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TEZ TUTANAGI

Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali uzmanlik 6grencisi Dr. Metin OZDEMIR’in “KIRIM KONGO KANAMALI
ATESI HASTALIGININ REVERS TRANSKRIPTAZ PCR ILE TANISI” konulu tezi
Anabilim Dalimizda 07.05.2009 tarihinde tez danmigmani Yard. Dog. Dr. Yunus BULUT ve
sinav jiiri iiyeleri tarafindan incelenerek oybirligi ile uzmanlik tezi olabilecegine karar
verilmistir.

“Kirnm-Kongo Kanamali Atesi (KKKA) hastalig1 son yillarda Tiirkiye’de ve
30’a yakin iilkede goriilen, oliimciil bir enfeksiyon hastalifidir. Bu galigmada Reverse
Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) yontemi ile KKKA viriisii aranmasi ve
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yonteminin tamda etkinliginin
kargilagtirilmas1 amaglanmistir.

Gaziosmanpasa Universitesi Hastanesi ve Tokat ili saglik kuruluglarina bagvuran,
Saglik Bakanliginin siipheli/olasi KKKA hastalig1 tanimina uyan, 141 vakanin kan 6rneginde,
RT-PCR, hemogram ve biyokimyasal testler ¢aligildi. 64 vakamn kan 6rnegi karsilagtirma
amaciyla Refik Saydam Hifzisihha Merkezi’nde ELISA yontemi ile analiz edildi.

Ayrica bu vakalarin Oykiileri incelenerek, hastaligin risk faktorleri, karakteristik
bulgular ve gesitli sosyo-demografik verileri hakkinda bilgiler toplandi.

Her bir hastadan PCR, ELISA ve biyokimyasal testler i¢in 10 ml ve hemogram igin
2.5 ml kan 6rnegi alindi. RT-PCR, ELISA, blyoklmyasal testler ve hemogram analizleri
yaptld1.

Arastirma verilerinin istatistiksel analizleri bilgisayar ortaminda yapildi. 141 kan
orneginin 84’ti RT-PCR ile pozitif, 57’si de negatif olarak bulundu. Hastaliktan 6liim oranit
%5.95 olarak tespit edildi. RT-PCR ile Pozitif bulunan grupta Lokopeni (3. 350/mm”),
trombositopeni (103. 500/mm?), Alanin Amino Transferaz (ALT) -Aspartat Amino Transferaz
(AST) (50.5 U/L - 73.5 U/L) yiiksekligi belirgindi. Yas gruplani ve cinsiyet farklilig
gézlenmedi (P>0.05). Tarim galiganlarinda hastaliga sik rastlandi ve kene temas &ykiisi
(P<0.05) en biiyiik risk faktorii olarak gozlendi. RT-PCR yontemi altin standart olarak
degerlendirildiginde ELISA y6nteminin; Sensivitesi : % 42.5, Spesivitesi: % 45.8, Positive
Predictive Value (PPV): % 56.6, Negative Predictive Value (NPV): % 32.3 olarak bulundu.
KKKA hastaliginin erken tanisinda altin standart RT-PCR yontemine giivenilmeli, ileri
evrelerde ise ELISA ydntemi ile tam desteklenmelidir.”
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TESEKKUR

Uzmanlik egitimim boyunca ve tez ¢alismalarim sirasinda bilgi ve tecriibelerini ve
her tiirlii destegi saglayan tez danismanim ve Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bagkan1 Sayin
Yard. Dog. Dr. Yunus BULUT a, ihtisas siiresince ve ¢alismalarim esnasinda yardimlarini
gordigiim anabilim dalimizin degerli 6gretim iiyesi, Saym Yard. Dog. Dr. Giilgiin
YENISEHIRLI’ye, birlikte calistizim asistan arkadaslarima, basta Uzm. Bio. Yelda
DAGCIOGLU olmak iizere tiim Mikrobiyoloji Anabilim Dali ¢alisanlarna tesekkiirlerimi
ve saygilarimi sunarim.

Ayrica ¢alismamda bana yardimer olan Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi
Halk Saghgi Anabilim Dali gretim iiyesi saym Prof. Dr. Miicahit EGRI’ye, tiim
Biyokimya Anabilim Dali gretim iiyelerine, asistan ve calisanlarina, indnii Universitesi
Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali 6gretim iiyeleri Prof. Dr. Riza DURMAZ,
Yard. Dog. Dr. Baris OTLU ve ekibine, Tokat il saglik miidiirliigiinden Dr. Fatih Sua
TAPAR’a, adin1 yazamadigim ve bende emegi olan herkese tesekkiir ederim.

Bana tiim hayatim boyunca maddi ve manevi destek saglayan aileme, destegini ve

fedakarligini esirgemeyen esime ve ogluma tesekkiir ederim.



OZET

Kirim-Kongo Kanamali Atesi (KKKA) hastaligi son yillarda Tiirkiye’de ve 30’a
yakin ilkede goriilen, Oliimciil bir enfeksiyon hastaligidir. Bu g¢alismada Reverse
Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) yontemi ile KKKA viriisii aranmasi
ve Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yonteminin tanida etkinliginin
karsilastirilmast amaglanmgtir.

Gaziosmanpasa Universitesi Hastanesi ve Tokat ili saglik kuruluslarina basvuran,
Saglik Bakanliginin siipheli/olasi KKKA hastaligi tanimma uyan, 141 vakanin kan
orneginde, RT-PCR, hemogram ve biyokimyasal testler calisildi. 64 vakanin kan 6rnegi
karsilagtirma amaciyla Refik Saydam Hifzisihha Merkezi’'nde ELISA yontemi ile analiz
edildi.

Ayrica bu vakalarin Oykiileri incelenerek, hastaligin risk faktorleri, karakteristik
bulgular1 ve ¢esitli sosyo-demografik verileri hakkinda bilgiler toplandi.

Her bir hastadan PCR, ELISA ve biyokimyasal testler i¢cin 10 ml ve hemogram i¢in
2.5 ml kan 6rnegi alindi. RT-PCR, ELISA, biyokimyasal testler ve hemogram analizleri
yapildi.

Aragtirma verilerinin istatistiksel analizleri bilgisayar ortaminda yapildi. 141 kan
orneginin 84’ RT-PCR ile Pozitif, 57’si de Negatif olarak bulundu. Hastaliktan 6liim
oranmi %5.95 olarak tespit edildi. RT-PCR ile Pozitif bulunan grupta Lokopeni
(3.350/mm®), trombositopeni (103.500/mm?®), Alanin Amino Transferaz (ALT) -Aspartat
Amino Transferaz (AST) (50.5 U/L - 73.5 U/L) yiiksekligi belirgindi. Yas gruplar1 ve
cinsiyet farklilig1 gozlenmedi (P>0.05). Tarim ¢alisanlarinda hastaliga sik rastlandi ve kene
temas Oykiisii (P<0.05) en biyiik risk faktorii olarak gozlendi. RT-PCR yontemi altin
standart olarak degerlendirildiginde ELISA yonteminin; Sensivitesi : % 42.5, Spesivitesi:
% 45.8, Positive Predictive Value (PPV): % 56.6, Negative Predictive Value (NPV): %
32.3 olarak bulundu.

KKKA hastaliginin erken tanisinda altin standart RT-PCR yontemine giivenilmeli,

ileri evrelerde ise ELISA yontemi ile tan1 desteklenmelidir.

Anahtar kelimeler: Kirim Kanamali Atesi Hastaligi, RT-PCR, ELISA
Bu calisma Gaziosmanpasa Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan

desteklenmistir. (Proje No: 2007-3).



ABSTRACT

Crimean-Congo Hemorrhagic Fever (CCHF) disease is a deadly infection disease
which is seen in Turkey as well as in more than 30 countries. Aim of the present study was
to compare the efficiencies of Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-
PCR) method and CCHF virus search and Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
methods for diagnosis.

Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR), hemogram and
biochemistry tests were studied on 141 blood samples collected from the applicants to
Gaziosmanpasa University Hospital and Tokat city health institutions with the symptoms
described of CCHF by Ministry of Health. Blood samples of 64 applicants were sent to
Refik Saydam Hifzisihha Center to be compared by ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) method and were analyzed there.

The stories of those applicants were listened in order to obtain information about
the risk factors of the disease, characteristic findings, and various socio-demographic data.

From each patient, a 10 ml blood sample was taken for PCR, ELISA and
biochemical tests. An additional 2.5 ml blood was taken from each patient for hemogram.
PCR, ELISA, biochemical tests and hemogram analyses were done.

The statistical analyses were performed on computer environment. Out of 141
blood samples, 84 were positive with RT-PCR, and 57 were negative. The death ratio
because of the disease was 5.95%. In the group found to be positive with RT-PCR,
Lokopenie (3.350/mm?), trombositopeni (103.500/mm?), Alanin Amino Transferaz (ALT)
- Aspartat Amino Transferaz (AST) (50.5 U/L - 73.5 U/L) increases were determined. Age
groups and sex differentiation were not observed. The disease is frequently found in
agricultural workers, and the contact with the ticks is the highest risk factor. When RT-
PCR method is taken as the golden standard, the sensitivity of the ELISA method was
42.5%, its specificity was 45.8%, its Positive Predictive Value (PPV) was 56.6%, and its
Negative Predictive Value (NPV) was 32.3%.

RT-PCR method should be trusted in during the process of early diagnosis of the
CCHF disease and in the future phases, the diagnosis should be supported by the ELISA

method.

Keywords: Crimean-Congo Hemorrhagic Fever, RT-PCR, ELISA
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1.GIRIS ve AMAC

Kirim-Kongo Kanamali Atesi (KKKA) hastaligi son yillarda iilkemizin bazi
bolgelerinde sik olmakla birlikte diinyada Asya, Orta Dogu, Dogu Avrupa ve Afrika’da
30’a yakin iilkede goriilmiis yaygin ve 6limciil bir enfeksiyon hastaligidir. Enfeksiyonun
etkeni Bunyaviridae ailesinden Nairoviriis tiiriine dahil olan Crimean-Congo Hemorrhagic
Fever Virus (CCHFV) diir (1-3).

