaktif KKKAHV Turkey-Kelkit06 susu ile 5 kez immunize edildi.
Olusan antikor yanitin belirlenmesi i¢in serum Ornekleri indirekt ELISA ile test

edildi (Tablo 13).
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Tablo 13. Monoklonal antikor tiretiminde kullanilan fareler ve serum antikor

seviyeleri

2]

Fare No  Immunizasyon Sayisi | SerumAntikor Seviyesi

1 o 1112800
2 5 1112800
3 D 1725600
4 s /6400
5 5 1112800
& D 116400

Immunize edilen farelerden elde edilen dalak hiicreleri ile SP20Ag-14
myelomma hiicrelerinin fiizyonu sonucu ELISA ile test edilerek segilen toplam 11
adet hybridoma klonu iiretildi. Bunlardan sadece B5, B10, C8, E8 ve G6 olarak
adlandirilan 5 adet hibridoma klonu ELISA stabilitelerini siirdiirdii. Tek klon elde
etmek amaciyla en az {li¢ kez limiting dillisyon yapildi ve 56 adet pozitif klon
ELISA testinde pozitif olarak belirlendi. Elde edilen biitiin hibridomalar stok
amaciyla dondurulup azot tankinda saklandi. Elde edilen monoklonal antikor
hiicre vasatlarindan antikor izotiplendirmesi yapildi. Antikor varligimmin teyit
edilmesi amaciyla ELISA sonuglarina gore en yiiksek pozitiflik oranina sahip G6-
H7 klonunun siipernatant1 kullanilarak antikor izotiplendirmesi yapildi. Bu klonun
IgG2b izotipine sahip oldugu belirlendi. Ayni zamanda antikorlarin reaksiyon
gosterip gostermediginin belirlenmesi amaciyla hibridoma vasati ve FBS de

Quickstrip ile test edildi (Resim 9).
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Resim 9. Antikor izotiplendirmesinde kullanilan striplerin goriiniimii. G6-H7
stipernatanti (1), hibridoma hiicre vasati (2), FBS (3) ile gosterilmistir. Kesikli ok
ile gosterilen seritler testin kontrolii, diger ok ise IgG2b’nin varligini

gostermektedir.

[zotiplendirme isleminden sonra ELISA pozitif olarak belirlenen klonlar
dogrulama amaciyla western blot ile test edildi ancak viral proteinlere spesifik
bantlar elde edilemedi. Sonug olarak elde edilen klonlarin KKKAHV ne spesifik
olmadigi, ELISA testinde yalanci pozitiflik verdigi ortaya kondu ve diagnostik

amagli kullanima uygun klonlar olmadig: belirlendi.
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7. TARTISMA

KKKAH bugiine kadar Tiirkiye’nin de i¢inde bulundugu 30’dan fazla
ilkede genis bir cografya tizerinde yayginlik gostermektedir (1). Hastalik ilk kez
1944 wyilinda Rusya’da rapor edilmis, Onceki yillarda serolojik bulgulara
rastlanmasina ragmen Tirkiye’de ilk kez 2002 yilinda tanimlanmustir (1, 21).
Vaka sayisi bu tarihten itibaren giinlimiize kadar her yil artarak devam etmistir.
Hastalik  iilkemizde %35 mortaliteyle seyretmektedir (1). Hastaligin
epidemiyolojisinde ve nakledilmesinde keneler rol oynamaktadir. Yapilan
epidemiyolojik ¢alismalarda viriis 31 kene tiiriinden ve Culicoides spp. cinsi bir
sinekten izole edilmistir. Ancak bu tiirlerin tamaminin vektorliik kabiliyeti
bulunmamaktadir. Bir tiirlin gercek manada vektdr olabilmesi ic¢in, gelisme
sathasinin herhangi bir doneminde, viremik konaktan kan emerken viriisii
alabilmesi ve miiteakip safhada kan emdigi konaga viriisii verebilmesi gerekir.
KKKAH viriisii vektor keneler tarafindan hem transtadial hem de transovarial
olarak nakledilir. Ixodid kene tiirlerinden 6zellikle Hyalomma m. marginatum adli
kene tiiriiniin hastahigin vektorii oldugu bilinmektedir. Ulkemizde endemik
bolgelerdeki yapilan arastirmalarda sigir, koyun ve kegilerden toplanan kenelerin
%50-80’inin Hyalomma m. marginatum oldugu bildirilmistir.

Ulkemizde  endemik  bolgelerde  Hyalomma m.  marginatum
popiilasyonunun yayginligt KKKAH’nin yayilmasinda ve dolayisiyla 6nemli halk
saglig1 problemlerinden biri haline gelmesinde rol oynamaktadir. Viriis dogada
s1gir, koyun, keci gibi hayvanlarda subklinik seyretmektedir. Ayrica yaban tavsani
ve domuzlarin da virlisiin dogadaki dongiisiinde rol oynadiklar1 bildirilmistir.

Viremi donemindeki bu hayvanlar kan emen keneler icin enfeksiyon kaynaginm
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olusturmaktadir. Ayrica viremi donemindeki sigir, koyun ve kegilerin
kesimlerinin yapildigi mezbaha personeli bu hayvanlarin kaniyla direkt temas
halindedir. Bu durum 6zellikle tarim ve hayvancilikla ugrasan meslek gruplarini
ve mezbaha ¢alisanlarini risk altina sokmaktadir. Bunun yaninda kesin teshis
yapilamamis veya hatali teshis yapilmis hastalarla temas halindeki saglik
calisanlart nozokomiyal bulagmaya maruz kalabilmektedir. Ayrica hastaligin
spesifik bir tedavisinin bulunmamasi ve heniiz etkili bir asilamanin olmamasi
erken teshisin 6nemini arttirmaktadir (119).

