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OZET

Kinm-Kongo Kanamali Atesi (KKKA), Afrika, Asya, Dogu Avrupa ve Orta Dogu’da goriilebilen 6lim-
ciil seyirli zoonotik bir viral enfeksiyondur. Bunyaviridae ailesi, Nairovirus cinsi icinde yer alan KKKA viru-
su (CCHFV), insanlara Hyalomma ve Ixodid tiirii kenelerin isirmasiyla bulasmakta, ancak kan ya da kanl
viicut sivilaryla temas da kisiden kisiye bulasta rol oynamaktadir. KKKA, Tiirkiye’de 2002 yilindan bu ya-
na endemiler yapmaya baslamis ve 6nemli bir halk sagligi sorunu haline gelmistir. Ulkemizde CCHFV en-
feksiyonlarinin 6zgdil laboratuvar tanisi ve dogrulamasi Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Bagkanliginda
molekiiler ve serolojik yontemler kullanilarak yapilmaktadir. Bu amacla, Tirkiye'nin her bdlgesinden
KKKA suipheli olgulardan alinan serum ve/veya plazma ornekleri “olasi vaka bildirim formu” ile birlikte
laboratuvarimiza gonderilmektedir. Laboratuvarimizda uygulanan algoritmaya gore, olasi akut olgular-
dan gonderilen ilk kan ornekleri, dncelikle “in house” gercek zamanli (real time) revers transkriptaz-po-
limeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile incelenmekte, negatif bulunan ornekler “in house” ELISA
yoéntemi ile CCHFV-IgM antikor pozitifligi agisindan degerlendiriimektedir. Laboratuvarimizda 2008 yi-
linda, 2855 KKKA 6n tanili hastaya ait 4634 6rnek CCHFV yoniinden arastiriimig ve hastalarin 1315
(%46)'inde molekiler ve/veya serolojik yontemlerle pozitiflik belirlenmistir. Bu calismanin amaci, labo-
ratuvarimiza en az iki 6rnegi gonderilmis olan, bu 6rneklerden en az birisinde PCR ve/veya ELISA-IgM
pozitifligi saptanan ve olasi vaka formunda istenilen verileri tam olan 726 olguya ait sonuglarin irdelen-
mesi ve pozitiflik saptanma oranlarinin érneklerin alinma zamanina gore degerlendirilmesidir. Calisma-
mizda, olgularin %94.1 (683/726)'inin ilk serum 6rneginde ELISA veya PCR yontemlerinden en az biri-
si ile pozitif sonug alinmistir. Hastalarin 567 (%78.1)’si PCR ile pozitif bulunmus; PCR negatif saptanan
159 6rnegin 116 (%72.9)'sinda CCHFV-IgM pozitifligi belirlenmistir. Test sonuglari, hastalarda semp-
tomlarin baglama zamani ile klinik 6rneklerin alinma zamani arasindaki stireye gore degerlendirildigin-
de; ilk klinik 6rnegin semptomlarin baslamasindan sonraki ilk 5 gtinde alindigi olgularda PCR pozitifligi-
nin %83.4; 6-10. glinlerde alindigi olgularda ise %67.5 oldugu gorilmdustir. PCR pozitiflik oraninin azal-
dig1 5. glinden itibaren ise CCHFV-IgM pozitiflik orani %95’e ulasmistir. Olasi olgulara ait 10. glinden
sonra gonderilen 196 tekrar 6rneginde PCR pozitifligi saptanmamis, 153 (%78) olguda ELISA-IgM po-
zitifligi tespit edilmistir. Beklenildigi gibi ile ilk 5 gline ait 6rneklerde RT-PCR ile, 5. glinden sonra ise
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ELISA ile IgM porzitiflik saptama orani yiiksek bulunmustur. Ayrica, klinik semptomlarin baslamasi ve 6r-
neklerin alinma tarihlerinin formlara diizenli olarak kaydedilmesinin, laboratuvar yonteminin secimi ve
verilerin degerlendirilmesine ve sonugclarin hizl ve giivenilir sekilde bildiriimesine yardimci olacagi kani-
sina varilmistir.

Anahtar sézciikler: Kinm-Kongo kanamali atesi, tani, PCR, ELISA, Tiirkiye.