KKKA hastaligi tarim ve hayvancilik (cobanlar, tarlada-ciftlikte calisanlar,
mezbaha ¢aligsanlari, kasaplar) ile ilgilenenler basta olmak iizere veterinerler, kamp—piknik
yapanlar ve askerlerde, genellikle Hyalomma cinsi enfekte kenelerin isirmasi, kenelerin
ezilmesi ve enfekte hayvan temasi ile bulasabilmekte ve bu kenelerin diinyadaki dagilimi
ile hastaligin yaygmlig1 paralellik gostermektedir. Hastaligin bakimi ve teshisinde gorevli
saglik personeli arasinda da hasta insanlarin kan, viicut salgilar1 veya dokularina temasi
sonrast sik goriilmektedir (2, 4, 6-9).

Hastalik mevsimsel o6zellik gostermekte, ilkbahar ve yaz aylarinda sik
goriilmektedir. Bazi caligmalarda ocak ayinda vakalarin goriildiigi bildirilmistir (5, 8).

Tiim viral kanamali ates hastaliklarinda oldugu gibi nonspesifik bulgular gdsteren
KKKA hastaliginda, genel olarak halsizlik, kas-eklem agrilari, bas agrisi, ates, ishal, karin
agrisi, gogis agris1 ilk bulgular olabilmektedir. Enfeksiyonun ilerlemesi ile birlikte
hemostazin bozulmasi sonucu yaygin kanamalar ve yaygm damar i¢i pihtilasmasi (DIC)
goriilmektedir. (10, 11). Bu agir tablo sonucunda geg ve yetersiz tedavi ile kisa siirede
yiksek Oliim oranlar1 (lilkemiz igin %5-10, bazi ilkelerde %30) sonucu hastalar
kaybedilebilmektedir (2, 6, 12).

Hastaligi genis bir cografyada goriiliisii, biyoterdrizm ajani olarak kullanilabilme
ozelligi, sinsi baglangi¢ch akut ve 6liimciil seyrediyor olmasi tedaviyi geciktirmemek igin
hizli tan1 yontemleri gerektirmektedir (13). Serolojik tan1 metodlar1 kullaniliyor olmasina
ragmen antikor cevabmin ge¢ olusmasi sebebiyle daha hizli bir tan1 yontemi olan Reverse
Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) ile erken tan1 konulabilmektedir (14-
17).

Calismamizda Gaziosmanpasa Universitesi Saghk Arastirma ve Uygulama
Merkezine ve Tokat ili saglik kuruluslarina KKKA hastalig1 siiphesi ile bagvuran, Saglk
Bakanligi’nin belirlemis oldugu kriterlere uyan vakalarm, kan 6rnekleri aliarak Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ve RT-PCR metodu ile KKKA viriisii aranmasi ve

her iki testin etkinliklerinin karsilastirilmasi amaglanmistir. Yine bu kan orneklerinden



hematolojik ve biyokimyasal testler calisilarak hastaligin degistirebildigi parametreleri
tespit edip, klinisyenlere benzer tabloya sahip hastaliklarn ayirici tanismma katki
saglanabilecektir. Ayrica bu vakalarin Oykiileri incelenerek, hastalign risk faktorleri,
karakteristik bulgular1 ve ¢esitli sosyo-demografik verileri hakkinda bilgi de
edinilebilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.KIRIM KONGO KANAMALI ATESi HASTALIGI

2.1.1. Tanim

Kirim-Kongo Hemorajik Atesi hastaligi, ates ve kanama ile seyreden, siddetli
vakalarda sok sonucu Onemli oranda Gliimciil seyreden, Crimean-Congo Hemorrhagic
Fever Virus (CCHFV) ile olusan viral kanamali ates (VKA) hastaligidir. Enfeksiyonun
etkeni olan Kirim Kongo Kanamali Atesi Viriisii (KKKAV) Bunyaviridae ailesinden

Nairoviriis tiriine dahildir (1-5).

2.2.TARIHCE

Iran ve eski Sovyet literatiirlerine gore 12. Yiizyilda Orta Asya’da simdiki
Tacikistan’da Zeyn ed-Din ebu ibrahim Ismail ibn Muhammed el-Hiiseyini el-Curcani
(1136 da Merv de 6lmiis) isimli bir hekim tarafindan idrarda, diskida, balgamda, kusmukta
kan ve karm boslugunda kanama ile seyreden bir hemorajik hastalik tanimlanmistir. Siyah
bir kusun normal bir paraziti olan, kiigiik bit veya kene gibi bir artropodun bu hastaligin
sebebi oldugunu belirtmistir. O donemde hastalig1 taze keci siitii ve ¢esitli bitki esanslari
ile tedavi etmeye ¢alismiglardi (1).

Ozbekistan’da yoresel adi ile “Hungribta (kan alimi1)”, “Khunymuny (burun
kanamasi)”, “Karakhalak (kara 6liim)”gibi isimlerle anilmistir (18). Bu yiizyilda ise ilk kez
Kirim’da Nazi isgalinden kurtulan kdyliilere tarlalarinda yardim eden 200 Sovyet
askerinde 1944-1945 yillarinda bu hastalik goriilmustiir (2,19). Kene ile iliskisi o zamanlar
belirlenen hastaliga Kirim Hemorajik Atesi ismi verilmis, daha sonraki yillarda Kirim’a
komsu ve yakin iilkelerde de rastlanmistir (1). Bu sirada etken virus hasta kanindan ve
Hyalomma marginatum marginatum kene tiiriinden izole edilmistir. Afrika’da o zaman
Belgika Kongosu olarak bilinen Zaire’de atesli bir ¢ocuktan Kongo virus 1956 yilinda izole
edilmistir (19) . Simpson ve arkadaslar1 5’i laboratuar kaynakli 12 sarilikli hastanin
serumlarini yenidogan farelere enjekte ederek, virtisii 1967 yilinda tanimlamustir (20). Bu
arastirmacilar daha sonra 1956 da izole edilen Kongo viriisii ile bu virusun ayni serolojik

ozellikte olduklarini ve dolayisi ile ayni viriis olduklarini bildirmislerdir (1, 2, 6, 8, 21).



Moskova’da Poliomiyelit ve Viral Ensefalitler Enstitiisiinde Chumakov-Butenko ve
arkadasglar1 (1) 1967°de viriis izolasyonunda ilk kez yenidogan beyaz fare ve yenidogan
beyaz ratlar1 kullanarak KKKA virusunu izole ettiler ve kompleman fiksasyonu yontemi
ile dogruladilar (1). Bu metod ile Astrakhan’da Drostov isimli hastadan izole edilen
Drostov susu deneysel calismalarda prototip sus olarak kullanilmaya baslandi. Dahas1 bu
virus izolasyonu ile arastirmalar gergek virus ile gerceklesmeye basladi. Bu sus serolojik
antikor-antijen tiretimi, farkli cografik bolgelerden viriis tanimlanmasi ve smiflandirilmasi
imkani saglamistir (1, 2).

Donets (1) 1974°de elektron mikroskobik olarak virusu tespit etmis ve boyutlarini
100-300 nm olarak bildirmistir. Donets ve Chumakov, Korolev ve arkadaslar1 tek zincirli
bu Ribo Niikleik Asit (RNA) viriisiinii morfogenenez olarak tipik Bunyaviridae ailesi tiyesi
olarak gormiislerdir (1).

Ilerleyen yillarda hastaligmm Afrika’nin dogu, bat1 ve giineyinde yaygin oldugu,
Asya’ da Iran, Pakistan, Giiney Cin, Hazar Denizi etrafi ve Arap yarimadasi, Giiney Rusya
ve Glineydogu Avrupa tilkelerinde goriildiigii bildirilmistir (8).

Ulkemizde ise ilk kez 2002 yilinda Aspartat Amino Transferaz (AST), Alanin
Amino Transferaz (ALT), Laktat dehidrogenaz (LDH) yiiksekligi, l6kopeni ve
trombositopenisi olan kanamali ates vakalari, Tokat basta olmak iizere Corum, Sivas,
Yozgat illeri ve civarindan bildirilmis ve 2003 yilinda hastaligm KKKA hastaligi oldugu
dogrulanmustir (18, 22).

2.3.EPIDEMIYOLOJi

Dengue virusunden sonra hemorajik virusler agisindan insan sagligi i¢in en 6nemli
ikinci virus olan KKKA virusu kene kaynakli olup, bu kenelerin yaygin dagilimi ile
dogrudan alakalidir ve genis bir cografyayi etkilemektedir (6, 2, 8).

Hastalik ilk defa Rusya’nin Kirim bélgesinde 1940’larda kesfedildi ve simdi
diinyanin ¢ogu bolgesinden bildirilmektedir: Afrika, Orta Dogu, Asya ve Giiney Dogu
Avrupa. 1970 yilindan onceki vaka bildirimlerinin ¢ogu eski Sovyetler Birligi tilkeleri
(Kirim, Astrakhan, Rostov, Ozbekistan, Kazakistan, Tacikistan), Afrika’nin baz1 bdlgeleri
(Uganda ve Demokratik Kongo Cumhuriyeti) ve Bulgaristan’dan gelmekteydi (2, 20, 23).
Salgmlar Tablo-1’de 6zetlenmistir. Ayrintili bilgi olmamasina ragmen bilinen ilk salgin

1965 yilinda Cin’de meydana gelmistir ve %80 6liim orani goriilmiistiir (24).



