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Amag: Kirm Kongo Kanamali Atesi (KKKA), tilkemizde 2002'den beri gorilmekte ve %5 6liim orani ile seyretmektedir. Calismada, Tiirkiye'de en
cok olgu bildirimi yapan il olan Tokat'in ilcelerinden toplanan hasta serumlarinda saptanan KKKA virislerinin genomlarinin M segmentlerinde
fataliteden sorumlu olabilecek herhangi bir farkhlk olup olmadiginin ortaya cikarilmasi amaclandi.

Gerec ve Yontem: KKKA olgularinin en ¢ok goriildigii Mart-Agustos 2014 doneminde Tokat'in ilcelerinden basvuran dokuzu eks olan, 10'u sifa ile
taburcu olan 19 hasta calismaya alindi. Viral RNA elde edilerek, M segment bolgesi PCR ile cogaltilarak saflastirildi ve sekans analizine tabi tutuldu.
Bulgular: Elde edilen M segment dizileri Avrupa grubuna girmekteydi, Rusya ve Kosova virisleri ile yakin iliski saptandi, hatta filogenetik agacta
ayni dal altinda toplandi. Ancak 19 alttipten yedisi ayri bir grup olusturdu. Bu yedi alt tipte Kosova Hoti genotipinde oldugu gibi R1532K mutasyonu,
yine Kosova ve Rusya genotiplerinde bulunan ancak Tiirkiye'den bildirilen diger genotiplerde bulunmayan L1601F mutasyonu gozlendi ve bu nedenle
ayri bir alt grup olarak tanimlandi.

Sonug: Bu ¢alismada Almus'ta yasayan ve kari koca olan; M segment analizi Turkey/Almus01/2014 olarak ayni ¢ikan hastalardan birinin eks olmasi
digerinin sifa ile taburcu olmasi fataliteden sadece viral susun degil bireysel faktorlerin de oldugu gorisiinii desteklemektedir. Belli donemlerde
fatalite oraninin arttigi siphesi dogsa da her sezon bitiminde fatalite oraninin ayni kalmasi viriiste fataliteyi arttiracak bir mutasyonun heniiz
gelismedigini diistindlirmektedir, bu calismada elde edilen veriler bu goriisii desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: KKKAV, Tokat, Sekans Analizi

Abstract

Objectives: Crimean-Congo hemorrhagic fever (CCHF) is seen in our country with fatality rate of 5% since 2002. It was aimed to reveal if there
were any differences responsible from fatalities in M segments of CCHF viruses detected in patients' sera in Tokat province, reporting the most of
the cases in Turkey.

Materials and Methods: Nineteen patients, applying to hospital whom, nine were later ex and 10 were discharged with cure, from the same
regions of Tokat districts between March to August 2014, which is the period of most number of CCHFV cases reported, were included. Viral RNA
was isolated, M segment region was amplified and sequence analysis was performed.

Results: Obtained M segment nucleotide sequences were found to be in Europe clade having close relation with Russian and Kosovo strains on the
same branches of the phylogenetic tree. Seven out of 19 viruses were in a different group because they had R1532K mutation like Russian and
Kosovo strains and L1601F mutation which was not found to exist in the genotypes reported from Turkey, before.

Conclusion: In this study, Turkey/Almus01/2014 M segment analysis was found identical in a couple living in Almus, whom one of them had died
while one was discharged from hospital with cure, suggesting individual factors were also responsible from fatality, not only viral strain. On certain
periods although suspicion of high mortality rate occurs, at the end of each disease season, fatality stays on the same rate, suggesting there are not
any viral mutations increasing fatality. Data on this study support this hypothesis.
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Kirim Kongo Kanamali Atesi viriisii (KKKAV); Bunyavirales
takimi, Nairoviridae ailesi ve Orthonairovirus cinsine mensup bir
viriis olup zarfli, heliksel yapili, 90-100 nm capinda, tek iplikli,
negatif polariteli bir RNA viriisiidiir. Genomu ti¢c segmentli olup
S (Small) genom segmenti; niikleokapsid proteinini, M (Medium)
segmenti; tek bir acik okuma cercevesi (ORF) kodlar ve daha
sonra ayrilarak zarf glikoproteinleri olan Gn (G1) ve Gec (G2)'yi
ve 250 aminoasitlik misin benzeri birimi (mucin like domain)
kodlar. L (Large) segmenti ise; RNA bagimli RNA Polimeraz
enzimini kodlamaktadir (1,2).

