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Ozet: Kirim-Kongo kanamah atesi (KKKA) Bunyaviridae familyasindan kene kaynakh bir viriisiin neden oldugu potansiyel olarak
oliimctil bir zoonoz hastaliktir. KKKA viriisii, viris tasiyan kenelerinin 1sirmasiyla, KKKA hastalarin ve enfekte hayvanlarin kani veya
dokulart ile temas yoluyla insanlara bulasir. insan enfeksiyonlari spesifik olmayan atesli semptomlarla baslar, ancak vaka fatalitesi
olan ciddi bir hemorajik sendroma ilerlemesi % 2-50 oranindadir. Hizli ve kesin tani yaklasimi hastalarin kontrolii, tedavisi ve tespiti
icin kritik oldugundan epidemiyolojik ¢alismalar i¢in yararlidir. KKKA'nin laboratuvar tanisi ii¢ yaklasima dayanmaktadir: Viris
izolasyonu, serolojik testler (IFA, RPHA (Ters pasif hemagliitinasyon testi) ve ELISA) ve antijen tespit testleri (ELISA, PCR). Diinyadaki
ve Tirkiye’'deki calismalari, tiim veri tabanlari tizerinden tarayarak KKKA'de biyogiivenligi, drnekleme ve tani yonlerinin ¢esitlerini
incelemeyi amagladik.

Anahtar kelimeler: Kirim-kongo kanamali atesi, Laboratuvar tani, Teshis

An Overview of Crimean-Congo Hemorrhagic Fever Laboratory Diagnostic Methods

Abstract: Crimean-Congo hemorrhagic fever (CCHF) is a potentially deadly zoonotic disease caused by a tick-borne virus from the
Bunyaviridae family. The CCHF virus is transmitted to humans by the bite of its virus-bearing ticks, through contact with the blood or
tissues of CCHF patients and infected animals. Human infections begin with non-specific febrile symptoms, but their progression to a
severe hemorrhagic syndrome with case fatality is 2-50%. The rapid and precise diagnostic approach is useful for epidemiological
studies, as it is critical for the control, treatment and detection of patients. Laboratory diagnosis of CCHF is based on three approaches:
Virus Isolation, serological tests (IIF, RPHA and ELISA) and antigen detection tests (ELISA, RT-PCR, Real Time RT-PCR and Microarray).
Studies in the world and Turkey Biosecurity in CCHF by scanning through all databases, we aimed to examine the types of sampling
and diagnostic aspects.
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1. Giris yasayanlarda enfekte hayvanlarin kan ve dokular ile
Kirim Kongo Kanamali Atesi (KKKA) (Sekil 1) birgok temas sonucu ya da siit i¢cimi ile bulas olabilmektedir.
organ ve sistemleri etkileyen, kanamalar ve karaciger Nazokomiyal epidemilerin, agir Klinigi olan hastalara ait
fonksiyon bozukluklar1 ile karakterize, mortalite oran1 ~ Kan veya kanli sekresyonlar ile direkt temasla ve hava
yiiksek olan (%5-30) zoonotik enfeksiyondur (Bodur, yolu ile de olusabilecegi belirtilmektedir. Hastalik Afrika,
2004). Giiney Dogu Avrupa ve Asya’daki bircok iilkede endemik

Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda takip edilen olgulardaki olup Turkiye’den ise ilk defa 2002 yilinda Tokat'tan
mortalite oran1 % 2-12 arasindadir. Enfekte olanlarda bildirimi yapilmig ve 2013 yili itibariyle yaklasik 8000
hastalik gelisme olasiigi yaklasik %?22’dir. Aslinda olgu ve 400 6liim saptanmistir.