Tablo 1. KKKA Hastalig1 Salginlari (2)

Cografik bolge Yillar Vaka sayisi Otiim Meslek
orani(%)
Giineydogu Avrupa
Kirim 1944-1945 200 10 Askeri personel
Astrakhan 1953-1963 104 17 Tarim ¢alisan
Rostov 1963-1969 323 15 Tarim ¢alisan
Bulgaristan 1953-1974 1105 17 Tarim ve saglik ¢alisani
1975-1996 279 11 Tarim ¢alisan
1997-2003 138 21 Tarim ¢alisan
Arnavutluk 2001 7 0 Tarim ve saglik ¢alisant
Kosova 2001 18 33 Tarim ¢alisan
Turkiye 2002-2008 3110 5 Tarim ve saglik galigan
Asya
Cin 1965-1994 260 21 Tarim ¢alisam
1997 26 24 Tarim ¢alisant
Kazakistan 1948-1968 75 50 Tarim galisani
Tacikistan 1943-1970 97 23 Tarim ve laboratuvar calisant
Pakistan 1976 14 29 Coban, saglik calisam
1994 3 ? Saglik ¢alisani
2000 9 55 Tarim ve saglik ¢alisan
Orta Dogu
Birlesik Arab Emirlikleri (BAE) | 1979 6 50 Saglik calisan
1994-1995 11 73 Tarim galisan
Sharjah BAE 1980 1 0 Magaza galigani
Irak 1979-1980 55 64 Tarim galigan
S. Arabistan 1990 7 Tarim ¢aligan
Umman 1995-1996 4 ? Tarim galisan
Iran 2003 81 18 Tarim ¢alisant
Afrika
Zaire (Kongo) 1956 2 0 Doktor
Uganda 1958-1977 12 8 Laboratuvar galisan
Moritanya 1983 1 0 Deve siiriisii sahibi
2004 38 29 Tarim ¢alisani, saglik galisani
Burkina Faso 1983 1 0 ?
Giiney Afrika Cum 1981-1986 32 31 Ciftei, saglik calisant
Tanzania 1986 1 0 Ogrenci
Giineybat1 Afrika 1986 1 0 ?
Kenya 2000 1 100 Tarim galisanm

Major KKKA epidemileri ve salginlarim1 tanimlayan birgok rapor mevcuttur.

Bu

raporlar virusun genis cografik dagilimmi gostermektedir. Bu dagilim Cin’in Xinjiang



bolgesinden Ortadogu’ya uzanan Asya’nin ¢ogu, Giiney Rusya, Afrika’nin endemik
bolgeleri, Giineydogu Avrupa’nin bazi bolgelerini kapsar. Buna gore KKKA viriisi,
bilinen bir¢ok ciddi hemorajik ates arasinda diinyada ¢ok yaygm bir viral etkendir (25).

Afrika’dan 1960’larda bildirimler olmustur. Giiney Afrika, Kongo, Moritanya,
Burkina-Faso, Tanzanya ve Senegal’den de salgmlar rapor edildi (26 - 30). Onemli sayida
vaka Ortadogu iilkelerinden (Irak, Suudi Arabistan, Birlesik Arap Emirlikleri, Umman),
Pakistan ve Cin den de bildirildi (31-39).

Pakistan, Iran, Senegal, Yugoslavya, Bulgaristan, Arnavutluk, Kenya, Moritanya ve
Tiirkiye,’den 2000°1i yillarda yeni salgmnlar rapor edildi (40-51). Virlis izolasyonu
Yunanistan’da yapilabilmis olmasma ragmen, KKKA virlisiiniin serolojik kanitlar1 ise,
Hindistan, Misir, Portekiz, Macaristan, Fransa, Benin ve Kazakistan’dan bildirilmistir (2,
52-57). Yunanistan’da rapor edilen hasta bir laboratuvar enfeksiyonuydu. Yunanistan’da
laboratuvar enfeksiyonuna yol agan bu AP92 kodlu sus, balkan yarimadasi, Tiirkiye, Rusya
ve diger KKKA viruslerinden biiyiik filogenetik farkliliga sahipti. Ancak 2008 yilinda
Yunanistan’in Bulgaristan ile olan sinir bolgesinde AP92 susuna benzemeyen, balkanlarda
yaygin goriilen sus ile enfekte, 6liim ile neticelenen bir vaka goriilmiistiir. KKKA virusu
balkanlarda: Bulgaristan, eski Yugoslavya, Arnavutluk‘ta endemiktir (6, 58, 59).

KKKA viriisiiniin yaygin vektorii Hyalomma genusu keneleridir. Viriis insanlara
hem Hyalomma kenelerinin, hem de enfekte evcil hayvanlarin dogrudan temasi ile yayilir.
KKKA viriisii yayilim dongiisii baslica keneleri, vahsi ve evcil hayvanlar1 igermesi
bakimindan Oncelikle bir zoonozdur. Sigwr, koyun ve keciler enfeksiyondan sonra
hastalanmazlar fakat bir hafta viremik olurlar. Viriis bu periyod boyunca bu hayvanlar ile
temas: olan tarim calisanlarma, veterinerlere ve mezbaha iscilerine bulasabilir, tarim
calisanlar1 birinci derece risk altindadir. Ayrica viriis, enfekte ticari hayvanlar ile de diger
cografi bolgelere yayilabilir. Deneysel olarak viriis ile enfekte edilmis devekuslari, hi¢bir
hastalik semptomu goriilmemesine karsin viriis, kan, karaciger, dalak ve bobrekten izole
edilmistir. Oncelikle hastane ortamlarinda insandan insana viriisiin yayilimi olabilir. Tarim
calisanlarindan sonra ikinci olarak saglik ¢alisanlari da en ¢ok risk altinda olan kesimdir (6,
58, 60).

2.3.1. Kirnm-Kongo Kanamah Atesi Hastahgimin Tiirkiye’de Vaka ve
Oliimlerin Yillara Gore Dagihm
KKKA hastaliginin 2002 yilinda Tiirkiye’de ilk bildiriminden sonra artan sayida

vaka ve dliimler olmustur. Onemli sayidaki vaka ve dliimler ise dzellikle Tokat ilimiz ve



cevresinde olmustur (2, 22, 50). Kayitlara gore 3110 vaka 2002 ile Ekim 2008 yillar
arasida goriilmistiir (Tablo 2) - (12, 61).

Tiirkiye’de 2002-2008 yillar1 arasinda sayis1 giderek artarak, toplam 3110 vaka
gorlilmiis olup, bunlarin 155 tanesi 6liim ile neticelenmistir. Tiirkiye’de yillara gore vaka

ve 0liim sayilar1 Tablo-2 ve Sekil-1’de gdsterilmistir.

Tablo 2: Tirkiye 2002-2008 yillar1t KKKA hastaligi vaka ve 6liim sayilari (12)

Yillar Vaka Sayisi Oliim
2002-2003 150 6

2004 249 13
2005 266 13
2006 438 27
2007 717 33
2008* 1308 63
TOPLAM 3110 155

*14 Ekim 2008
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Sekil 1: Tirkiye 2002-2008 yillart KKKA hastalig1 vaka ve 6liim sayilarinin dagilimi (12)



Haritada (Sekil 2) 2007 yilinda vakalarin illere dagilimi gosterilmistir. Tokat ilinde
15/100.000 den daha fazla vaka goriilmiistiir.
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Sekil 2: 2007 yili KKK A vakalarm illere dagilimi (61)

Hastalik iilkemizde o6zellikle Sekil-3’de goriildiigi gibi mart-nisan aylarinda
gorililmeye baslayip mayis- haziran-temmuz ve agustosta aylarinda en fazla gériilmektedir
(61).
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Sekil 3: KKKA hastaligi aylara gore dagilimi (61)



2004- 2007 yillar1 analizleri Tablo-3 ve Sekil-4’te goriilmektedir. Buna gore

hastaligin iilkemizde erkek ve kadin cinsi arasinda ayni oranda oldugu goriilmiistiir(61).

Tablo 3: 2004- 2007 yillari cinsiyet dagilimi (61)

2004 2005 2006 2007 TOPLAM

ERKEK 131 130 249 375 885
KADIN 118 136 189 342 785
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Sekil 4: 2004- 2007 yillar1 cinsiyet dagilimi (61)

2.3.2. Hayvanlar Arasinda KKKA Viriisii Yayginhgi

fran’da 88 evcil hayvanda yapilan sero epidemiyolojik bir ¢alismada koyunlarda
%53.3, sigirlarda 9%38.5, kecilerde %18.6 ve toplamda %37.9 seropozitiflik bulunmustur
(60, 62). Umman’da yapilan diger bir ¢alismada 489 evcil hayvanin 108 (%22)’inde
KKKA virusu seropozitif bulunmustur (63). Suudi Arabistan’da da koyun, ke¢i ve sigirda
seropozitiflik gosterilmistir (64).

2.4. VEKTOR KENELER

Ulkemizde halk arasinda sakirga, yavsa, kerni gibi isimlerle de bilinen keneleri,
diinyanin her bolgesinde gormek miimkiindiir (65). Giiniimiizde diinyada kenelerin 899
tiirli izole edilmistir. Morfolojik, biyolojik ve davranig bigcimlerine gore de Ixodidea (713
tiir), Nuttalliellidae (1 tiir) ve Argasidae (185 tiir) olmak tizere 3 aile tariflenmistir (66).

KKKA virusunun baglica vektorleri zoonotik enfeksiyon olusturan Hyalomma cinsi
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kenelerdir. Ozellikle Hyalomma marginatum basta olmak iizere aralarinda Hyalomma
truncatum, Hyalomma marginatum rufipes, Hyalomma impeltatum, Hyalomma impressum,
Amblyomma variegatum ve Boophilus decolaratus tiirii de olan 30 kadar kene tiirtinden
KKKA viriisii izole edilmistir (1, 67-70). Viriis izole edilen bu kenelerin tiimii Ixodidea
ailesi igerisinde yer almaktadir (66).