Hiicre lzerindeki reseptoriine, KKKAV Gc glikoproteini ile
baglanir. DC-SIGN (kalsiyum bagimlilektin hiicre ylizey molekiilii)
molekiili KKKAV'nin hiicreye girisinde rol oynamaktadir (3).

Filogenetik analizler KKKAV'nin; hat | (Asya 1), hat Il (Asya II),
hat Il (Afrika I11), hat IV (Avrupa 1), hat V (Afrika I), hat VI (Avrupa
1) ve hat VII (Afrika I) olmak iizere yedi hattinin (genotip, clade)
oldugunu ortaya koymustur. Bu farklilik virlsiin yaygin olarak
dolastiginin gostergesidir. iklim ve bitki 6rtiisti farklilastikca
KKKAV farkli kene ve omurgali tlrlerine uyum saglamis ve bu
durum lokal varyantlarin ortaya cikmasini saglamistir. Keneye
0zgu viriis hatlarinin mevcudiyeti virlisiin konakgi ile evriminin
beraber gerceklestiginin kaniti olarak distintilmektedir (1,2,4).

Balkanlar, Rusya ve Tiirkiye'de bulunan viriisler Avrupa 1
hattinda siralanmaktadir. Yunanistan, Tuirkiye ve iran'da bulunan
AP92 ve AP92 benzeri suslar Avrupa Il hattini olusturur. Asya
[, Orta dogu'daki viruslari, Asya II; Cin, Kazakistan, Tacikistan,
Ozbekistan'daki viriisleri kapsamaktadir (1,5,6).

Tiirkiye'de KKKA nedeniyle 6liim orani %5 ile seyretmektedir.
Viremi diizeyinin 108 kopya/ml'den fazla olmasi KKKA'da
mortaliteyi etkileyen faktorlerden biri olarak bildirilmistir (7).

Tibbi bakim ve dolasan viral suslardaki farkliligin mortalitede
farkhliga neden oldugu dusliniilmekte fakat bununla ilgili
dékiimente edilmis bilgiye ulasilamamaktadir (1,8).

Bu calismada 2014 yilinda ayni dénem icinde ayni bélgeden
basvuran PCR pozitifligiyle tani konmus, fatal seyreden ve fatal
seyretmeyen olgular alindi. Bu olgularda tespit edilen viriislerin
M segmentlerinde fataliteden sorumlu olabilecek bir farkhlik
olup olmadiginin ortaya cikarilmasi amaclandi.

Gereg ve Yontem

Bu calisma icin etik kurul onayi, Ankara 1 No'lu Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu'ndan 30.09.2009 tarih ve 20090928
karar numarasi ile alinmistir. Retrospektif oldugundan
hastalardan onam alinmamistir.

2014 yili icinde KKKA olgularinin en ¢ok gorildigu Mart-
Agustos doneminde Tokat'in ilcelerinden basvuran 19 hasta,
2014 KKKA sezonu bitimi olan Ekim ayinda calismaya alindi.
Dizi analizi calismasi, Halk Saghgr Genel Midiirliigi, Viroloji
laboratuvarinda yapilmis olup, serumlar Samsun Halk Saghgi
Laboratuvarindan soguk zincirle tasinarak, calisma giiniline dek
-80°C'de bekletilmistir. Ortalama yas 58,5 (27-82) idi. On dokuz
hasta da Tokat'ta hastaneye basvurmustu fakat ikisi Amasya'da
17'si Tokat'ta ikamet etmekte idi. Kene tutunmasindan
sikayetlerin baslamasina kadar gecen siire ortalama 4,2 giindii
(0-15 giin) (Tablo 1).