enfekte olan her bes kisiden birinde hastalik Turkiye'nin pek ¢ok ilinden bildirimler var olmakla
gelismektedir (WHO, 2008). KKKA’ya neden olan viriis birlikte olgularm ¢ogunun (%95) Mart-Ekim aylari
insanlara genellikle vektor olan Hyalomma (Sekil 2) ve arasinda, Karadeniz Boélgesinin i¢ kisimlari, Orta ve Dogu
Amblyomma cinsi kenelerin isirmasi ile bulasir. Viriis, Anadolu’nun kuzey ve orta bélgelerinde goriildiigu tespit
bircok evcil ve yabani hayvam enfekte etmekte ve edilmigtir  (SB, 2004). Bu hastalifin semptomlarimn
hastalik hafif seyretmektedir. Birgok kus tiirii, viriise baslamasi ani olarak ve yaklagik 1 ila 7 giin arasinda
kars1 direngli iken, viriisin yayllmasinda 6nemli rol slirer. Hastaligin ilk belirtileri gribe benzemektedir.
oynarlar. Hayvanlardaki hastalik enfekte kenelerin Hastada siddetli bas agrisi, ates, titreme, eklem agrisi, kas
isirmas ile baslamaktadir. Daha ¢ok hayvancilikla agrilari, bas donmesi, boyun agris1 ve sertligi, géz agrisi
ugrasanlarda, mezbaha c¢alisanlarinda, kirsal kesimde ve 151k korkusu gibi semptomlar gozlenir. Bulanti ve
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kusma, bazen ishal, karin agrisi ve istah kaybi ile birlikte,
hastaligin erken evrelerinde, bogaz agrisi ortaya ¢ikabilir.
Ates siklikla 3 ila 16 giin siirer. Yumusak ve sert damakta
ve bogazda leke seklinde lezyonlari, yiiz, boyun, gogiiste
hafif kanamalar ve kizarikhk gézlenmesi yaygindir. inek,

koyun ve kec¢i gibi rumninantlar viriis ile enfekte
olduktan sonra bir hafta boyunca kanlarinda viris
hicbir

saptanabilir =~ ve  bu siirecte belirti

gostermeyebilirler (Ergonul, 2008).

Sekil 1. Kirim-Kongo kanamali atesi (KKKA) viriisi. Bir
hastadan kiiltiirlenmis epitel hiicrelerinin yiizeyinden
tomurcuklanan KKKA viral partikiillerinin (sar1) renkli
mikrografi (SEM)
(https://www.sciencephoto.com/media/945621 /view/c
rimean-congo-hemorrhagic-fever-virus-sem).

taramali elektron

Sekil 2. Hyalomma (https://www.woidmo.org/alerts/
crimean-congo-hemorrhagic-fever-russia/).

Hastaligin hizli teghisinin 6nemi nedeniyle bu ¢alismada,
KKKA hastaliginin laboratuvar tanm1 yontemlerini
inceleyecegiz. insanlarda, laboratuvar testleri genellikle
kan, plazma, serum, viicut sivilar1 veya biyopsiler
tizerinde yapilir. Stipheli KKKA numunelerinin transferi,
yliksek riskli enfeksiyon 6rneklerinin tasinmasi ile ilgili
uygun spesifik protokoller ile yapilmalidir. Numune ile

birlikte bir klinik bilgi formu ve hasta epidemiyolojik
bilgileri gonderilmelidir. KKKA viriisi
amaciyla hiicre kiltiirii yapmak i¢in 4'lincli seviye
biyolojik giivenlik 6zellikleri gdsteren uygun laboratuvar
sartlar1 gerekir. 4. seviyede uygun biyolojik giivenlige