Hastaligin dogadaki esas tasiyicist ve rezervuari olarak keneler kabul edilirler.
Viriisii evcil ve yabani hayvanlar ancak 7-10 giin kadar barindirabilmelerine karsin, viriis
kenelerde omiir boyu (1-1.5 yil), hatta nesiller boyu (transovaryal ve transstadial gegis)
kalmakta ve cogalabilmektedir (1). Epidemiyolojik yonden KKKA hastaliginin insanlara
en onemli bulagma yollari, enfekte kenelerin kan emmesi veya el ile ezilmesi, taze kesilmis
viremik hayvanlarin viicut sivilar1 ve dokular: ile temas ve hasta insanlarm viicut sivilari
ile temasidir (2, 6).

Tiirkiye’de ise Ixodidea ve Argasidae ailelerinden 32 tiir tanimlanmustir (70, 71).
Tokat ili ve ¢evresini olusturan Kelkit vadisinde yapilan bir ¢alismada Hyalomma
marginatum ve Rhipicephalus bursa en fazla bulunan kene tiirii olmustur (72). Ayrica
Nijerya’da sigir yasam alanlarinda yakalanan tatarcikta sindirilmemis kandan viriis izole
edilmistir (1, 6).

Tablo-4’te KKKA viriisii ile iliskili baglica kene tiirleri ve goriildiigi tilkeler ve

bolgeler dzetlenmistir (73)

Tablo 4: KKKA viriisii ile iliskili baglica kene tiirleri ve goriildiigi tilkeler ve bolgeler (73)

Bolge-Ulke Kene Tiirleri

Bati ve Giiney Afrika Hyalomma marginatum rufipies ve Hyalomma turanicum
Madagaskar Boophilus microplus

Cin Hyalomma asiaticum asiaticum

Ozbekistan Hyalomma asiaticum asiaticum

Tacikistan Dermacentor niveus

Pakistan Hyalomma anatolicum

Rusya, Balkanlar Hyalomma marginatum marginatum

Tiirkiye Hyalomma marginatum marginatum, Rhipicephalus bursa
Yunanistan Rhipicephalus bursa

Hyalomma marginatum marginatum kenelerinin Tiirkiye tizerinde dagilimi Sekil-

5’te gosterilmistir. Renk yesilden kirmiziya dogru gectikce kene yogunlugu artmaktadir.



11

Sekil 5: Hyalomma marginatum marginatum kenelerinin Tiirkiye tizerinde dagilimi (74).

2.5. ViRUS YAPISI ve REPLIKASYON

KKKA hastaligi virusu Bunyavirus ailesindendir. Bunyavirus ailesinde
Orthobunyavirus,  Hantavirus,  Phlebovirus,  Nairovirus ve  Tospovirus ve
Smiflandirilamayan Bunyaviridae olmak tizere 6 farkli grupta 300 den fazla viriis
bulunmaktadir (Tablo 5) (75).

Tablo 5. Bunyaviridae ailesi (75)

Bunyaviridae;

1. Hantavirus
2. Nairovirus
a. Crimean-Congo hemorrhagic fever virus

Dera Ghazi Khan virus
Dugbe virus
Hughes virus
Qalyub virus
Sakhalin virus

g. Thiafora virus
Orthobunyavirus
Phlebovirus
Tospovirus
Siniflandirilamayan Bunyaviridae

-~ ® a0 o

o ks w
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=11572&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=11584&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=11611&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=39718&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
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Nairovirus grubunda 7 farkli serogrup bulunmaktadir. Koyun hastaligi viriisii ve
Dugbe viriis grubunu bazi kaynaklar tek viriis grubu olarak ele almaktadir. Aslinda Nairobi
koyun hastalig1 viriisii ve Dugbe viriis, koyun ve kegilerde primer patojen olmalarina
karsin Dugbe viriisiin insanlarda da ates ve trombositopeni yaptigr gozlenmistir (2, 3, 6,
75).

KKKA hastalig1 viriisii yaklagik 5-7 nm kalinliginda zarfa sahip bir RNA viriisidiir.
Viriis 80-120 nm ¢apindadir. Viriis genomu tek zincirli, ii¢ par¢ali ve negatif yonelimli bir
RNA yapisina sahiptir. Bu {i¢ par¢a; biiyiik (L), orta (M) ve kiiciik (S) olarak isimlendirilir,
helikal ve sirkiiler (Sekil 6) yapidadir (6).

N-Terminal Karbonhidrat Lipid Zarf

Polimeraz (L)

Sekil 6. Bunyavirideae viriyonunun kesitsel goriinimii (2)

RNA’nin toplam molekiiler agirligi 5x10° daltondur.
S segment: 0.28x10° - 0.50x10° dalton, kodladig1 nukleokapsid (N) polipeptid (19x10° -
25x10° dalton).
M segment: 1.8x10° - 2.3x10° dalton, kodladig1 iki glikoprotein (G), Gl/Gn (108x10° -
120x10° dalton) ve G2/Gc (29x10° - 41x10°dalton).
L segment: 2.7x10° - 3.1x10° dalton (6, 76, 77). Yiizeyinde yaklasik 8-10 nm uzunlugunda
2 glikoprotein dikensi ¢ikint1 bulunmakta (Gn ve Gc) ve bunlar enfektivite ile alakali olup,

kirmizi kan hiicrelerini hemagliitine etme 6zelligindedir (6, 21). Negatif boyali elektron
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mikroskopide bakildiginda, belli bir diizende yerlesmemis merkezi bosluklar gdstermeyen
cok kiiciik morfolojik ylizey birimlerine sahip olmalarindan dolay1 diger bunyaviriislerden
farkli goriilmektedir (2, 6, 21). Ug genom segmenti de acik okuma bdlgeleri (ORF),
yaninda kodlamayan bolgeler de igerir. Dort yapisal protein (Sekil 7) kodlanir:

-L segmentinin (12.108 niikleotid) kodladigi RN A bagimli RNA polimeraz (L protein)

-M segmentinin (5360 niikleotid) kodladig1 matiir glikoproteinler olan Gn ve Gc (Glve
G2)

-S segmentinin (1267 niikleotid) kodladig niikleokapsid protein (N) (78)

RNA Polimeraz L
<

o — B3’
5 L 12108 nukleotid L 3
Glikoproteinler

SI(V* ™ 3'

M 5360 niikleotid M
N
g — 23!
s 1672 §
niikleotid

Sekil 7. KKKA viriis kesiti ve segmentlerin sematik goriiniimii (78)

Kirim Kongo viriisii hiicre iginde aktin flamentleri ile etkilesir. Niikleoproteinler
periniikleer bolgeyi hedeflerler ve enfekte hiicrenin periniikleer bolgesine lokalize edilir.
KKKA viriisii niikleoproteinleri golgi membranlarina bagli bir protein gibi eksprese
edilmez, aktin flamentleri ile iliskilidir (79).

Bu ii¢ genom segmenti (L, M, S) niikleoprotein ve viral RNA polimeraz ile
riboniikleoprotein seklinde kapsidlenmistir (6, 79). KKKA viriisiiniin glikoprotein
poliproteinlerinin klevaji1 ile nonstriiktiirel protein ( NSS, NSM gibi ) iiretimi gosterilmistir
(21, 79, 80). Nairoviriislerin L segment genomu tospoviriis hari¢ diger bunyaviriislerden
yaklagik iki kat daha uzundur (81). M segmentleri yaklasik %30-50 daha biiyiiktiir (83). M
segmenti tarafindan kodlanan poliprotein, kotranslasyonel yarilma ile PreGn ve PreGce
olarak iki prekiirsor molekiile ayrilir. Bunlar da postranslasyonel islem ile Gn ve Gc olarak
iki matiir glikoproteine doniisiir. Benzersiz olan bu glikoprotein iiretimi sonrasinda olusan
matiir Gn ve Gc glikoproteinleri dikensi yapida lipid zarf arasina girer. Etkilenen konak
hiicresinin su ana kadar bilinmeyen reseptorlerine virionun tutunmasindan ve nétralizan
antikorlarin indiiksiyonundan bu glikoproteinler sorumludur (6, 21, 78, 83). Son

zamanlarda, KKKA viriisiiniin glikoprotein biyosentezi ve ekspresyon stratejisinde
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prekiirsor yarilma bolgelerinin belirlenmesini ve iki major klevaj tiriinii olan Gn, G¢ N-
terminal bdlgelerinin tam tanimlanmasmi iceren daha detayli calismalar yapilmistir.
Sanchez ve arkadaslarinin Matin susu ile yaptigi ¢alismada, M segmentinin 1689
aminoasid uzunlugunda poliprotein prekiirsorii kodladigi, bunun karboksi terminal
ucundan 1441 aminoasid bdlgenin nispeten korunmus oldugu, amino ug (N-terminal) 243-
248 aminoasid bolgenin miisin benzeri degisken bolge (Sekil 8.) igerdigini gdstermistir
(84). Yine bu g¢alismada glikoprotein prekiirsorlerinin proteolitik siirecinden sorumlu bir
hiicresel proteaz olan SKI-1/S1P subtilaz, olgun Gn’nin N-terminal isleminden sorumlu
hiicresel proteaz olarak tanimlanmistir. Bu enzim sekilde goriilen arginin-arginin-16sin-
16sin (RRLL) ve arginin-lizin-prolin-16sin (RKPL) tetrapeptid bdlgelerini taniyip klevaj
islemini gergeklestirir. Gn’nin tam olarak kaboksi ug¢ (C-terminal) ve Gc islenmesi igin
gereken proteaz heniiz tanimlanamadi. Arginin-lizin-16sin-16sin (RKLL) ve arginin-serin-
lizin-arginin (RSKR) sekansli iki klevaj bolgesinden baska bir hiicresel proteaz olan furin
sorumludur. M segmentinden miisin benzeri bolgeyi de kodlayan 140 kDa Gn prekiirsor ve
85 kDa Gc prekiirsorden klevajlar ile 75 kDa Gn ve 37 kDa Gc olgun proteinler olusur.
[laveten M segment poliprotein i¢inde Gn kodlayan sekansin yerlesiminin upstreaminde ve
degisken miisin benzeri bdlgenin downstreaminde yerlesmis bir ORF tarafindan kodlanan
nonstriiktiirel protein olan Gp 38 bulundu. Bu protein 38 kDa idi. Diger negatif zincirli
RNA virtislerinde gosterildigi gibi Gp 38 proteini eriyebilen bir proteindir ve viriis

patogenezinde 6nemli olabilecegi diisiiniilmiistiir (80-85).