KKKAH’nin teshisinde hiicre kiiltiirli, antijen ve antikor saptamaya
yonelik serolojik testler (EIA, IFA, ELISA), real-time PCR, spesifik IgM tanis1
yapilmasi ve klinik bulgular kullanilmaktadir. Hiicre kiiltiirlinde izolasyon daha
basit ve hizhidir fakat diger metoda gore daha az hassastir. Viriis LLC-MKZ2,
BHK-21, Vero ve SW-13 hiicre tiplerinden izole edilebilmektedir. Viriis
izolasyonu hiicre kiiltiiriinde 4-7 giinliikk inkiibasyondan sonra yapilmaktadir.
Fakat hiicre kiiltiiriintin hassasiyeti diisiik oldugundan izolasyon yapilabilmesi i¢in
hastaligin ilk 5 giinlindeki hastalardan alinmig yiliksek viremi doénemindeki
orneklere ihtiya¢c vardir. Virlis izolasyonu hassas bir metod olmasina karsin
Birlesik Devletler Salgin Koruma ve Kontrol Merkezi (USCDC) KKKA hastaligi
viriisinli yiiksek giivenlikli laboratuar patojeni olarak simiflandirmigtir (120) ve
2008 yili itibariyle 1’1 Tiirkiye’de, 14’1 Avrupa Birligi’ne iiye llkelerde ve 8’1
Rusya’nin endemik bélgelerinde olmak ancak 20 kadar laboratuar hastaligin
teshisini yapabilmektedir. Ancak bu laboratuarlarin sadece 8 tanesi viriis
izolasyonu i¢in gerekli biyogiivenlik sartlarimi tasimaktadir. Ayrica KKKAHV

Turkey-Kelkit06 susunun duyarli hiicre kiiltiirlerinde spesifik sitopatik etki
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olusturmamasi hiicre kiiltiirii ile yapilan teshisi zorlastirmaktadir (117). Bazi
endemik bolgelerde hastaligin teshisini yapabilecek kapasitede laboratuarlarin
bulunmamasimin yani sira bu bdlgelerden numunelerin uluslararasi transferini
zorlagtiran ~ ekonomik ve lojistik sebepler de hastalifin  teshisini
siirlandirmaktadir.

Akut fazda en Onemli teshis metodlar1 viral antijenlerin gosterilmesine
yonelik antijen ELISA testi ve viral genomun gosterilmesi amaciyla real-time
PCR testidir. Real-time PCR testi olduk¢a duyarli ve hassas bir test olmasi ve
erken teshis imkani1 vermesine karsin 6zel ekipman ve personel gerektirmektedir.
Bu durum hastaligin kirsal kesimde bulunan imkanlar1 kisitli merkezlerde
teshisini  gliglestirmektedir. Bu sebepten hastaligin yerinde teshisinin
yapilabilmesi i¢in daha basit ve kolay uygulanabilir bir test olan antijen
belirlemeye yonelik ELISA testi 6nem kazanmaktadir.

Klinik bulgulara dayanilarak yapilan biyokimyasal teshis metodlari
arasinda trombositopeni, 16kopeni varligi, AST, ALT, LDH ve CPK enzim
seviyelerindeki artiglar, protrombin zamaninin uzamasi ve fibrinojen seviyesinin
azalmas1 kullanilmaktadir. Ancak bu veriler kesin teshis icin yeterli degildir
(121). Viriise spesifik IgM ve IgG yaniti en erken hastaligin baslangicindan 7 giin
sonra belirlenebilmektedir. Diger yandan KKKAH’nda viremi prehemorajik
donem olarak siniflandirilan hastaligim 1-7. giinleri arasinda pik seviyeye
ulasmaktadir. Bu donemde viral antijenlerin tespitinin yapilmasi O6nem
kazanmaktadir. Bu asamada real-time PCR metodu hassas bir test olarak
kullanilmaktadir. Ancak real-time PCR testinin yapilabilmesi i¢in alt yap1 ve

uzman personel gereksinimi bu testin yaygin olarak  kullanimim
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siirlandirmaktadir. Vanhomwegen ve ark. yaptiklari bir calismada Balkan
bolgesinde ve Tiirkiye’deki hasta serumlarinda real-time PCR testinin spesifitesini
serolojik metodlarla karsilastirildiginda diger iilkelerden elde edilen serumlara
gore daha diisik bulmuslardir (% 37,5). Bunun nedeni olarak referans
laboratuarlar tarafindan gelistirilen in-house metodlarin bolgede yaygin olan viriis
suslarina gore optimize edildigi i¢in genis spektrumu kapsayan testlere gore daha
diisiik deteksiyon limitine sahip olmasi gosterilmektedir (122). Bu yiizden in-
house metodlarin bolgelerde yaygin olan viriis suslarina spesifik olarak gelistirilip
standardize edilmesi gerekmektedir. Bunun yaninda Orneklerin dondurulup
cozdiiriilmesinden kaynaklanan RNA degredasyonu ve orneklerde bulunan
inhibitor bilesiklerin PCR reaksiyonunu degrade etmesi serolojik metodlarla
karsilastirildiginda sensitivitenin diismesine neden olabilmektedir (122). ELISA
gibi serolojik metodlarin diger yandan real-time PCR gibi molekiiler testlere gore
0zel ekipman ve uzman personele ihtiya¢c duymamasi, kisa slirede sonu¢ vermesi,
pratik olmasi gibi avantajlart vardir. KKKAH enfeksiyonunun serolojik olarak
teshis edilmesinde kullanilan ticari ELISA Kiti sadece Rusya'da iiretilmistir ve bu
ticari kit ayn1 zamanda sadece o bdlgede yaygin viriis susuna spesifiktir. Sigir,
koyun, keci, domuz ve tavsan gibi enfeksiyon zincirinde yer alan hayvanlar i¢in
gelistirilmis ticari kitler heniiz s6z konusu degildir.