izolasyonu

sahip olmayan laboratuvarlarda c¢alisma yapilacak ise
tanidan once ornegin gecerli yontemlerle inaktif hale
getirilmesi gerekir. Numuneyi etkisiz hale getirmek icin
hemorajik ateslerin mevcut kilavuzlar1 arasinda 6rnek
manipiilasyonundan énce 1s1 kullanimi, gama ¢6ziilme ve
triton X100’le muamele yer alir (Ergonul ve Whitehouse,
2007). KKKA viriisi diger Bunyaviride ailesi gibi yagh
cozeltilere ve iyonik olmayan deterjanlara karsi hassastir.
Serum o6rnegi 60 °C'de 60 saniye 1sitilarak inaktive
edilmelidir. Doku oOrnekleri, viriisii teshis etmek i¢in
kullanilabilecek %10 diger doku
stabilizatorlerine yerlestirilmelidir. Ayrica 4. seviye
biyolojik gilivenligi olan  (BSL4) laboratuvarinda
kullanilan tlim teghis reaktifleri kullanimdan 6nce
ultraviolet ile steril edilmelidir (Ergonul ve Whitehouse,
2007; Morshed ve ark., 2007).

formalin veya

2. Ornekleme

Insanda KKKA hastaliginin siipheli, olasi ve kesin olarak

¢ siniflandirilmis tanimi bulunmaktadir;

a) Stpheli tanim: hastaligin ani baslamasi ates, kas
agrisi, kene 1sirmasi, hemorajik belirtiler (petesi
dokiintisu, oral mukoza ve burun kanamasi, kusma,
hematiiri, epidemiyolojik semptomlardan biri
(kenelerin 1sirmasi, taze kan veya enfekte olmus
hayvanlarin diger dokulariyla dogrudan temas,
kesin veya siipheli KKKA hastasi ile dogrudan
temas, ciftlik hayvanlariyla temas etme olasiligi
bulunan kirsal bir bélgede kalmak veya seyahat
etmek).

b) Olasi tanim: lokopeni veya lokositoz ile iliskili
olabilecek siipheli trombositopeni vakalari.

c) Kesin tanim: olasi vakalar ve pozitif serolojik testler
veya virlsi siipheli KKKA olan birinden izole etmek
(Majidzadeh ve ark., 2011).

3. Viriis izolasyonu

Viriis izolasyonu, viremi yiiksek oldugunda hastaligin ilk
5 giinli boyunca basarilidir. SW-13, Vero, CER, LLC-MK2
veya BHK-21 gibi cesitli hiicre kiltiirleri kullanilabilir.
Sitopatik etki (CPE) genellikle goriilmez; bu nedenle
izolasyonu, Kkantitatif RT-PCR'de
arttirilmasi veya kontroller olarak bilinen antikor pozitif
serum oOrnekleri kullanilarak dolayli immiinofloresan
analizi (IFA) ile dogrulanabilir. Hiicre kiiltiirinde KKKA
viriisii izolasyonu hastaliga kars: bagisiklik tepkisini bir
antijenik madde ile tetikledikden 1-6 giin sonra yapilir.
Viriis ayrica yeni dogan farelerin beyin dokusu igine
inokiilasyonu ve ardindan izolasyonu ile elde edilebilir.
Bu prosediir hiicre kiiltiirtinden daha duyarldir ve 5-10
giin stirer (Shepherd ve ark, 1986; Papa, 2019) . Plak
azaltma nétralizasyon testleri, KKKA nétralizasyon

viriis titrelerin
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antikorlarinin seviyesini tahmin etmek i¢in uygulanabilir.
4. seviye biyolojik giivenligi olmayan laboratuvarlarda,
viriise karsi serum notralizasyon aktivitesi psddotipli bir
viriis kullanilarak odlg¢iilebilir (Berber ve ark., 2013). Anti-
KKKA viriisii ile problanan enfekte olmus hiicrelerin
enzim katalizli renk gelisimine dayanan sahte plak
indirgeme notralizasyon testi antikorlar da uygulanabilir
(Ackermann-Gaumann ve ark., 2019).