Miisin benzeri G 2 G 1

degisken bolge
WY (YY Y Y Y Y [J
125 249 525 813 1046 1689
SP RSKR RRLL RKLL RKPL

Sekil 8. Matin susu glikoprotein ORF semasi (SP: sinyal peptid bolgesi) (84)

Viral glikoproteinler etkilenen hiicrelerin reseptor alanlarina baglanmasindan
sorumlu oldugu kabul edilir. Viriisiin hiicreye tutunmasimi takiben endositoz ile igeri girigi
olur. Bunyaviriislerde replikasyon sitoplazmada olur ve endoplazmik retikulum (ER)
boyunca sitoplazmik vezikiiller i¢cinde golgi membranlarindan tomurcuklanarak olgunlagir.

Bu tomurcuklanma bdlgesinin glikoprotein Gn ve Ge ‘nin biriktigi bolgeler oldugu
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gozlenmistir. Gn glikoproteini sinyal hedeflemesi/tutulmas ile golgi kompleksine lokalize
oldugu, buna karsin Gc glikoproteninin endoplazmik retikulumda kaldigi ve Gn
glikoproteni ko-ekspresyonu ile salinabilecegi gosterilmistir (85).

Ebola virlis glikoproteni miisin benzeri domaini vaskiiler endotel hiicre kayb1 ve
permabilite artisina sebep oldugu gdsterilmistir. Benzer patolojik etki KKKA viriisii
glikoproteinlerinde de mevcuttur (84).

KKKA virusunun L segmentinin Dugbevirus ile niikleotid ve amino asit miktarlari
%60 homoloji gosterilmistir (86). L segment Polimeraz modiilii icerisinde daha fazla
korunmus bolgeler gézlenmistir. Ovaryan timor benzeri sistein proteaz (OTU-like cysteine
protease) ve helikaz domainler (Cinko parmak ve Losin fermuar motif) iceren bolgeler

KKKA virusu L segmentinde ve Dugbevirus’te de gosterilmistir (Sekil 9) (86).

N C
1 1000 2000 3000 4000
Motif |:] OTU benzeri sistein proteaz | Topoizomeraz I Cinko parmak ﬂ Lésin fermuar - Polimeraz modiilii
Virus
CCHFL 29-154 76-94 609-628 1382-1403 2269-2580
DUGBE L 29-158 76-94 611-630 1472-1493 2361-2672

Sekil 9. KKKAV ve Dugbe viriis L segment ORF’leri (86)

Ug¢ RNA segmentinin her birinde, 3>’AGAGUUUCU... seklinde 3’ terminalinin ilk
8-13 niikleotidi “panhandle” (tava sapi) goriinimii mevcuttur, ve diger Bunyaviriisler
arasinda da benzer yapida goriilmektedir. Ozellikle ilk ve son 9 niikleotid segmentleri (3’
ve 5 uglar1) yiiksek derecede birbirlerini komplamenterlik gosterirler (Sekil 10). Bu

bolgenin RNA polimeraz enzimi baglanmasimda 6nemli rolii oldugu gésterilmistir (85, 87).

5 TCTCAAAGAAATAGTG. ..

NERRRRARRREE Y
3 AGAGTTTCTT TATGAA. . . —

Sekil 10. Komplamenter 3’ ve 5’ ug bolgeleri (85)



2.5.1. Virus Replikasyonu
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Viral replikasyon birbirini izleyen 7 temel basamakta meydana gelmektedir (Sekil

11a). Bunlar kisaca su sekilde verilebilir;

&

d

1-Baglanma R = a1
Inkliizyon cisimcigi
2-Giris

T —— v
| 3-Primer transkripsivon 5 Replikasyon

!

I 4-Translasyon

|
['\.

Sy

Alternatif toplanma ve
atthm

a. Viris replikasyonu

5'mm =3’ cRNA
&5
T 1 Replikasyon
5 v NGB VRNA
Padkeﬂeﬂ Transkripsiyon
“BNN -mRNA
5(_2,NM\- l Ppm3 my

b. Replikasyon ve transkripsiyon sematik
Sekil 11. Viriis replikasyon ve transkripsiyonu (a. Viriis replikasyonu, b.

Replikasyon ve transkripsiyon sematik) (6, 21).
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1. Baglanma: Viral proteinlerin konakg1 reseptorleri ile etkilesimi ve baglanma

2. Girig: Reseptor aracili endositozla hiicreye giris,

3. Primer Transkripsiyon: Endozomal membran viral membran fiizyonu ile endositik
vezikiillerin asidifikasyonu sonucu kapsid soyulmasi. Konakg¢1 hiicrede tiireyen primerler
ve virionla iliskili polimeraz kullanilan genom kaliplarindan viral komplementer (CRNA)
erken mRNA tiirlerinin primer transkripsiyonu

4. Viral Proteinlerin Translasyonu:

- M segment poliproteinin kotranslasyonel pargalanmasi

- Endoplazmik Retikulumdaki (ER) Ge ve Gn’nin dimerizasyonu
5. Genom Replikasyonu: Cift anlamli, genler igin kalip vazifesi goren cRNA’nin sentezi,
CRNA aracilikli VRNA replikasyonu ve kapsitle ¢evrilmesi/mRNA sentezlenmesi (Sekil
11b)

6. Toplanma: Dis yapinin gelisen kisimlardaki niikleoproteinin yerinin belirlenmesi,
dimerlesen Gn ve Gc’nin golgiye tasinmasi, glikozilasyon, modifiye edilmis konakc1
membranlarinin elde edilmesi (genellikle golgi sisternasindan)

7. Salinma: Plazma membrani ile virus iceren sitoplazmik vezikiillerin flizyonu ve olgun
virionlarin salmmasi, daha seyrek olarak bazi hiicre tiplerindeki viruslarin, dogrudan
konakg¢1 hiicresinin plazma membranindan tomurcuklanarak salinim (21, 81, 88)

KKKA viriisiiniin ters genetik sistemi ile repikasyonu hiicre ve konakg1 tropizmini
belirler ve bu da primatlarda sinirli kalmasimni saglar (87).

KKKA viriisii nativ. RNA segmentleri ve viral kodlanmis glikoproteinler
yoklugunda, viral niikleoproteinler enfekte hiicrenin periniikleer bdlgesinde aktin
filamentelerini hedeflemektedir. KKKA viriis niikleoproteinleri golgi membranina bagl
proteinler gibi ifade edilmezler. Deneysel aktin yikimi virlisiin bir araya gelisini biiyiik
oranda bozmustur (79).

Insan MxA proteninin niikleoproteinler ile etkilesimi hiicre kiiltiirlerinde viriis
replikasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (89). Interferon indiikleyen MxA GTPaz

aracilig1 ile interferon-alfa tarafindan KKKA viriisiin bitylimesi inhibe edilebilmistir (90).

2.5.2. KKKA Viriisiiniin Filogenetik Gruplan ve Diinya Uzerindeki Dagilim

Serolojik testlerle yapilan pek ¢ok calisma, KKHA wviriisii tiirleri i¢inde ¢ok az
degisiklik oldugunu ortaya koymustur. Niikleik asit sekans analizine dayanan ¢alismalar,
genetik farkliliklar ortaya koymustur (Sekil 12) (6, 91).
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Wolfel ve arkadaslarinin S segment analizlerine gore, Tirkiye’de bulunan sus,
Avrupa/Tirkiye grubu olan 5. grupta yer almaktadir (92). Morikawa ve arkadaglart M
segment analizlerine gore 6 farkl filogenetik grup gostermistir (73). Tiirkiye’de bulunan
sus, Rusya ve Kosova’da bulunan suslar ile aynt M4 grubunda yer almistir. Duh ve
arkadaslar1 S, M ve L segment analizlerinde V.grup olarak Avrupa/Tiirkiye susunu
gostermiglerdir. Rusya, Kosova ve Tiirkiye suslari (Sekil 13) arasinda oldukga yiiksek
diizeyde benzerlik bulunmustur (93).

S Genotipler

Avrupa 2

Afrika 2

Avrupa 1

Sekil 12: RNA S segmentine gore filogenetik gruplarin diinya tizerindeki dagilimi (74)
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Senegal, ArDS§194
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L segment
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Nigeria, IbAr10200

100 Russia, VLV-100
Russia, Kashmanov
Turkey, 200310849
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Grece, AP92

100
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Tajikistan, TADJ-HU8966
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100 China, C-68031
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Iraq, Baghdad-12
Nigeria, IbAr10200

Senegal ArD8194
Mauritania, ArD39554

100
73

100

S Africa, SPU97/85
S Africa, SPU103/87
Russia, VLV-100
Russia, Kashmanov
Russia, Drosdov

100
100
100

100
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Avrupa/Tlirkiye

Kosova, Hoti
Turkey, 200310849
Congo, UG3010

Greece, AP92

Sekil 13. S, M ve L segmentlerine gore filogenetik dallanma (93)
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2.5.3. Genetik Rekombinasyon ve Reassortmant

Filogenetik analizlerde gozlenen cesitlilik ve yapilan diger genetik g¢alismalar
rekombinasyon ve reassortmantin olabilecegini gostermektedir (94, 95).