KKKAV Molekiiler Analizi

Viral RNA; Qiagen EZ1 Virus Mini Kit v2.0 ile Uretici
onerilerine uygun sekilde elde edildi. M segment bdlgesi
(nucleotide [nt] 4578-5140) Qiagen One-step RT-PCR Kit
(Qiagen, Almanya) kullanilarak daha &nce tanimlanmis
(22F 5" AGRAARCTTGAATTTGGGACAGA-3' ve 23R 5
CCAATGTGTGTYTTKGTRGAGAACA-3') primer ciftleriyle cogaltildi
(9). M segment PCR drtinleri Qiaquick PCR purification kit ile
saflastirildi ve BigDye v 3,1 sekans kiti ve ABI 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, ABD) ile sekans analizine tabi
tutuldu. Benzer sekanslarin ortaya c¢ikarilmasinda DAMBE
software, version 5.3.10 kullanildi (10). Filogenetik analiz MEGA
version 6 ile yapildi (11). Datalarin analizi icin referans almak
amaciyla daha dnce M segmentiyle ilgili olarak verileri girilmis
olan Yunanistan AP92-DQ211625; Kongo UG3010-DQ211637,
Senegal ArD8194- DQ211626; Nijerya IbAr10200-AF467768;
Moritanya ArD39554-DQ211628; Giiney Afrika SPU97/85-
DQ211633, Giiney Afrika SPU103/85-DQ211634; Irak Bagdat-
12-AJ538197; Pakistan Matin-AF467769; Umman-DQ211632;
TacikistanTADJ-HU8966-AY179962; Cin C-68031-DQ211629;
Rusya Drosdov-DQ211630; Rusya Kasmanov-DQ211631; Rusya
VLV-100-DQ206448; Turkiye 200310849-DQ211636; Tiirkiye-
Kelkit06-GQ337054; Kosova 9553-01-AY675511 ve parisyel
M segment GU320678-GU320691) olarak tespit edilmis
suslarin gen dizilimi NCBI (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi)
GenBank'tan temin edildi. Fasta formatina cevrilen tim verilere
Neighbor-Joining metoduna g6re Bootstrap analizi (1000 tekrar)
yapildi. Mesafeler Kimura 2 modeli kullanilarak hesaplandi.
Bu calismada elde edilen suslarin nukleotit gen dizilimleri
KT266832-KT1266848 numarasi ile NCBI GenBank kaydi yapildi
(12,13).

Tablo 1: Hastalara ait demografik veriler

Ozellikler Sayi
Toplam hasta sayisi (Erkek/Kadin) 19 (11/8)
Ortalama yas (minimum-maksimum) 58 (27-82)
Kene temasi olan hasta sayisi 9

Takibin basladigi giin (ortalama) 4 (0-15)

Sifa ile taburcu olan hasta orani 10/19 (%53)
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Sekil 1: Kirim Kongo Kanamali Atesi Virusu M Segmentine gére filogenetik
agac. Elde edilen Grneklerin genom dizilimi “Turkey/Almus 01/2014",
"Turkey/Almus 02/2014", "Turkey/Amasya 01/2014", "“Turkey/Amasya
02/2014", "Turkey/Artova 01/2014", "Turkey/Artova 02/2014", "Turkey/
Resadiye 01/2014", "Turkey/Resadiye 02/2014", "Turkey/Tokat 01/2014",
"Turkey/Tokat 02/2014", “Turkey/Tokat 03/2014", “Turkey/Tokat 04/2014",
"Turkey/Tokat 05/2014", "Turkey/Turhal 01/2014", "Turkey/Zile 01/2014",
"Turkey/Zile 02/2014", "Turkey/Zile 03/2014", olarak isimlendirildi

istatistiksel Analiz
Calisma kapsaminda toplanan veriler IBM Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS) for Windows 21.0 paket programi

ile analiz edildi. Kesikli veriler icin siklik ve yuzde, strekli veriler
icin ortalama olmak lizere tanimlayici veriler kullanildi.