4. Molekiiler Yontemler

Enfeksiyondan sonraki ilk gilinlerde, laboratuvar teshisi
esas olarak klinik o6rneklerde viral RNA'nin ters
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile
saptanmasiyla saglanir. PCR i¢in kullanilabilecek 6rnek
tipleri arasinda tam kan, plazma, serum, beyin-omurilik
swvisl, idrar, tikiiriik, biyopsi ve nekropsi ornekleri
bulunur. Viremi, hastaligin onsekizinci giiniine kadar
tespit edilebilir; bununla birlikte, PCR testi antikorlarin
lretiminden once en basarilidir (semptomlarin
baslamasindan sonraki ilk 5 giin boyunca). Ilk RT- PCR
protokolii 1996 yilinda tarif edilmistir, KKKAV (kirim-
kongo kanamali atesi viriisii) RNA tespiti i¢in yaygin
olarak kullamilmistir ve halen kullanilmaktadir. Ayrica,
ticari RT-PCR platformlarinin sayisi artmaktadir. RT-PCR
protokolleri, lokal KKKAV suslarini veya virtisiin birden
fazla genetik soyunu tespit etmek ic¢in tasarlanmistir.
Farkli viriis suslar1 gogmen kuslar veya hayvan ticareti
yoluyla tasinabileceginden genis spektrumlu bir PCR testi
kullanilmasi tercih edilir. viral ytikiin hastaligin siddeti ve
sonucu ile 6nemli 6l¢iide iliskili oldugu disiiniildiiglinde,
nicel gercek zamanh RT-PCR, hastalifin seyri i¢in yararl
bir gosterge saglayabilir. Uzun siireli viremi raporlari
olmasina ragmen, virlis genellikle hastaligin ilk
haftasinda tespit edilebilir. Pozitif sonucu olan
hastalarda, 6liimciil sonuglar1 olan vakalarin aksine viriis
temizlenir (Hasanoglu ve ark., 2018). Viriisiin tim
genom dizisini elde etmek amaciyla KKKA kiltir
siipernatanlar1 ve KKKA pozitif keneler {izerinde de novo
next generation sequencing (NGS) kullanimi hakkinda
raporlar WGS'lerin  analizi, gelisimi,
rekombinasyon ve yeniden siralama olaylar1 {izerine
yapilan ¢alismalarin temelini olusturur ve etkili teshis
araglarinin tasarlanmasini saglar. De novo NGS'nin
dogrudan Kklinik orneklerde tanisal kullanimi, yiiksek
viremili basarihidir. Amplifikasyon
hedeflendiginde, viriis diisiik konsantrasyonlarda bile
tespit edilebilir (Dinger ve ark., 2017).

vardir. viris

vakalarda

5. Serolojik Yontemler

Serolojik testler antijenik varyasyona duyarhdir, ancak
genellikle genetik varyasyondan daha az etkilenir. Cogu
test, insanlarda erken, gii¢lii ve uzun siireli bir bagisiklik
tepkisine neden olan KKKAV N proteinini hedefler. Aktif
KKKAV enfeksiyonu, semptom baslangicindan 4-9 giin
sonra, enfeksiyonun akut fazini takiben IgM veya IgG
titresinde belirgin bir artis ile tespit edilebilir; bununla
birlikte, ciddi ve 6liimciil vakalar siklikla saptanabilir bir

antikor yaniti olusturmaz. Anti-KKKA IgG'nin saptanmasi,
mevcut veya gosterebilir
(enfeksiyondan yillar sonra) ve slirveyans epidemiyolojik
calismalarinda yararh olabilir. KKKA i¢in ELISA testi IFA
testinden daha Viriis
notralizasyon analizleri teshis i¢in daha az yararhdir,
cliinkii KKKA, nispeten diisiik seviyelerde nétralize edici
antikorlar ortaya c¢ikarir, ancak epidemiyoloji ve asi
arastirmalar1 i¢in yararl olabilir. KKKAV nétralizasyonu
genellikle plak indirgeme ndtralizasyonu kullanilarak
gerceklestirilir ve 5-7 gilin i¢in de sonuglar elde edilir
(Mazzola ve Kelly-Cirino, 2019).

¢oziilmiis  enfeksiyonu

veya notralizasyon iyidir.