ABSTRACT

Crimean-Congo hemorrhagic fever (CCHF) is a fatal zoonotic viral haemorrhagic infection described
in Africa, Asia, Eastern Europe, and the Middle East. CCHF virus (CCHFV) classified in Bunyaviridae family
and Nairovirus genus, is transmitted to humans by tick (Hyalomma and Ixodid) bites and human to hu-
man transmission may occur by direct contact with blood or other infected tissues. The disease became
endemic and a public health problem since 2002 outbreak in Turkey. The specific laboratory diagnosis
and confirmation of the disease is performed in Refik Saydam National Public Health Agency, by using
molecular and serological methods. For this purpose serum and/or plasma samples from suspected
CCHEF patients are submitted to the reference laboratory with an official “possible case report form”. Ac-
cording to the algorithm in our laboratory, the first samples which were sent from possible acute cases
were searched initially by an in-house real time-polymerase chain reaction (PCR) method and those
which were found negative with PCR, were then studied by in-house ELISA method in terms of CCHF-
IgM antibodies. In 2008, a total of 4634 samples obtained from 2855 CCHF suspected patients have be-
en examined for the positivity of CCHFV, and 1315 (46%) cases were found to be positive by molecu-
lar and/or serologic methods. The aim of this study was to evaluate the results of 726 cases whose at le-
ast 2 samples were sent to laboratory, with at least 1 positivity in at least 1 clinical sample with either
PCR or IgM ELISA, or both, and with complete informations in possible case report form, during 2008
in Turkey. The positive results were also analyzed according to the starting date of the complaints and
the date samples received in order to evaluate the positivity rates of molecular and serological methods
with regard to the time. The first serum samples in 94.1% (683/726) of cases were found to be positi-
ve with PCR and/or ELISA-IgM methods. PCR positivity was found as 78.1% (567/726), while CCHFV-
IgM positivity was detected in 116 (72.9%) in the remaining 159 PCR negative samples. In the first se-
ra, PCR and ELISA results were evaluated in relation to the start of complaints and the date samples re-
ceived. After the onset of symptoms, PCR positivity was determined as 83.4% in the samples taken in
the first 5 days, and reduces to 67.5% in the samples between 6-10 days. The detection rate of CCHFV-
IgM increases up to 95% when PCR positivity rate decreases after the 5™ day. As expected, positivity is
determined to be high by PCR in the first days, and ELISA-IgM after the 5™ day. In conclusion, recording
clinical data such as the onset of disease and the date of sample received ensure the accurate evaluati-
on of the disease and the laboratory results are reliably accomplished in a short time.

Key words: Crimean-Congo haemorrhagic fever, diagnosis, ELISA, PCR, Turkey.

GiRis

Kirnm-Kongo kanamali atesi (KKKA), Bunyaviridae ailesinden Nairovirus cinsi icinde ta-
nimlanan “Crimean-Congo haemorrhagic fever virus (CCHFV)”un etken oldugu, kene
ile bulasan zoonotik bir hastaliktir'3. Ani baslangich ates ve viicudun cesitli blgelerinde
kanamalar ile karakterize KKKA; Dogu Avrupa, Afrika ve Balkan ulkeleri, Rusya, Orta As-
ya Cumbhuriyetleri, Tirkiye, Cin ve Orta Dogu Ulkelerinden rapor edilmis olup diinyada
giderek daha énemli bir halk saghg: problemi haline gelmektedir*”. CCHFV, daha 6nce-
den komsu Ulkelerde serolojik olarak gosterilmesine ragmen, tlkemizde ilk olgu 2002 yi-
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linda Kelkit Vadisi’nde yer alan Tokat ilinde saptanmistir 8. KKKA halen Tiirkiye’de ende-
mik ve sporadik olgular seklinde gériilmektedir®'°.

Bulagmadan sorumlu olan kenelerden en etkin olani Hyalomma cinsi kenelerdir. Bun-
larin disinda, 28'i Ixodid, 2'si Argasid olmak lizere 30 kene tirtiniin daha rezervuar ve
vektor oldugu bildirilmistir. Hastalik, kenelerin 1sirmasi veya hastaligin akut safhasinda
olan bir hasta ya da viremik hayvanlarin doku, viicut sivilari veya kani ile temas sonucu
bulasabilmektedir?3. Hastaligin kulucka siiresi; kene isirmasi sonrasi ortalama 1-3 giin,
enfekte insan veya hayvan kani ve viicut sivilari ile temastan sonra ise ortalama 5-6 glin-
dir. Hastalarin idrar ve tikuriklerinde, kanlarindaki viral yike es deger oranlarda viral
RNA varligi gésterilmistir'". Kisiden kisiye bulas sonucu nadiren hastanelerde nozokomi-

yal salginlar da bildirilmistir*'2.