Eszamanli olarak iki farkl fakat yakinca iliskili bunyavirusun ayn1 hiicreyi enfekte
etmeleri halinde (Sekil 13), sitoplazmada farkli kombinasyonlarda paketlenmeleri, sekiz
farkli progenivirus meydana gelmesi, bunlardan ikisinin parental virus ile benzer altisinin
reasortan, genetik olarak farkli yapida progenivirus oldugu goriilmektedir (94, 96).

Cografi olarak uzak bolgeler aras1 KKKA viriisleri kenelerle enfeste kuslarla
tagmabilir ve cogunlukla M segment RNA olmak {izere reassortmant gerceklesebilir.

Filogenetik analizler bunun sik sik gergeklestigini gostermistir (73, 77, 91, 94, 96).

Parent virus A Parent virus B

Hiicre

Sitoplazma

(ﬁi/ Replikasyon

. /

/ Salinma ‘/ Salinma /( Salinma
A “ .

= Ry
/

“Parental-tip progeni virus Reassortan progeni virtsler

Sekil 14. Reassortmant (77)

2.6. PATOGENEZ

Immunohistokimyasal ve insitu hibridizasyon yontemleri ile analizler neticesinde
mononiikleer fagosit, endotel hiicreleri, hepatositler ve dalagin viral enfeksiyonun ana
hedefi oldugu ve direk viral sitopatik etki ile hiicre hasar1 sonucu karaciger parankimal
nekrozu olusturdugu goriilmistiir (97).

Sami Kart1 ve Atahan Cagatay arkadaglarinin ayr1 ayr1 yaptiklar: ¢aligmada KKKA
hastaliginda hemofagositozu gostermislerdir (Sekil 15) (50, 98). Bu hastalarda

hemofagositoz mekanizmasinda sitokinlerin 6nemli bir rolii oldugu ve mekanizmanin daha



21

iyi anlagilabilmesi i¢in fazlaca sitokin ¢aligmalarina ihtiya¢ olduguna isaret edilmistir (98).
Cok yiiksek seviyedeki gama interferon, tiimor nekrozu faktori (TNF), interlokin-1 (IL-1),
interlokin-6 (IL-6) gibi yardimct T hiicreleri tip-1 (Thl) sitokinlerinin hemofagositik
lenfohistiyositozun  immunopatolojik mekanizmasinda rolii oldugu bildirilmistir.
Hemafagositoz viral, bakteriyel, fungal, parazitik ve kollajen damar hastaliklarinda da
gosterilmistir (98). Viral hastaliklardan Hantaan, Pumala ve Dengue virus gibi birgok
hemorajik virus enfeksiyonlarmda da hemofagositoz gosterilmistir (Sekil 15) (11, 50, 98).

Sekil 15. A-Fagosite edilmis eritrosit, B- Makrofaj tarafindan fagosite edilmis trombosit

(50)
a @ Naif makrofa

[Enfekte makrofaj z n . Periferal
emokinler lenf nodu

Q
U

Enfekie=
dentritik &)

hiere 2 C=
Koslimulm\

molekiiller

Erivebilen Faktorder Makular

Viriis
73 Partikllen

Karaciger

Enfekte/nckroze
patositlerin fonksivon
dbozuklugu, pihtilagma
faktdrleri ve albumin
Doku Faktérii o o x iiretimi azalmas
Lenfosit apopitozu % % J

\ A==\ Bobrek istd beri

d :\T:lllt "cin\: ::occllcm - -1 % thacrelerinin enfeksiyonu
segIrReniis T > bivle steroid sentezi

bozulmasi

Hipotansivon

Sekil 16. Viral hemorajik ates hastaliklarda patogenez (99)
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Sekil-16’ya gore;

a- Virlis enfeksiyon giris bolgesinden bolgesel lenf nodlarina, karaciger ve dalaga
yayilir. Bu bolgelerde viriis doku makrofajlarint (kupfer hiicreleri de dahil) ve dendritik
hiicreleri enfekte eder. Viriis ile enfekte olan makrofajlardan ve monositlerden, lokal ve
sistemik etkileri olan eriyebilen faktorler salinir. Viris ile enfekte hiicrelerden salinan bu
kemokinler makrofajlarin enfeksiyon bolgesine toplanmasi saglar. Viriis boylelikle enfekte
edecegi makrofajlarin bolgede sayisini artirmis olur. Bu hemorajik ates viriislerin higbiri
lenfositleri enfekte etmemesine ragmen, lenfositlerin apopitoz ile hizla kayb: hastaligin
gbze carpan Onemli bir 6zelligidir. Lenfositlerin yikiminda viral proteinlerin dogrudan
etkisi dikkate deger degildir. Viriisle enfekte monosit ve makrofajlardan salinan eriyen
faktorler ve muhtemelen viriisle enfekte dendritik hiicrelerin igerdigi faktorlerin bir
kombinasyonu sonucu belirgin lenfosit kaybi olur. Kostimulan uyarici molekiillerin
artmasi ile olusan karisiklik dentritik hiicrelerin fonksiyonunu ve antijen sunumunu bozar.
Ilaveten enfekte monosit ve makrofajlardan salinan eriyebilen faktorler lenfositlerin
delesyonuna yol agar, proapopitotik proteinlerin artisin1  dolayli yoldan saglar.
Koagiilasyon anormallikleri viriisiin dogasma ve biiyiikliigiine gore degisir. Ornegin Ebola
virtisii doku faktoérlerinin asir1 ekspresyonunu artirir ki bu pihtilasma yollarinin
aktivasyonu ile sonug¢lanan ve damarlarda fibrin olusumu ile sonuglanan doku faktorlerinin
asir1 Uretimi artirr. Tersine Lassa atesinde koagiilasyon bozukluklar1 daha az belirgindir.
Endotelyal fonksiyon bozukluklar1 6deme katki saglar ki, bu diger hemorajik ates
virtislerinden daha goze ¢arpan bir bulgudur.

b- Tiim viral hemorajik ates viriisleri arasinda yaygin hemodinamik ve koagiilasyon
bozukluklar1 hepatositlerin ve adrenokortikal hiicrelerin enfeksiyonu ile siddetlenir.
Hepatositlerin enfeksiyonu énemli pihtilagsma faktorlerinin sentezini bozar. Ayni1 zamanda
hepatositlerde albumin sentezinin azalmasi plazma ozmotik basmecini azaltir, 6deme katki
saglar. Enfekte kortikal hiicrelerdeki steroid sentez ve sekresyonunun bozulmasi
hipotansiyona, sodyum azalmasina ve hipovolemiye yol acar. Viral hemorajik ateslerde
siklikla makiiler raglar goriiliir (99).

Hemorajik ateslerde ya azalmis trombosit iiretimi ya da artmis trombosit tiiketimi
trombositopeniye sebep olabilir. KKKA hastaliginda DIC, endotel disfonksiyonu, hepatosit
disfonksiyonu, koagiilasyon faktorleri azalmasi, trombositopeni mevcut iken trombosit
disfonksiyonu gosterilememistir. Kemik iligi incelemesinde megakaryosit azalmasi ve

kemik iligi hipoplazisi gézlenmistir (100).
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2.6.1. Interferon Sentezi ve KKKA Viriisiiniin Immun Sistemden Kacis:

KKKA viriisii interferon (IFN) duyarli viriis listesine yakin zamanda eklenmistir.
Bu konudaki g¢alismalar sayica azdir. Bunyaviriislerin diger liyelerinde de gozlendigi
sekilde, virlise kars1 IFN’un antiviral aktivitesine MxA Onemli katki saglar. MxA enfekte
hiicrelerin periniikleer bolgelerinde virlisiin niikleokapsid proteini ile etkilestigi ve
kolokalize oldugu bulunmustur. Bu muhtemelen viriisiin replikasyonunu inhibe etmekten
sorumlu bir etkilesimdir (90). Diger bunyaviriislerde de bu etkilesim mevcuttur. MxA
virise karg1 IFN aktivasyonunu artirici tek bir ajan degildir, birgok Interferon Stimulated
Gene (ISG), Interferon Inducible Gene (IP-10) ve dsRNA bagimli kinaz olan RNA-
activated protein kinase (PKR) ‘in da katkilar1 vardir (101-104).

Retinoic acid-inducible gene-1 (RIG-1) ve melanoma differentiation-associated
gene-5 (MDA-5), RNA helikaz aktivitesine sahiptir ve viriisiin overlaping olmayan farkli
yerlerini tanir. Interferon diizenleyici faktdr-3 (IRF-3), IFN-B promoter aktivasyonunda
merkezi rol oynar. RIG-1 trifosfat gruplarma, 5’ ugta keplenmemis tek zincirli RNA
(ssSRNA) ve kisa ¢ift zincirli (dASRNA) molekiillere de baglanma yetenegi vardir. RIG-1 ve
MDA-5 viral RNA ya baglandiktan sonra IRF-3 fosforile olur. Fosforile olan IRF-3
homodimerleri niikleusa taginir ve IFN-B mRNA sentezini baglatir. Bu birinci dalga ile
artan interferon IRF-7 ekspresyonunu tetikler. IRF-7 fibroblastlarda diisiik bir miktarda
hazir olarak vardir. IRF-7 aktivasyonu ve ekspresyonu pozitif feed-back halkasina liderlik
eder ki bu baz1 IFN-o subtiplerinin sentezini baslatir, buda ikinci IFN dalgasidir (101-
104).

KKKA viriisii IFN sentezine kars1 koyar. Birinci olarak diger negatif zincirli RNA
viriislerine benzer sekilde onemli miktarda ve dsRNA gibi fazla sinyal iiretmez. ikinci
olarak RIG-1 sinyal yolagin1 5” trifosfat tagiyan ssSRNA viriisleri gibi KKKA viriisii aktive
etmez. KKKA virlisii RIG-1 i¢in etkisiz olan 5° monofosfat igerir. Son olarak KKKA
viriisi RIG-1 ile taninmaktan kagis icin genom replikasyonu siiresince 5’ trifosfat

gruplarini da ayr1 tutar (101-104).