6. Molekiiler Epidemiyoloji

KKKA viriisii, GenBank'taki izolatlar arasinda S, M ve L
segmentleri icin %20, %31 ve %22 sapma ile yiiksek
derecede dizi gesitliligi gosterir. Viral S segmentinin bir
analizine dayanarak, viriisiin Afrika'dan Avrupa'ya, Orta
Dogu'ya ve ardindan Asya'ya uzun bir cografi yayillma
gecmisi oldugunu gosteren alti veya yedi viral soy
tanimlanmistir. Genom ¢esitliligi, kene icinde memeli
konak¢idan daha fazla olabilir. KKKAV'nin genis dizi
cesitliligi muhtemelen suslarin dolasim ve yeni cografi
bolgelere adaptasyonu ile arttirilan genetik yeniden
dizenlenmelerden kaynaklanmaktadir (Mazzola ve
Kelly-Cirino, 2019).

7. Tartisma

KKKA'nin tanisi ¢ yaklasima
dayanmaktadir: virilis izolasyonu, serolojik testler (IIF,
RPHA ve ELISA) ve antijen tespit testleri (ELISA, RT-PCR,
Ger¢cek Zamanli RT-PCR ve Mikroarray). Bu hastaligin
erken teshisi, hasta tedavisi, potansiyel nozokomiyal
enfeksiyonlarin 6nlenmesi i¢in kritik 6neme sahiptir.
Ayrica, tekrar olan bir enfeksiyonu ve tekrar olmayan bir
enfeksiyonu ayirt etme yetenegi prognostik degere sahip
olabilir. ELISA ve IFA testleri gibi yaygin olarak kullanilan
serolojik testler ile hastalarin serumunda viriise karsi
olusan IgM veya IgG tipi antikorlar belirlenerek tani
konulabilmektedir. IgM ve IgG antikorlar1 hastaligin 6-7.
giiniinden itibaren serumda belirlenebilmektedir. Ozgiil

laboratuvar

IgM antikorlar 4 ay kadar, IgG antikorlar ise en az 5 yil
saptanabilmektedir.
seyreden olgularda ve genellikle hastaligin ilk birkac
giiniinde saptanabilecek seviyelerde antikor yaniti
gelisemeyebildiginden bu donemde tani1 koymak i¢in kan
veya diger doku orneklerinden RT-PCR viriis izolasyonu
ve antijen tespiti ile tan1 konulabilmektedir. Son yillarda
RT-PCR ve real-time RT-PCR gibi spesifikligi ve
duyarlihigr ytiksek molekiiler tani yontemleri ile viris
RNA’st daha hizli tespit edilebilmektedir. KKKA
hastalarinda viremi 10-12 giin kadar siirdiiglinden, bu
donemde
gosterilebilmektedir. Viral kiiltiir en etkilidir ve ytiksek
viremi diizeylerinin en yaygin oldugu semptomlarin

hasta  serumlarinda Oliimciil

hasta serumunda PCR ile viral RNA

baslamasindan sonra erken uygulandiginda pozitiflige
daha hizli ulagsma olasilig1 yiliksektir. KKKA teshisi icin
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viral kiiltiir kullanmanin bir avantaji, ¢ok cesitli KKKAV
tespit etme kabiliyetidir (Raabe, 2020).
Molekiiler tani testleri: Hizli sonug alinmasi hem hastanin

suslarini

tedavisinin planlanmasi hem de hasta izolasyonu
acisindan avantaj saglar. Antijen testleri: Rekombinant
antijen temelli antikor ve antijen tespit testleri
gelistirilmistir. Bu testlerin avantaji biyogiivenlik diizeyi-
4 olmayan laboratuvarlarda da kullanilabilmesidir (Eren

Gék, 2016).

Katki Oran1 Beyani
Tiim yazarlar ayn1 oranda Kkatkiya sahip olup, tim
yazarlar makaleyi incelemis ve onaylamistir.

Catisma Beyani
Yazarlar bu ¢alismada hig¢bir cikar iliskisi olmadigini
beyan etmektedirler.
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