Bulgular

Tokat ilinde calismaya dahil edilen 19 hastanin takip
sonucu dokuzunun eks oldugu, 10'unun sifa ile taburcu oldugu
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belirlendi (Tablo 1). Elde edilen M segmentinin G1 bdlgesine
ait kismi M segment sekans dizileri ([nt] 4578-5140) cikartildi,
tlmi Avrupa | hattina girmekteydi. Tiirkiye genelinde 2006-
2008 arasinda M sekansi yapilan viriis izolatlari, Turkey-Kelkit06
ve Turkey200310849 virlisleri, Rusya ve Kosova virisleri ile bu
calismada elde ettigimiz virls izolatlari arasinda yakin iligki
saptandi hatta filogenetik agacta ayni dal altinda toplandig
goraldi (Sekil 1) (6). Amino asit dizisine baktigimizda Tiirkiye'den
daha once bildirilen izolatlarda 1532. Amino asitte herhangi
bir mutasyon gozlenmezken bu yedi izolatta ayni Kosova Hoti
izolatinda oldugu gibi R1532K mutasyonu, yine Kosova ve
Rusya izolatlarinda bulunan ancak Turkiye'den bildirilen diger
izolatlarda bulunmayan L1601F mutasyonu gozlenmistir (Sekil
2). Yeni genotip kriterlerine g6re- %70-100 bootstrap degeri
ve ayni filogenetik kiimedeki diger tiim lyelerine en az 0,07
p-mesafe ile kiimelenen sekanslar nedeniyle bu yedi virlis
izolatini alt grup olarak ayirmak gerekmektedir (14). Bu nedenle
19 alt tipten yedisi ayri bir grup olusturdu. Turkey/Almus01/2014
genotipi, Tokat'in Almus ilcesi Ogulbey kdylinde Nisan 2014'te
ayni giin hastaneye basvuran evli ciftte saptandi. Erkek olan
hasta eks olurken kadin hasta sifa ile taburcu edildi. Turkey/
Artova01/2014 genotipi ise farkli cografi yapilarla ayrilmis
ve birbirinden 40 km uzaklikta bulunan Tokat ili Artova ilcesi
Gurardigc koyl ve Tokat ili Pazar ilcesi Ocakli kdytinde ikamet
eden ve mayis ayinda her ikisi de eks olan 80 yasindaki erkek ve
27 yasindaki kadin hastada tespit edildi (Tablo 2).

Ulkemizde daha 6nce yapilan M segment dizi analizi
calismalarinda bulunana benzer sekilde dolasan genotiplerin
birbiriyle yakin iliski icinde oldugu ve Giineydogu Rusya ve
Kosova virtislerine yakinlk gostermekte oldugu saptandi (6,15).
Kosova'da yapilan 50 hastanin M segment sekansinda bu
durum tam tersi bulunmus olup, ekolojik ya da cografi engeller
bulunmadigi halde cok sayida varyanta rastlanmis olunmasi
aciklanamamistir (16). Bizim calismamizda ise tam tersi bir
durum olmak Uzere iki ilce arasinda bir tabiat parki ve daglik
arazi yapisi olmasina ragmen her iki olguda da mortaliteyle
sonuglanan Tokat/Artova01/2014 olarak adlandirilan ayni viral
sus gozlenmistir. Bu konuda parcali arazi yapisi suclanmakta
olup zaten var olan viral varyantlarin tasinmalarindan ziyade
degisen fiziki kosullar nedeniyle ayni varyantlarin farkli yerlerde
ortaya cikma ihtimalleri Gzerinde durulmaktadir (17). Bununla
beraber yiksek viral yiikte enfekte keneleri lizerlerinde tasiyan
omurgalilarin ve kuslarin hareketlerinin, yine yiiksek viremik
bliyuk bas ve kiicik bas hayvanlarin insanlar tarafindan
tasinmalarinin da KKKA insidansinda artisa neden olabilecegi
savunulmaktadir (18). Kictik cografi alanlarda farkli KKKAV
alt gruplarinin gorilebilir olmasi farkli tlkelerden ithal edilen
enfekte hayvanlara da baglanabilmektedir (19).
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Sekil 2: incelenen viriislerin aminoasit dizilimi