Bu calismada KKKA enfeksiyonunun teshisi amaciyla antijen belirlemeye
yonelik ELISA testi ve insan, sigir, koyun, kegi, fare ve tavsan serumlarinda
antikor belirlemeye yonelik indirekt ELISA testlerinin gelistirilip standardize

edilmesi hedeflenmistir.
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Antijen ELISA testinde detektor antikor olarak kullanilmak {izere iiretilen
tavsan serumlariin isaretlenmesi amaciyla kullanilan kitin tam bir piirifikasyon
islemi yapilamadigi i¢in ¢calismadigi diisiiniilmektedir. Piirifikasyon isleminde tam
bir basar1 elde edilmesi icin yiiksek duyarliliga sahip kromatografik metodlarin
kullanilmasima ihtiyag vardir. Elde edilen piirifiye tavsan antikorlar1 ELISA
pleytlerinin tabanina baglanarak yakalayici antikor olarak kullanildi. Daha sonra
test edilmek istenen insan serumlari sulandirilarak, serum 6rneklerinde KKKAHV
antijeninin varlig1 arandi. Detektor antikor olarak HRP ile isaretli piirifiye anti-
KKKAHYV tavsan antikoru kullanildi ve spesifik substrat kullanilarak sonuglar
goriintlilendi.

Antijen ELISA standardizasyonunda kullanilan 33 adet insan serumu
Vectorbest” ve real-time PCR ile karsilastirildi. Gelistirilen antijen ELISA’nin
Vectorbest” ticari kitine gore duyarlihgi %94, 6zgiilliigii %95 olarak bulundu. Bu
sonuglara gore her iki test arasinda yiiksek oranda bir korelasyon saptandi.. Ayn
zamanda gelistirilen antijen ELISA kitinin real-time PCR testi ile
karsilastinlldiginda ise duyarliligt %94, ozgiilligi ise %95 olarak belirlendi.
Testin deteksiyon limiti ise 3 x 10° olarak hesaplandi. Diger yandan Ankara ve
Samsun RSHM’de test edilen serum 6rneklerinin antijen ELISA ve real-time PCR
sonuglart karsilagtirildiginda 6zgiilliikk % 100, hassasiyet ise sirastyla % 54 ve %
84 olarak hesaplandi. Testin hassasiyet oranindaki bu degiskenligin sebebinin
kullanilan  real-time PCR protokoliindeki farkliliklardan ileri  geldigi
diistiniilmektedir. Ciinkii Ankara RSHM real-time protokoliine gore 30. siklus ve
tizerindeki serumlar real-time pozitif olarak degerlendirilirken laboratuarimizdaki

protokole gore 27. siklus ve iizerindeki serum Ornekleri negatif olarak
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degerlendirilmektedir. Real-time PCR protokolleri arasindaki bu farklilik testin
hassasiyet oranlarina yansimistir. Sivas Cumbhuriyet Universitesi  Tip
Fakiiltesi’nde 2011 yilinda KKKAH tanisiyla hastanede yatmakta olan 17 adet
hasta serumunda antijen ELISA ile % 94.55, 2010 yilina ait ve diger testlerle
konfirme edilen 30 hastada % 49.66 oraninin bulunmas: serum O6rneklerinin
dondurulup ¢ozdiiriilmesinden ileri geldigi diistiniilmektedir.

Ayrica gelistirilen antijen ELISA testinin tekar edilebilirliginin
gosterilmesi amaciyla intra ve inter-assay varyasyonlar1 istatistiksel olarak
hesaplanmis ve sonuglar testin tekrar edilebilir oldugunu gostermistir.

Viriislin dogadaki yayiliminda kenelerin rol oynadigi bilinmektedir. Bu
yiizden virlislin kenelerdeki yaygiliginin saptanmasi amaciyla gelistirilen antijen
ELISA testi kenerlerde kullanilmak iizere standardize edildi. Bu amacgla Corum,
Tokat ve Yozgat’tan toplanan 320 adet kene antijen ELISA ile test edildi. Sonug
olarak kenelerin 11 tanesinde (% 3,43) KKKAH antijenin varligi antijen ELISA
testi ile gosterildi ve pozitif 6rnekler ayn1 zamanda real-time PCR ile dogrulandi.
Boylece gelistirilen antijen ELISA testinin kenelerden viriis tespiti icin de
kullanilabilecegi gosterildi.

Seroepidemiyolojik olarak anti-KKKAHV antikorlarinin insanlarda ve
sigir, koyun, keci gibi hayvanlarda saptanabilmesi amaciyla indirekt ELISA
testleri gelistirildi. Insan indirekt ELISA testinde testin standardizasyon
asamasinda kullanilan normal insan konjugatlarinda negatif serum Orneklerinde
yiiksek background alindi. Problemin ¢6ziimii i¢in farelerde iiretilmis antikorun
Fd bolgesine spesifik insan konjugati kullanildi. Iki konjugat arasindaki spesifite

farkinin antikorlarin Fd kisimlariin agir zincirin diger bilesenlerinde bulunmayan
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bolgeleri igermesinden ileri geldigi diisiiniilmektedir. insan serumlarinda anti-
KKKAHYV antikorlarinin saptanmasina yonelik ELISA testi gelistirildikten sonra
testin duyarlilik ve 6zgiilliigii teshis amacli diinyada gelistirilen tek ticari kit olan
Vectocrimean-CHF-IgG ile karsilastirildi. Sonug olarak gelistirilen indirekt 1gG
ELISA testinin duyarliligi %100, 6zgilliigi %100 olarak belirlendi.