2.7. TESHIS

Hastaligin hizli seyri ve nazokomiyal enfeksiyonlara sebep olabilmesinden dolay1
erken tanisi 6nemlidir. Hastanin Oykiisii, endemik bolgede bulunma/endemik bdlgeye
seyahat, kene 1sir1g1 oykiisii, hasta insanlar veya hayvanlarm kan veya dokular: ile temas

ve klinik semptomlar KKKA hastaliginin gostergeleridir (2, 4, 6, 105).
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Tablo 6: Ulkemizde bildirilen KKKA olgularmin belirti ve bulgular: (10)

-Bulanti-kusma %80

-Miyalji %70

-Ates %75

-Bas agris1 %75

-Kanamalar %48
Epistaksis %40
Hematemez %26
Hematiiri %16
Melena %14
Hemoptizi %8

-Konjontivada kizariklik %42

-Makiilopapiiler dokiintii %35

-Hepatomegali %35

-Ishal %34

-Uyku hali %20

-Sarilik %10

-Splenomegali %10

-Lenfadenopati %15

Ayirict tani listesi cografi bolgeye gore degismekle birlikte bakteriler, viruslar ve
enfeksiyon dis1 etkenleri kapsar (Tablo 6). Sinirli sayida difiiz alveoler hemoraji vakasina
ragmen, pulmoner tutulum, ensefalit benzeri klinik tablolar 6n planda degildir (106).
Ayrica, ates ve hastalik gelisimi akut seyirli oldugundan Oykiisii 2-3 haftay1r bulan
hastalarda tanidan uzaklasilir. Ornek olarak, KKKA, nedeni bilinmeyen ateslerin klasik
taniminda yer almaz (10).

Hemofagositoz gozlenen vakalarda kene temas: olmamasina ragmen, kanama
bulgular1 olup (burun-diseti kanamasi, asir1 vaginal/menstrial kanama), hematolojik
parametrelerinde diisme (platelet, beyaz kiire), biyokimyasal parametrelerde yiikselme
(6zellikle ALT, AST, LDH) go6zlenmistir. Yapilan kemik iligi aspirasyonunda
hemofagositoz goriilmesi KKKA hastaligint da akla getirmis ve yapilan serolojik ve
molekiiler analizler ile KKKA pozitif bulunmustur. Bununla birlikte bu tiir vakalarda
kemik iliginde hemofagositoz goriilmesi durumunda hematologlarin mutlaka ayirici tanida
KKKA hastaligini da akillarinda ¢ikarmamalar1 gerekmektedir ve hemofagositoz bu klinik

semptomlar1 gosteren hastalarda bir indikator olabilmektedir (11, 50, 98).
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Tablo 7: KKKA Hastaligi ile Karisan Hastaliklar ve Ayirici Tani (10)

Enfeksiyonlar Aviric tani
Brucella pansitopeni, Wright agliitinasyonu
Q atesi seroloji (ELISA ve ya IFAT?)
Riketsiya Weil-Felix testi
Erlihiyoz seroloj (ELISA)
Hanta pulmoner ve ya renal tutulum, seroloji, PCR
Diger kanamali atesler

Ebola cografi bolge

Marburg cografi bolge
Leptospira agliitinasyon
Salmonella Widal testi
Enfeksiyon dis1 nedenler
Vitamin B12 eksikligi pansitopeni ve serum B12 diizeyi
Febril nétropeni altta yatan hastalik
Ilag yan etkileri

Metamizole oyki

*IFAT: immun floresan antikor testi

2.8. KLINIK

Sekil-17°de KKKA enfeksiyonunun klinik gidisi dort ana boliimde goriilmektedir.
Bunlar: inkiibasyon, prehemorajik, hemorajik ve konvelasan donemdir (1, 2, 6, 10).

Cogu hastada kene 1sirma Oykiisii vardir. Kenenin 1sirmasi ile hastalik gelismesi
arasindaki inkiibasyon donemi siiresi ortalama 3-7 giin siirer. Inkiibasyon siiresi
enfeksiyonun giris yolu (6rnegin kan yolu ile gegislerde daha kisadir) ve viral yiike bagh
olarak degisebilir (10).

Prehemorajik dénem; 1-7 giin siirer ve bas agrisi, ani ates yiikselmesi (39-41°C),
,miyalji, bas donmesi ile karakterizedir. Ates 4-5 giin kadar devam edebilir. ishal, bulant1
ve kusma diger bulgulardir. Prehemorajik dénemde viicut iist bolgelerinde hiperemi,
konjonktivit goriilebilir. (2, 6, 10).

Hizli gelisen hemorajik donem 2-3 giin kadardir ve genellikle hastaligin 3 ve 5.
giinlerinde baslar. Hastalarm biiylik cogunlugunda hastaligin baslamasindan sonra 5-7 giin
icinde ve hastanede yattiklar1 sirada kanama gelisir. Kanamalar miikoz membranlar ve
derideki petesiler ile biiyiik hematomlar arasinda degisir. En sik goriilen kanamalar,
gastrointestinal sistemden hematemez, melena, intra abdominal, vajinal, iiriner sistemden

hematiiri, burun ve solunum yollarindan hemoptizi seklinde olanlardir (10). Oblik kas,
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cekum gibi alisgilmadik kanamalar da goriilebilir, apandisiti taklit eden olgular
bildirilmistir. Kanamanin baslamasi ve ates yliksekligi arasinda iligki yoktur (2, 107, 108).
Hastalarin 1/3 tinde karaciger ve dalak biiyiikliigii bildirilmistir (2).

Hastaligin goriilmesinden 10-20 giin sonra konvelesan donem baslar. Tiirkiye’deki
higbir hastada goriilmemesine ragmen nabiz degisiklikleri, c¢arpinti, polindrit, sag
dokiilmesi, solunum gii¢higii, zayif gérme, kserostomi, isitme ve hafiza kayb1 bildirilmistir
(1, 10, 107). Giiney Afrika’da da hepatorenal yetmezlikli hasta raporlanmistir. Relaps
hastaliga 6zgiin degildir (10, 109).

= = = Trombosit sayisi
Beyaz kiire
— AST

Sayisl

— ALT
PCR ilk dokuz giin
A IgM (7giin-4ay) ve IgG (7giin-5y11)
1
Myalji Farkh bolgelerden kanama |
Ates (melena, hematemez),
. Bulanti-kusma

ishal

Inkiibasyon Prehemorajik donem Hemorajik donem Konvelasan
3-7 giin 1-7 giin 2-3 giin

Sekil 17: KKKA hastaliginmn klinik ve laboratuvar seyri (2)

2.9. LABORATUVAR TANI METODLARI

Laboratuvar tan1 metodlar1 Tablo-8’de dogrudan ve dolayli yontemler olarak iki ana
bashk halinde 6zetlenmistir. Ilaveten bilinmeyen bir ajanin tanimlanmasi i¢in elektron

mikroskobu ile direk goriintiileme kullanilabilir (109, 110).
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Tablo 8: Laboratuvar Tan1 Metodlari
A- Dogrudan (Direk) Yontemler:

1-Viral izolasyon
2- Antijen Aranmast
3-Molekiiler Yontemler
B- Dolayli (indirek) Yontemler:
1- Indirek Serolojik Y®éntemler
2- Indirek immunfloresan Ydntemi
3- Revers Pasif Hemaglutinasyon Y 6ntemi
4- Notralizasyon Yontemi

2.9.1. Viral izolasyon

Arboviruslerin izolasyonunda da siklikla kullanilan, emen farelere intrakraniayal
inokulasyon yontemi KKKA viriisii izolasyonunda kullanilmistir. Inokulasyon sonrasi
viriis ile hastalanan fareler 4-6 giinde oliirler (111). Viriisiin hiicre kiltiiri biyo giivenlik
seviye-4 (BSL-4) laboratuvar sartlarinda primer tavuk embriyo, embriyonik fibroblast (CF-
1), Afrika yesil maymun bobrek hiicresi (Vero, Vero E6), human caucasian adrenal cortex
adenocarcinoma (SW-13), hibrit bobrek/fibroblast (CER) ve maymun bobrek (LLC-MK2),
Madin-Darby kopek bobrek 1 (MDCK-1) epitelyal hiicreleri gibi devamli hiicre
kiiltiirlerinde de yapilabilmektedir (17, 50, 112, 113).

KKKA viriisii hiicre kiiltiiriinde genellikle fark edilebilir bir sitopatik etki
gostermemistir. Virlisiin niikleokapsid proteinlerine karst monoklonal antikor veya
KKKAYV spesifik Mouse Hiperimmun Asidic Flui (MHIAF) kullanimiyla 2-6 giinde
indirek immunfloresan (IFA) yontemi ile viral replikasyon tespit edilebilir (114-116).

2.9.2. Antijen Aranmasi

Viral antijen aranmasi1 ELISA yontemi veya Reverse Passive Hemagglutination
Assay (RPHA) yontemi ile belirlenebilen, akut enfeksiyonun tespitinde yararl ve hizli bir
tekniktir (116-118). ELISA i¢in KKKAV Afrika ve Cin suslarmin N’ine karsi elde edilmis
monolonal antikorlar kullanilmistir (116, 118, 119).

ELISA yontemi ile antijen aranmasmm SW-13 hiicre kiiltiirii veya RPHA

yontemine gore daha duyarh oldugu gosterilmistir (118).

2.9.3. Molekiiler Yontemler
Enfeksiydz hastaliklarmn molekiiler tanisi c¢ogunlukla niikleik asit odaklhdir.

Mikroorganizma ve klinik materyalden niikleik asitin izole edilmesi gerekir ve simirlayici
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endoniikleaz enziminin, jel elektroforez ve niikleik asit hibridizasyon tekniklerinin
kullanimina dayanir. Giderek artan sayida yeni niikleik asit amplifikasyon teknigi klinik
materyallere uygulanmaktadir (120, 121).