Diinyada KKKA olgularinda bildirilen mortalite orani %5-30 arasinda degismekte
olup, bu degiskenligin hizli ve dogru taniyla erken ve uygun destek tedavisi ile dogru-
dan iliskili oldugu dustiniilmektedir'-3. Ulkemizde 2002-2008 yillari arasinda; yillar ba-
zinda olasi ve konfirme olgu sayilari artmakla birlikte, T.C. Saghk Bakanhg: tarafindan

3135 olgu ve 155 6lum rapor edilmis ve mortalite orani %4-6.2 olarak belirlenmis-
tir' 314,

KKKA hastaligi T.C. Saglik Bakanhg: tarafindan 2003 yilindan itibaren bildirimi zorun-
lu hastaliklar listesine alinmistir. Epidemiyolojik risk faktorleri, klinik belirtiler ve laboratu-
var bulgulari KKKA ile uyumlu olan olgular “olasi olgu” olarak bildirilmektedir (Tablo I).

Tablo I. KKKA Olasi Olgu Tanimi*

1. Epidemiyolojik risk faktorleri e Kene tutunma veya kene ile temas 6ykusi
* Hayvan ciftliklerinde calismak veya hayvan yetistiricisi olmak
e KKKA tanisi alan olguyla veya hastanin viicut sivilariyla yakin temas
e Laboratuvar calisani olmak

2. Klinik belirtiler o Ates
* Kanama
e Akut donemde bas agrisi
e Kas agrisi/eklem agrisi
° Letarji
e Bulanti/kusma
e Karin agrisi/ishal

3. Laboratuvar bulgulari e Trombositopeni (trombosit < 150.000/mm?)
o Lokopeni (beyaz kiire < 4000/mm?)
e Alanin aminotransferaz artisi
e Aspartat aminotransferaz artigi
e Laktat dehidrogenaz artisi
e Kreatin fosfokinaz artisi

* 9 no’lu kaynaktan alinmustir.
KKKA: Kirm-Kongo kanamali atesi.
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Enfeksiyonun 6zgul laboratuvar tanisi ise, Refik Saydam Hifzissthha Merkezi Baskanligi
(RSHMB) Viroloji Laboratuvarinda, kan veya vicut sivisi orneklerinde viral niikleik asidin
gercek zamanli (real time) revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile
gosterilmesi ve/veya ELISA ile anti-CCHFV IgM pozitifliginin ya da 1gG serokonversiyo-
nunun saptanmasi ile yapiimaktadir.

Bu calismada, 2008 yil icinde RSHMB Viroloji Referans ve Arastirma Laboratuvarina
gonderilen olasi KKKA olgularina ait sonuglarin degerlendirilmesi ve pozitif olgularin la-
boratuvar tanisi agisindan irdelenmesi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

2008 yilinda “olasi vaka bildirim formu” ile birlikte laboratuvarimiza KKKA 6n tanili
2855 hastaya ait 4634 ornek ulastirldi. Laboratuvarimizda uygulanan algoritmaya gore,
KKKA stipheli hastaya ait gelen ilk kan 6rneginde 6nce RT-PCR ile inceleme yapilmakta,
negatif bulunan 6rneklerde IgM ELISA testi calisiimaktadir. Daha sonra ayni hastaya ait
2. bir 6rnek gonderilirse, bu kez 6nce ELISA ile IgM varligi arastinlmakta, gerekli durum-
larda RT-PCR testi calisiilmaktadir. Hastalarda, sikayetlerin baslamasindan 10 giin sonra
gonderilen orneklerde ise, istem dahilinde anti-CCHFV IgG antikoru bakilmaktadir.

Bu calismada, laboratuvarimiza en az 2 6rnegi gonderilmis olan, bu 6rneklerden en
az birisinde RT-PCR ve/veya ELISA-IgM pozitifligi saptanan ve olasi olgu formunda iste-
nilen verileri tam olan 726 olguya ait sonuglar irdelendi.

Klinik orneklerde CCHFV varliginin saptanmasi amaciyla tek asamali enzim karisimi
(Invitrogen Superscript Platinium Ill, ABD) kullanilarak “in-house” RT-PCR yontemi, Tag-
Man bazli olarak Yapar ve arkadaslarinin'” daha énce tanimladig sekilde gercek zaman-
Il PCR (Strategene 3005, Italya) cihazinda gergeklestirildi.

Anti-CCHFV IgM ELISA testi, CDC (Centers for Disease Control and Prevention, At-
lanta, ABD)'den saglanan antijen ve reaktifler kullanilarak, tanimlandigi sekilde “in-ho-
use” sandvic ELISA yontemiyle calisildi. ELISA mikroplaklari 405-410 nm dalga boyunda
spektrofotometrede okutulduktan sonra ve “cut-off” degerleri hesaplandi ve sonuglar
degerlendirildi.