Ayrica hastaligin dogadaki yaygimliginin serolojik olarak belirlenebilmesi
icin sigir, koyun ve kecilerde kullanilmak tizere gelistirilen ELISA testinin
giivenilir ve tekrar edilebilir oldugu yapilan western blot testi ve endemik bolge
serumlarinin ¢alisilmasiyla gosterildi. Elde edilen ELISA sonuglari koyun ve
kecilerin de en az sifirlar kadar enfeksiyonun dogadaki dongiisiine katkida
bulundugunu gostermistir.

Monoklonal antikor elde etmek i¢in yiiriitiilen ¢aligmalar neticesinde
flizyon islemi sonucunda 92 adet hibridoma klonu elde edilmis, yapilan ELISA
testleri neticesinde bu klonlardan 11 tanesinin spesifik klon oldugu goriilmiis ve
bu 11 klonun 5 tanesi stabilitesini devam ettirmistir. Ancak klonlar ELISA pozitif
cikmalarina ragmen western blot analizi ile dogrulanamamistir. Sonug¢ olarak
klonlarin az miktarda antikor salgiladiklar1 diisiiniilerek yogunlagtirma c¢alismalari
yapilmis ancak yine western blot ile pozitif sonug¢ alinamamastir.

Sonug olarak gelistirilen ELISA testlerinin, insanlarda hizli ve giivenilir
teshisine imkan saglamasinin yam sira viriisiin dogal hayattaki dongiisiinde yer
alan dogal hayattaki canlilarda hastaligin teshisine yonelik serolojik caligmalara
katki saglamasi diisiiniilmektedir. Yiksek giivenlikli laboratuar gerektiren viriis
izolasyonu yoluyla teshise gerek kalmadan hemen hemen biitiin teshis

laboratuarlarinda KKKAH’nin hizli teshisi yapilabilecektir. Bodylece hasta
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orneklerinin teshis laboratuarlarina nakledilmesi ile ilgili zorluklar ortadan
kalkmis olacaktir. Bu sekilde hastaligin hizli ve dogru teshis edilmesi, ongoriilen
tedavi yOntemlerine zaman kaybetmeden baglanabilmesi ve nozokomiyal
bulasmanin Oniine gegilebilmesi agisindan son derece onemli bir avantaj
saglayacaktir. Boylece endemik bolgelerde tedaviye ge¢ baslanmasi neticesinde
olusan mortalite artiglari kismen de olsa engellenmis olacaktir. Ayrica enfeksiyon
zincirinde yer alan yabani ve evcil hayvanlarda viriisiin serolojik olarak teshisinin
yapilmasi epidemiyolojik ag¢idan risk alanlarinin belirlenmesinde ve bu risk
alanlarinda koruyucu Onlemlerin alinmasinda olduk¢ca Onemli bir avantaj
saglayacaktir. Boylece endemik bdlgelerdeki kenelerde hastaligin yayginliginin
bilinmesine katkida bulunmaktadir. Ayni zamanda hastalifin risk alanlarinin

belirlenip gerekli tedbirlerin alinmasina yardime1 olabilir.

92



10.

11.

12.

13.

8. KAYNAKLAR

Ergonul O. Crimean-Congo haemorrhagic fever. Rev. Lancet Infect Dis
2006; 6: 203-214.

Whitehouse CA. Crimean-Congo hemorrhagic fever. Rev. Antiviral
Research 2004; 64: 145-160.

Eliot RM, Bouloy M, Calisher CH. Virus taxonomy. Seventh report
international committee for the taxonomy of viruses. San Diego:
Academic Press, 2000.

Flick R, Whitehouse CA. Crimean-Congo hemorrhagic fever virus. Rev.
Curr Mol Med 2005; 5(8): 753 - 760.

Woodall JP, Williams MC, Simpson DIH, et al. The Congo group of
agents. Rep East Afr Virus Res Ins 1965; 14: 34-36.

Causey OR, Kemp GE, Madboully MH. Congo virus from domestic
livestock, African hedgehogs and artropods in Nigeria. Am J Trop Med
Hyg 1970; 19: 846-850.

Yu-Chen Y, Ling-Xiong K, Yu-Qin Z, et al. Characteristics of Crimean-
Congo hemorrhagic fever virus (Xinjiang strain) in china. Am J Trop Med
Hyg 1985; 34: 1179-1182.

Chumakov MP. On 30 years of investigation of Crimean hemorrhagic
fever. Tr Inst Polio Virusn Entsefalitov Akad Med Nauk 1974; 22: 5-18.

Hoogstral H. The epidemiology of tick-borne Crimean-Congo
hemorrhagic fever in Asia, Europe and Africa. J Med Entomol 1979; 15:
307-417.

Chumakov MP. A new virus disease- Crimean hemorrhagic fever. Nov
Med 1947; 4: 9-11.

Chumakov MP, Butenko AM, Shalunova NV, et al. New data on the virus
causing Crimean hemorrhagic fever (CHF). Vopr Virusol 1968; 13: 377.