Tablo 2: Viriislere ait dizi analizine gore eks ve sifa olan hasta
dagilimi

Genotip Eks/sifa Hasta sayisi
1 Turkey/Tokat 05/2014 Eks 1
2 Turkey/Turhal 01/2014 Eks 1
3 Turkey/Zile 03/2014 Sifa 1
4 Turkey/Almus 02/2014 Sifa 1
5 Turkey/Zile 01/2014 Eks 1
6 Turkey/Tokat 03/2014 Sifa 1
7 Turkey/Resadiye 02/2014 Eks 1
8 Turkey/Artova 02/2014 Sifa 1
9 Turkey/Tokat 02/2014 Sifa 1
10 Turkey/Amasya 02/2014 Eks 1
1 Turkey/Tokat 04/2014 Sifa 1
12 Turkey/Tokat 01/2014 Eks 1
13 Turkey/Resadiye 01/2014 Sifa 1
14 Turkey/Almus 01/2014 Eks/sifa 2
15 Turkey/Amasya 01/2014 Sifa 1
16 Turkey/Artova 01/2014 Eks/Eks 2
17 Turkey/Zile 02/2014 Sifa 1

Bu calismada Almus'ta yasayan ve kari koca olan; M

segment analizi Turkey/Almus01/2014 olarak ayni cikan
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hastalardan birinin eks olmasi digerinin sifa ile taburcu olmasi
fataliteden viral susun yanisira bireysel faktorlerin de sorumlu
olabilecegi gorisinii  desteklemektedir. Belli ddnemlerde
fatalite oraninin arttigi siiphesi dogsa da her sezon bitiminde
fatalite oraninin Tirkiye icin %4-5 olmak Uzere ayni kalmasi
viriste fataliteyi arttiracak bir mutasyonun hentz gelismedigini
diistindiirmektedir, fakat ayni zamanda birbirinden yaklasik
40 km uzakhktaki Tokat'in Pazar ve Artova ilgelerinde ayni
viral susla hastalarin eks olmasi da bu calisma ile ortaya
cikmistir. Ayni genotipin farkh ilcelerde gorilebiliyor olmasi
kontrolsiiz hayvan hareketlerine ve kenelerin gocebe kuslar
vasitasiyla yer degistirmesine baglanabilecegi gibi parcali arazi
yapisinin artmasindan kaynakli zaten var olan viriislerin ortaya
citkmasindan da kaynaklanmis olabilir.

Bu calismamiz sayesinde konakgi faktoriiniin 6nemine dair
onemli bir veri elde edilmistir. Bu calisma ile yapilana benzer
sekilde ayni il, ilce ve koylerden her sezon dlen ve yasayan
olgularin sekans analizlerinin sistematik yapilmasi ile viral sus,
konakc¢i ve mortalite konusunda daha cok veri saglanip, iliski
daha net ortaya konabilecektir.

Tesekkiir

Bu calismada 2014 yilinda Tokat ilinde hasta takibi sirasinda
fatalite oraninda artma farkedip bildiren Tokat GOP Univeristesi
Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Béliimiine, hasta
serumlarini ileri molekiiler analiz i¢cin gonderen Samsun Halk

301



Caglayik ve Bayrakdar. Tokat ilinde KKKAV Molekiiler Analizi

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Mecmuasi 2019;72(3)

Saghg laboratuvarina, destekleri icin HSGM viroloji laboratuvar
sorumlusu Doc. Dr. Giilay Korukluoglu'na ve Zoonotik Hastaliklar
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