BULGULAR

Calismamizda, 2855 olasi KKKA olgusunun 1315 (%46)'inde molekiiler veya serolo-
jik yontemlerden en az birisi ile CCHFV pozitifligi saptanmistir. irdelemeye alinan 726
pozitif olgudan 683 (%94.1)'lnun ilk serum orneginde ELISA veya RT-PCR yontemlerin-
den en az birisi ile pozitif sonu¢ alinmistir. Hastalarin 567 (%78.1)'si RT-PCR ile pozitif
bulunmus; PCR negatif saptanan 159 6rnegin 116 (%72.9)'sinda CCHFV-IgM pozitifligi
belirlenmistir (Tablo II) (Sekil 1).

Hastalarda, semptomlarin baslama zamani ile klinik 6rneklerin alinma zamani ara-
sindaki sureye gore test sonuclari irdelendiginde; ilk klinik 6rnegin semptomlarin bas-
lamasindan sonraki ilk 5 giinde alindigi olgularda RT-PCR pozitifliginin %83.4; 6-10.
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Tablo II. KKKA Olasi Olgularina Ait llk Serum Orneklerinde Saptanan RT-PCR ve ELISA Sonuglarinin, Sikayet-
lerin Baslama Zamani ile Ornegin Alinma Zamani Arasindaki Siireye Gére Dagilimi

RT-PCR ELISA

Pozitiflik Pozitiflik
Giinler Pozitif Negatif orani (%) Pozitif Negatif orani (%)
0. giin 29 3 90.6 0 3 0
1. glin 71 16 81.6 9 7 56.2
2. gin 107 17 86.2 7 10 411
3. glin 101 20 83.4 9 11 45.0
4. gln 73 17 81.1 14 3 82.3
5. gin 57 14 80.2 12 2 85.7
6. giin 27 13 67.5 13 0 100.0
7. gln 38 16 70.3 15 1 93.7
8. gin 14 15 48.2 14 1 93.3
9. giin 9 6 60.0 6 0 100.0
10. giin ve Gzeri 41 22 65.0 17 5 77.2
Toplam 567 159 78.1 116 43 72.9

KKKA: Kinm-Kongo kanamali atesi, RT-PCR: Revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu.

[l PCR pozitif: 567
B ELISA pozitif: 116
[0 ELISA negatif: 43

Sekil 1. Kinm-Kongo kanamali atesi olasi olgularina ait “ilk 6rneklerde”, RT-PCR ve ELISA-IgM sonuglarina go-
re pozitif hastalarin dagilimi.

glnlerde alindigi olgularda ise %67.5 oldugu gorilmustir. PCR pozitiflik oraninin
azaldigr 5. giinden itibaren ise CCHFV-IgM pozitiflik oraninin %95’e ulastigr dikkati
cekmistir (Tablo II).

Olasi olgulara ait 10. giinden sonra gonderilen 196 tekrar 6rneginde RT-PCR pozitif-
ligi saptanmamig, 153 (%78) olguda ELISA-IgM pozitifligi tespit edilmistir.
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TARTISMA

KKKA, Tirkiye’de 2002 yilinda tespit edilen ilk olgudan bugiine kadar endemik ve
sporadik olarak giderek artan oranda gériilmeye devam etmistir®'4. Ulkemizdeki olgula-
rn %95'i ic Anadolu ve Dogu Anadolu Bélgesinin kuzeyinde, mart ve ekim aylari arasin-
da gorilmistir. 2002-2007 yillar arasindaki pozitif olgularin %70’inde kene ile temas,
%30’unda evcil hayvanlarla temas 6ykisti mevcut olup, 3 olguda ise nozokomiyal bulag
ortaya cikmistir. Tiirkiye’deki bu olgularda 8liim orani %5 olarak tespit edilmistir'*/14,

CCHEV enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilabilecek metotlar arasinda ELISA ile antikor
tayini, virus izolasyonu ve antijen saptanmasi ve molekiler yontemlerle viral RNA tespi-
ti yer almaktadir. Hastaligin 5-6. giintinden itibaren serumda IgM ve IgG antikorlari ELI-
SA ile saptanabilir diizeylere ulasmaktadir?. Serumda tek basina IgM varligi veya IgG an-
tikor diizeyinde akut ve konvalesan faz serum ornekleri arasinda 4 katlik titre artisi olma-
st hastalik tanisini koydurmaktadir. IgM antikor varligi 4 aya kadar kanda saptanabilirken,
IgG poritifligi 5 yila kadar devam edebilir. Olimciil seyreden olgularda ve genellikle has-
tahgin ilk birka¢ giiniinde saptanabilir diizeyde antikor yaniti gelismeyebilmekte ve bu
donemde tani, kan veya doku orneklerinden PCR, virus izolasyonu ve antijen tespiti ile
konulabilmektedir?15-2°,