Butenko AM, Chumakov MP, Bashkirtsev VN, et al. Isolation and
investigation of Astrakhan strain of Crimean hemorrhagic fever virus and
data on serodiagnosis of this infection. Mater 15 Nauchn Sess Inst
Poliovirus Ensefalitov 1968; 3: 88-90.

Casals J, Henderson BF, Hoogstral H. A review of Soviet viral
hemorrhagic fevers. J Infect Dis 1969; 122: 437-453.

93



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

Chumakov MP, Smirnova SE, Tkachenko EA. Antigenic relationships
between Soviet strains of Crimean hemorrhagic fever virus and the Afro-
Asian Congo virus strains. Mater 16 Nauchn Sess Inst Poliovirus
Ensefalitov 1969; 2: 152-154.

Simpson DI, Knight EM, Courtious G. A hitherto undescribed virus
occuring in Africa I. Human isolations-clinical notes. East Afr Med J
1967; 44: 86-92.

Gear JH, Thomson PD, Hopp M, et al. Crimean-Congo hemorrhagic fever
in South Africa. Report of fatal case in the Transvaal. S Afr Med J 1982;
62: 576-580.

Fenner R. The classification and nomenclature of viruses. Intervirology
1975; 6: 1-12.

Whitehouse CA. Crimean-Congo hemorrhagic fever virus and the other
Nairoviruses. Rev. Elsevier 2006; 10: 596-603.

Hewson R, Clegg C. Crimean-Congo hemorrhagic fever virus: Review of
the virus, its natural history, associated human disease and potential for
malevolent use. Office for counterproliferation and Technologies Defense
Intelligince Agency 2003; 1: 1-88.

Regenmortel V, Fauquet CM, Bishop DHL. Seventh report of the
international committee on taxonomy of viruses. Virus Taxonomy 2000.

Tonbak S, Aktas M, Ozdarendeli A, et al. Crimean-Congo hemorrhagic
fever virus: genetic analysis and tick survey in Turkey. J Clin Microbiol
2006; 44(11): 4120-4.

Ozdarendeli A, Canakoglu N, Berber E, et al. The complete genome
analysis of Crimean-Congo hemorrhagic fever virus isolated in Turkey.
Short communication. Virus Research 2010; 147(2): 288-93.

Deyde VM, Krishtova ML, Nichol ST, et al. Crimean-Congo hemorrhagic
fever virus genomics and global diversity. J Virol 2006; 80: 8834-8842.

Elliott RM, Schmaljohn CS, Collett MS. Bunyaviridae genome, structure
and gene expression. Curr Top Microbiol Immunol 1991; 169: 91-141.

Schmaljohn CS, Hooper JW. Bunyaviridae: the viruses and their
replication. In: Knipe DM, Howley PM. (Editors). Fields Virology vol 1.
fourth edition, Philedelphia: Lippincott 2001: 1581-1602.

94



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Swanepoel R. Nairovirus infections. In: Porterfield JS. (Editor). Exotic
viral infections. London: Chapman-Hall 1995: 285-293.

Marriott AC, Nutfall PA. Molecular biology of Nairoviruses. In: Elliott
RM. (Editor). The Bunyaviridae. New York: Plenum Press 1996: 91-104.

Donets MA, Chumakov MP, Korolev MB. Physcochemical characteristics,
morphology and morphogenesis of virions causative agent of Crimean
hemorrhagic fever. Intervirology 1977: 8 294-308.

Nabeth P, Cheihk D. Crimean-Congo hemorrhagic fever in Mauritania.
Emerg Infect Dis 2004; 10: 2143-49.

Nichol ST. The Bunyaviruses. In: Knipe DM, Howley PM. (Editors).
Fields Virology vol 1. fourth edition, Philedelphia: Lippincott 2001: 1603-
1633.

http://viralzone.expasy.org/all_by species/251.html.

Altamura LA, Bertolotti-Ciarlet A, Schmaljohn CS, et al. Idetification of a
novel C-terminal cleavage of Crimean-Congo hemorrhagic virus PreGn
that leads to generation of NSm protein. J Virol 2007; 81: 6632-6642.

Duh D, Nichol ST, Khristova ML, et al. The complete genome sequence of
a Crimean-Congo hemorhagic fever viriis isolated from endemic region in
kosovo. Virol J 2008; 15: 5-7.

Yashina L, Petrova I, Seregin SV, et al. Genetic variability of Crimean-
Congo hemorrhagic virus in Rusia and Central Asia. J Gen Virol 2003; 84:
1199-1206.

Papa A, Bozovi B, Pavlidou V, et al. Genetic detection and isolation of
Crimean-Congo hemorhagic fever virus Kosovo, Yugoslavia. Emerg
Infect Dis 2002; 8: 852-854.

Papa A, Papadimitriou E, Bozovi E, et al. Genetic characterization of the
M RNA segment of a Balkan Crimean-Congo hemorhagic fever virus
strain. J Med Virol 2005; 75: 466-469.

Midilli K, Gargili A, Ergoniil O, et al. Imported Crimean-Congo
hemorrhagic fever cases in Istanbul. BMC Infect Dis 2007; 6(7): 54.

Kinsella E, Martin SG, Grolla A, et al. Sequence determination of the
Crimean-Congo hemorrhagic fever virus L segment. Virology 2004; 321:
23-28.

95


http://viralzone.expasy.org/all_by_species/251.html

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49,

50.

Honig JE, Osborne JC, Nichol ST. Crimean-Congo hemorhagic fever virus
L RNA segment and encoded protein. Virology 2004; 321: 29-35.

Terrence J. A structural examination of the Crimean-Congo Hemorrhagic
Fever Virus Otu protease domain in the presence of the Ubiquitin and
ISG15 substrates. Manitoba Microbiol 2010; 1(8): 1146-1201.

Bergeron E, Cesar GA, Krishtova ML. Crimean-Congo Hemorrhagic
Fever Virus-Encoded Ovarian Tumor Protease Activity Is Dispensable for
Virus RNA Polymerase Function. J Virol 2010; 84(1): 26-226.

Bertolotti-Ciarlet A, Smith J, Strecker K, et al. Cellular localization and
antigenic characterization of crimean-congo hemorrhagic fever virus
glycoproteins. JVirol 2005; 79(10): 652-61.

Haferkamp S, Fernando L, Schwarz TF, et al. Intracellular localization of
crimean-congo hemorrhagic fever virus glycoproteins. Virol J 2005; 2: 42-
46.

Simon M, Johansson C, Mirazimi A. Crimean-congo hemorrhagic fever
virus entry and replication is clathrin, pH and cholesterol dependent. J Gen
Virol 2009; 90: 210-215.

Dmitrov DS, Xiao X, Feng Y. ldentification of a putative Crimean-Congo
hemorrhagic virus entry factor. Biochem Biophys Res Commun 2011;
411(2): 213-18.

Mirazimi A, Magnusson KE, Connolly-Andersen AM. Basolateral Entry
and Release of Crimean-Congo Hemorrhagic Fever Virus in polazired
MDCK-1 cells. J Virol 2007; 81(5): 2158-2164.

Jin M, Lee S, Park J, et al. Hantaan virus enters cells by clathrin dependent
receptor mediated endocytosis. Virology 2002; 294(1): 60-69.

Mirazimi A, Simon M, Johansson C. Microtubule dependent and
microtubule independent steps in Crimean-Congo hemorrhagic fever virus
replication cycle. Virology 2009; 385(2): 313-22.

Schmaljohn CS. Bunyaviriade family: viruses and their replication. In: H.
J. Hawk (Editor). Bunyaviridae 2nd ed. Philedelphia:Lippincott 1991;
303-329.

Mirazimi A, Moll G, Andersson M, et al. Crimean-Congo hemorrhagic
virus activates endotelial cells. J Virol 2011; 85(15): 7766-7784.

96



51.

52.

53.

54.

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

Rodriguez LL, Maupin GO, Ksiazek TG, et al. Molecular investigation of
multisource outbreak of Crimean-Congo hemorhagic fever virus. J Trop
Med Hyg 1997; 57:512-518.

Sanchez AJ, Vincent MJ, Nichol ST. Characterization of the glycoproteins
of Crimean-Congo hemorrhagic fever virus. J Virol 2002; 76: 7263-75.

Bertolotti-Ciarlet A, Smith J, Strecker K, et al. Cellular localization and
antigenic characterization of crimean-congo hemorrhagic fever virus
glycoproteins. JVirol 2005; 79(10): 652-61.

Haferkamp S, Fernando L, Schwarz TF, et al. Intracellular localization of
crimean-congo hemorrhagic fever virus glycoproteins. Virol J 2005; 2: 42-
46.

Bray M. Comperative pathogenesis of Crimean-Congo hemorrhagic fever
virus and Ebola virus. In: Ergoniil O, Whitehouse CA (Editors). Crimean-
Congo hemorrhagic fever. Dordrecht:Springer 2007; 45-55.

Simon M. Crimean-Congo hemorrhagic fever virus: Interaction with host
cell structures in viral replication. Doc Thesis, Sweden, Karolinska Instutet
2008.

Sanchez AJ, Vincent MJ, Nichol ST. Crimean-Congo hemorrhagic virus
glycoprotein precursor cleaved by Furin-like and SKI-1 proteases. J Virol
2006; 80: 514-525.

Vincent MJ. Crimean-Congo hemorrhagic fever virus glycoprotein
proteolytic processing by subtilase SKI-1. J Virol 2003; 76: 8640-9.

Bishop DH. Biology and molecular biology of Bunyaviruses. In: Elliott
RM (Editor) In: The Bunyaviridae. New York: Plenum Press 1996; 19-65.

Anagnostou V, Papa A. Evolution of Crimean-Congo hemorrhagic fever
virus. Infect Genet Evol 2009: 9; 948-953.

Karti SS, Odabasi Z, Korten V, et al. Crimean-Congo hemorrhagic fever in
Turkey. Emerg Infect Dis 2004: 10; 1379-1384.

Kirim-Kongo Kanamali Atesi Bilimsel Degerlendirme Raporu, Ankara:
TTB yaynlar1 2008

Hoogstral H. The epidemiology of tick-borne Crimean-Congo
hemorrhagic fever in Asia, Europe and Africa. J Med Entomol 1979: 15;
307-317.

97



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Yilmaz GR, Buzgan T, Irmak H, et al. The epidemiology of Crimean-
Congo hemorrhagic fever virus in Turkey. Int J Infect Dis 2009: 13(3);
380-6.

Maltezou HC, Papa A, Tsiodras S, et al. Crimean-Congo hemorrhagic
fever virus in Greece. Int J Infect Dis 2009: 13(6); 713-6.

Crimean-Congo hemorrhagic fever virus. Report for OIE, collaborated
with The Center for Food Security and Public health, 20009.

Flick R, Whitehouse CA. Crimean-Congo hemorhagic fever. Curr Mol
Med 2005: 5; 763-80.