KKKA stipheli olgulara ait klinik 6rneklerde calisma yapabilmek icin laboratuvarlarda
Ozel ekipmanlar ve yuksek glivenlik diizeylerinin saglanmasi gerekmektedir. Virus izolas-
yonu, kan veya doku 6rneklerinden hastaligin ilk 5 giiniinde LLC-MK2, Vero, BHK-21 ve
SW-13 hiicre serilerinde yapilabilmekle birlikte, biyogtivenlik diizeyi-4 laboratuvari ge-
rektirdiginden ulkemizin de icinde yer aldigi bircok endemik tlkede bu yontem uygula-
namamaktadir'®. Viral antijen tespiti ise, kan ve doku érneklerinde direkt immiinfloresan
antikor veya ELISA yéntemiyle yapilabilir'>17:18:20,

Son yillarda, viral kanamali ates hastaliklarinin molekiiler tanisinda viral genomun sap-
tanmasi amaciyla nukleik asit amplifikasyon teknikleri olduk¢a yaygin olarak kullaniima-
ya baslanmustir. Viremi donemi oldukga kisa olan KKKA olgularda, hastaligin baslangicin-
da heniiz 6zgil antikorlar gelismediginden tani icin nikleik asit amplifikasyon teknikleri
ozellikle gercek zamanl RT-PCR ydntemi tercih edilmektedir?'. Dizi analizi teknikleri ile
CCHEFV'nin genis bir genetik cesitlilik gosterdigi ortaya konulmustur. Ancak, Avrupa sus-
lari (Gliney-Dogu Rusya suslari ile benzer) aralarindaki genetik farkhliklarin az olmasi ne-
deniyle, -Yunan susu olan AP92 haric- ayni grupta yer almaktadir. Turkiye’de izole edi-
len suslar ise Giiney-Bati Rusya ve Kosova suslari ile yakin iliskilidir?2223,

Ulkemizde KKKA hastaliginin 6zgiil laboratuvar tanisi Saglik Bakanhigi RSHMB, Virolo-
ji Referans ve Arastirma Laboratuvari tarafindan molekiiler ve serolojik yontemler kulla-
nilarak gerceklestirilmektedir. 2008 yilinda olasi vaka bildirim formu ile birlikte laboratu-
varimiza ornekleri gonderilen KKKA on tanili 2855 hastanin yarisina yakininda (%46)
molekiler veya serolojik yontemlerden en az birisi ile CCHFV pozitifligi saptanmustir.
Bunlar arasindan sonuclari irdelemeye alinan 726 olgunun %78.1’inde gercek zamanl
RT-PCR ile pozitiflik bulunmus; PCR negatif 6rneklerin %72.9'unda ise CCHFV-IgM pozi-
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tifligi belirlenmistir (Sekil 1). Semptomlarin baglama tarihi ile 6rneklerinin alinma tarihi
arasindaki stire g6z 6nline alindiginda, semptomlarin baglamasindan sonraki ilk 5 giin-
de RT-PCR porzitifligi %83.4 olarak saptanirken, bu oranin sonraki 5 giinde azaldigi
(%67.5) ve ELISA ile IgM antikorlarinin saptanma oraninin arttigi (%95) tespit edilmis-
tir. Dolayisiyla, stipheli KKKA olgulari icin kullanilan tani algoritmasinda, 0-5. giinlerde
hasta orneklerinde PCR ile pozitiflik saptanma olasiliginin, 5. glinden sonra ise ELISA-IgM
saptanma olasihginin yiiksek oldugunun g6z oniinde tutulmasi uygun olacaktir. Sonug
olarak, sikayetlerin baslamasi ve 6rneklerin alim tarihlerinin olasi vaka bildirim formuna
6zenli ve dikkatli bir sekilde kaydedilmesi, verilerin dogru degerlendirilmesi agisindan da-
ha saglikl bilgi edinmemizi saglayacak; sonuclarin kisa zamanda ve guvenilir sekilde bil-
dirilmesine yardimci olacaktir.

TESEKKUR

T.C. Saglik Bakanligi Temel Saglik Hizmetleri Genel Mudurlagine ve Il Saglik Maddr-
liklerine gosterdikleri is birligi icin ve testlerin calisiimasinda gosterdikleri gayretlerinden
dolayr RSHMB Viroloji Referans ve Arastirma Laboratuvari teknik personeline tesekkir
ederiz.
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