Lwande WO, Irura Z, Tigoi C, et al. Seroprevalance of Crimean-Congo
hemorrhagic virus in ljara District, Kenya. Vec-borne and Zoo Dis 2012:
12(9); 727-732.

Watts DM, Ksizaek TG, Hoogstral H. Crimean-Congo hemorhagic fever
In: Monath TP (Editor) In: The Arboviruses: Epidemiyology and Ecology
vol Il. Boca Raton: CRC Pres 1989; 177-222.

Shimshony A. Crimean-Congo hemorhagic fever: A re-emerging, potential
deadly illness. Infect Dis News 2010: 15(10);19504.

Berezin VV, Chumakov MP, Reshetnikov IA, et al. Study of the role of
birds in the ecology of Crimean hemorrhagic fever virus. Virus Ekol 1971
6; 94-95.

Shepherd AJ, Swanepoel R, Cornel AJ. Experimental studies on the
replication and transmission of Crimean-Congo hemorrhagic fever virus in
some African tick species. Am J Trop Med Hyg 1989: 40; 326-31.

Gonzalez JP, Camicas JL, Faye O. Sexual and transovarian transmission of
Crimean-Congo hemorrhagic fever virus in Hyalomma Marginatum. Res
Virol 92:143; 23-28.

Durden LA, Logan TM, Wilson ML. Experimental vector incompetence of
a soft tick for Crimean-Congo hemorhagic fever virus. J Med Entomol
1993: 30; 493-496.

Gordon SW, Linthicum KJ, Moulton JR. Transmission of Crimean-Congo
hemorrhagic fever virus in two tick species. Am J Trop Med Hyg 1993:
48; 576-580.

98



76.

77,

78.

79.
80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

Shepherd AJ, Swanepoel R, Shepherd SP. Viraemic transmission of
Crimean-Congo hemorrhagic fever virus to ticks. Epidemiol Infect 1991:
106; 373-382.

van de Wal BW, Jouber JR, van Eden PJ. A nosocomial outbreak of
Crimean-Congo hemorrhagic fever at Tygerberg hospital. S Afr Med J
1985: 68; 729-732.

Papa A, Bino S, Llagami A, et al. Crimean-Congo hemorrhagic fever in
Albania. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2001: 2; 603-606.

Balashov IuS. Ecological niches of ectoparasites. 2005: 39(6); 441-56.

Bray M, Mahanty S. Viral hemorrhagic fevers and septic shock. J Infect
Dis 2003: 188; 1613-1617.

Nichol ST, Devendra TM, Pragya D. Detection, Isolation and
Confirmation of Crimean-Congo hemorrhagic fever virus in human.
Neglected Trop Dis 2010: 2; 193-201.

Ergéniil O, Tuncbilek S, Baykam N, et al. Evaluation of serum levels of
IL-6 and IL-10 and TNF-alpha in patients with Crimean-Congo
hemorrhagic fever. J Infect Dis 2006: 193; 941-4.

Duru F, Fisgin T. Hematological aspects of Crimean-Congo hemorhagic
fever (Rev.). Turk J Hematol 2009: 26; 161-6.

Akinct E, Bodur H, Colpan A, et al. Kirim-Kongo hemorajik atesi: iki
olgu sunumu. Klimik Derg 2004: 17(3); 214-5.

Kuscu F, Baris O, Tutuncu E, et al. Evoluation of the association of serum
levels of hyaluronic acid, sICAM-1, sVCAM-1 and VEGF-A with
mortality and prognosis in patients with Crimean-Congo hemorrhagic
fever. J Clin Virol 2010: 47(2); 115-9.

Peters CJ, Anderson GW, Jahrling PB. Pathogenesis of viral hemorrhagic
fevers. Rev Infect Dis 1989: 2(4); 743-9.

Bray M. Pathogenesis of viral hemorrhagic fever. Curr Opin Immunol
2005: 17(4); 399-403.

Marty AM, Jahrling PB, Geisbert TW. Viral hemorrhagic fevers. Clin Lab
Med 2006: 26(2); 345-86.

Giinaydin N, Aydin K, Yilmaz G, et al. Crimean-Congo hemorhagic fever
cases in the Eastern Black Sea region of Turkey: demographic, geographic
climatic and clinical characteristics. Turk J Med Sci 2010: 19;839-846.

99



90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

Mood Sharifi B, Mardani M, Metanat M. Clinical manifestations,
laboratory findings and clinical outcome in 6 pregnant women with
Crimean-Congo hemorhagic fever. Iranian J Clin Inf Dis 2007:2(4) 193-
196.

Kandis H, Katirci Y, Baltaci D, et al. Investigation of clinical and
laboratory findings of 26 cases Crimean-Congo hemorhagic fever. Biomed
Res India 2012: 23(4); 589-93.

Gonen 1. Clinical and laboratory findings of patients with Crimean-Congo
hemorhagic fever. J Clin Mic 2011:26(2);113-9.

Midilli K, Gargili A, Ergonul O, et al. The first clinical case due to AP92
like strain of Crimean-Congo hemorhagic fever virus and a field survey.
BMC Infect Dis 2009: 9;90-9

James H, Gear S. Crimean Congo Hemorrhagic Fever. Soc Am J 1982: 62;
576-89.

Gurbuz Y, Sencan I, Tutinci E. Case of nosocomial transmission of
Crimean—Congo hemorrhagic fever from patient to patient. J Infect Dis
2009: 13(3); 103-107.

WHO: The ribavirin recommended treatment for Crimean-Congo
Haemorrhagic Fever patients. WHO /GAR document.

Sidwell RW, Huffman JH, Khare GP, et al. Broad-spectrum antiviral
activity of Virazole: 1-B-D-ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-carboxamide.
Science 1972: 177(4050); 705-6.

Swanepoel R, Shepherd AJ, Leman PA, et al. A common-source outbreak
of Crimean-Congo haemorrhagic fever on a dairy farm. S Afr Med J 1985:
68; 635-7.

Fisher-Hoch SP, Khan JA, Rehman S, et al. Crimean- Congo
haemorrhagic fever treated with oral ribavirin. Lancet 1995: 346;472-5.

Ergéniil O. Treatment of Crimean-Congo hemorrhagic fever. Antivir Res
2008: 78; 125-131.

Swanepoel R, Mynhardt H. Criteria for clinical diagnosis of Crimean-
Congo hemorrhagic fever. 1987.

Mirazimi A, Lindgren G, Karlberg H. Comparison of antiviral activity of
recombinant and natural interferrons against Crimean-Congo hemorrhagic
fever. Open Virol J 2010: 4;38-41.

100



103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

Diagnostic assays for Crimean-Congo hemorrhagic fever. (Res). 2007.
CDC Home.

Zeller H. Laboratory diagnosis of Crimean-Congo hemorrhgic fever.
Springer 2007: 233-243.

Hasan S. Using of ELISA in diagnosis of Crimean-Congo hemorrhagic
fever virus. Bioscience methods 2012: 3(6); 123-129.

Diagnostic tests for Crimean-Congo hemorrhagic fever. European
Commission Report fort he Scientific Commitee on Animal Health, 2009.

Mourya DT, Yadav PG, Shete AM, et al. Detection, isolation and
confirmation of Crimean-Congo hemorrhagic fever virus in human, ticks
and animals. Plos Neg An Trop Dis 2012: 6(5); 1653.

Cagatay A, Kapmaz M, Karadeniz A, et al. Haemophagocytosis in a
patient with Crimean-Congo hemorrhagic fever virus. J Med Virol 2007:
56;1126-1128.

Shimshony A. Crimean-Congo hemorhagic fever: A re-emerging, potential
deadly illness. Infect Dis News 2010: 15(10);19504.

Berezin VV, Chumakov MP, Reshetnikov IA, et al. Study of the role of
birds in the ecology of Crimean hemorrhagic fever virus. Virus Ekol 1971
6; 94-95.

Shepherd AJ, Swanepoel R, Cornel AJ. Experimental studies on the
replication and transmission of Crimean-Congo hemorrhagic fever virus in
some African tick species. Am J Trop Med Hyg 1989: 40; 326-31.

Gonzalez JP, Camicas JL, Faye O. Sexual and transovarian transmission of
Crimean-Congo hemorrhagic fever virus in Hyalomma Marginatum. Res
Virol 92:143; 23-28.

Flick R, Whitehouse CA. Crimean-Congo hemorrhagic fever virus. Rev.
Curr Mol Med 2005; 5(8): 753 — 760.

Berber E, Canakoglu N, Ozdarendeli A, et al. Application of pseudo-
plaque assay for detection and titration of Crimean-Congo hemorrhagic
fever virus. J Vir Met 2012: 187(1); 26-31

101



115.

116.

117.

118.

119.

120.
121.

122.

Uyar Y, Christova |, Papa A. Current situtation of Crimean-congo
hemorrhagic fever in Anatoila and Balkan Peninsula. Turk Hij Den Biy
Der 2011: 68; 139-51

Tiilek N, Doganci N, Tasdelen-Fisgin N. Initial high rate of misdiagnosis
in Crimean-congo hemorrhagic fever patients in an endemic region of
Turkey. Epidemiol Infect 2010: 138; 139-144

Reed, LJ, Muench M. A simple method for estimating fifty per cent
endpoints. Am J Hyg 1938: 27; 493-97.

Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall RJ. Protein measurement
with the Folin phenol reagent. J Biol Chem 1951: 193; 265-75.

Schmaljohn C, Spik K, Hooper JW, et al. Immunogenicity of combination
of DNA vaccines for Rift Valley virus, tick-borne encephalitis virus,
Hantaan virus and Crimean-congo hemorrhagic fever virus. Vaccine 2005:
26; 4657-66.

http://www.cdc.gov/ncidod/dvrd/spb/mnpages/dispages/cchf.htm

Tang Q, Saijo M, Morikawa S, et al. A patient with Crimean-congo
hemorrhagic fever serologically diagnosed by recombinant nucleoprotein
based antibody detection systems. Clin Diag Lab Immunol 2003: 10; 489-
91.

Vanhomwegen J, Alves JM, Asvic T, et al. Diagnostic assays for Crimean-
congo hemorrhagic fever. Emerg Infect Dis 2012: ISSN 1080-6059.

102


http://www.cdc.gov/ncidod/dvrd/spb/mnpages/dispages/cchf.htm

9. OZGECMIS

22.07.1983 Kiitahya’da dogdu. ilk ve orta 6grenimini Kiitahya Gazi Kemal
100 (1994), Eskisehir Seker Ortaokulu (1997) tamamladiktan sonra 2001 yilinda
Kiitahya Yabanci dil agirlikli Lise’den mezun oldu. Lisans egitimini Elazig Firat
Universitesi Veteriner Fakiiltesi’nde 2007 yilinda tamamladiktan sonra aym yil
Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali’nda doktora

egitimine bagladi. Halen doktora egitimine bu kiirsiide devam etmektedir. Evlidir.

103