PCR birkag saat igerisinde bir klinik Ornekten viral ajanin varligmi ve
kantifikasyonuna imkan veren bir metoddur. KKKAV genomu hastaligin baslamasindan
ilk birkag giinden itibaren klinik 6rneklerden tespit edilebilir (17, 113, 120).

PCR, DNA igerisinde yer alan, dizisi bilinen iki segment arasindaki 6zglin bir
bolgeyi in vitro kosullarda enzimatik olarak amplifiye etmek i¢cin uygulanan tepkimelere
verilen ortak bir isimdir ve bu uygulama i¢in ilgili gen bdlgesine ait baz dizisinin bilinmesi

gereklidir (122).

Tan1 amaglh konsensus nukleotid dizileri S segmentinde niikleoproteinleri kodlayan
bolgelerdir, bu segmentin sekans analizleri filogenetik ¢aligmalara da esas teskil etmistir
(17, 93,120).

Metod basitge tiip icerisinde niikleik asitlerin uygun kosullarda ¢ogaltilmasi esasina
dayanir. Bir gesit “in vitro klonlama” olarak da tanimlanan PCR reaksiyonu; 94°C-98°C
araliginda gerceklestirilen denatiirasyon, 37°C-65°C araliginda gerceklestirilen annealing
ve 72°C’de gergeklestirilen elangasyon asamalarindan olusur ve bu sikluslarin belirli

sayida tekrarlanmasina dayanir (17,123).

2.9.4. indirek Serolojik Yontemler

KKKAYV enfeksiyonunun serolojik tanisi, niikleoprotein antijenine karsi immun
cevap olarak tiretilen spesifik I[gM ve IgG antikorlarinin tespiti esasina dayanir (2, 6, 116,
119).

KKKAV spesifik IgM antikorlarinin serokonversiyonu veya ardisik iki kan
ornegindeki antikor titresinin 4 kat artis1 akut enfeksiyon delilidir (2, 6, 117). Hastaligin
bulasindan sonraki birkag¢ giinde serolojik tan1 konabilir (2, 6). Azalan sensivitelerine gore
antikor tespiti igin gelistirilen metodlar séyle siralanmistir; ELISA, RPHA inhibisyonu,
IFA, Floresans Fokus Rediiksiyon, Kompleman Fiksasyon, immiindifiizyon (124).

Cografik orjinleri farkli serotipler arasinda floresans fokus nétralizasyon

yontemiyle biiyiik oranda antijenik homojenite gosterilmistir (124).
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2.9.4.1. ELISA

ELISA yontemi KKKAV aranmasi i¢in kullanilan en yaygin tekniktir ve IFA’dan
daha duyarli oldugu bildirilmistir (16, 125). Antijen kaynagi olarak genelde enfekte emen
fare beyninin ¢esitli islemlerle inaktive edilmis siispansiyonu kullanilmaktadir (15, 111).
Rekombinant N deriveleri de antijen kaynagi olarak kullanilmistir (115, 126).

IgM igin spesifik antikor ile kapl pleytlerde immiin yakalama ydntemiyle metod
uygulanmistir (15, 115).

Rekombinant niikleoprotein (rNP) bazli yontemler ile IgG ve IgM yakalama ELISA
yontemi gelistirilmis ve basar1 ile uygulanabilmistir (127)

KKKAYV IgM ve IgG antikorlar1 genellikle semptomlarin goriilmesinden sonraki 4-
5. giinlerde tespit edilir (2, 6, 16, 112, 128). Ig M titreleri hastaligin 2-3 hafta sonrasinda en
ist diizeydedir ve genellikle 4 ay igerisinde yok olurlar. Ig G antikorlar1 birkag y1l serumda

kalic1 olabilir (2, 6, 112, 128).

2.9.5. Indirek immiin Floresan Yéntemi

Hastaligin hizli serolojik tanisin1 yapmak igin IFA uygun bir yontemdir (16,129).
BSL-4 laboratuvarinda KKKAYV ile enfekte hiicrelerden hazirlanmig slaytlar ile hasta
serum drnekleri muamele edilip floresan izo tiyo siyanad (FITCH) kullanilarak antikorlarm
tespiti saglanabilir (130). Son zamanlarda rekombinant niikleoprotein derivelerinin
iiretimiyle, BSL-4 laboratuvarinda iiretilen enfekte hiicre kullanim zorunlulugu ortadan
kalkmustir (124).

IgM varligin1 gosteren floresan hastaligin en erken dordiincii giiniinde tespit

edilebilir (16).

2.9.6. Revers Pasif Hemagliitinasyon inhibisyonu

RPHA inhibisyonu enfekte emen fare beyninden elde edilen antijenlerin koyun
eritrositlerine gluteraldehit ile fiksasyonu yapilip KKKAV’ne duyarli antikor kullanilarak
gerceklestirilmistir (128-131).

2.9.7. Notralizasyon yontemi
Nairovirlisler genellikle bunyaviriis ailesinin diger {lyelerinin yaptigindan daha
zay1f antikor cevabina neden olur, bu nedenle genellikle KKKA tanisinda notralizasyon

yontemi kullanilmamistir (124, 131).
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2.10. TEDAVI

KKKA hastaliginda destek tedavisi temel tedavidir. Sivi ve elektrolitler
hemodinamik agidan siki1 takip edilmelidir. Vazopresorler ve gereginde verilebilir. Ihtiyag
halinde sedasyon ve analjezi yapilabilir. Ciddi hastalarin solunum destegi ve mekanik
ventilator gereginden yogunda bakimda izlenmesi tavsiye edilir. Hematolojik parametreler
sik1 takip edilip yerine koyma tedavisi yapilmalidir. Trombositlerin fonksiyonunu
bozabilecek veya toksik olabilecek aspirin, nonsteroid antiinflamatuarlar ve
antikoagiilanlar kontrendikedir. Intramiiskiiler enjeksiyonlardan kaginilmalidir. Steroid

tedavisi halen kontrendikedir (2, 6, 42, 132).

2.10.1. Siv1 Tedavisi
Damar endotel hasar1 sivi kaybmna yol actigindan sivi replasmani gereklidir.
Kristaloidler, vazopresorler ve kardiyotonik ilaglar (dopamin, dobutamin, norepinefrin)

kullanilabilir. Bobrek yetmezligi gelistiginde periton diyalizi veya hemodiyaliz

uygulanabilir (2, 10, 132)

2.10.2. Antiviral ilaclar

Ribavirin (1-B-D-ribofuranosil-1,2,4-triazol-3-karboxamid) ve analoglarinin bazi
viral kanamali ateslerde faydali oldugu gosterilmistir. Ribamidinin ribavirinden yaklagik 8
kat daha az etkili oldugu bulunmustur. Ribavirin bir guanozin niikleotid analogudur.
KKKA viriisiine ribavirinin invitro etkisi gosterilmistir (42, 132, 133). Ribavirinin
kanamalar bagladiktan sonra etkili olmadig1 hastaligin ilk evrelerinde etkili oldugu ve umut
verici bir tedavi olabilecegi bildirilmistir. Ilaveten intravendz ribavirin tedavisinin agir
KKKA hastalig1 tedavisinde hayatta kalma oraninda faydali olmadigi gosterilmistir (134 ).

Hemolitik anemi, dokiintli, kasmti, Oksiiriik, uyku bozuklugu ve depresyon
ribavirinin yan etkileridir. Gebelerde kullanimi kontrendikedir. Embriyotoksik ve

teratojenik etkileri bulunmustur ancak gerekli goriildiigiinde eriskin dozu verilebilir (2, 42,

112, 132, 133).

2.10.3. Interferon
Interferonun invitro hayvan modeli caligmalarinda bircok viral kanamali atesi
hastaligmma karsin etkin oldugu gosterilse de KKKA viriisiine karsi bir etkinligi heniiz

gosterilememistir (132).
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Heniiz klinik faydasi olmasa da interferon indiikleyen bir GTPaz olan MxA

aracilig1 ile IFN-alfa tarafindan viriis replikasyonunun engellenebildigi bildirilmistir (90).

2.10.4. Kan iiriinleri ve DIC tedavisi

Trombosit siispansiyonu, kanamali hastalarda trombosit sayisi 50.000 /uL altinda
ise ve kanamas1 olmayan hastalarda trombosit sayis1 10.000 /uL altinda ise uygulanmalidir.
Fibrinojen diizeyi 100 mg/dl altina diistiigiinde veya international normalized ratio (INR)
diizeyinin normalden 1,5 kat artiginda (1,6’nin iizeri) taze donmus plazma verilmelidir (10,

132)

2.10.5. Konvelesan plazma tedavisi
Lassa atesi ve Arjantin kanamali atesinde basarili bulunan konvelesan plazma
tedavisi Ebola kanamali atesinde de denenmis ancak basarisizlikla sonu¢lanmistir. KKKA

hastaliginda konvelesan plazma tedavisinin yararli oldugu gosterilmistir (10, 21, 132)

2.10.6. Koagiilasyon modiilatorleri
Aktive protein C kullannominin Ebola ile enfekte maymunlarda faydali olabilecegi

gosterilmistir. KKK A hastaligi igin yeterli bilgi yoktur (10).

2.10.7. Immiinomodiilatérler
Kortikosteroid, antiTNF-alfa, nitrik oksit inhibitérleri gibi immiinmodiilatorler

denenmis olmasina ragmen etkinlikleri tam olarak gosterilememistir (10, 135) .

2.11. KORUNMA ve KONTROL

KKKA hastaligini bulastiran vektor kenelerden ve bunlarin yogun yasadigi kirsal
alanlardan uzak durmak en Onemli tedbirdir. Kene kovucu repellentler; N,N-dietil-
metatoluamid (DEET) ve permetrin kullanilabilmektedir (6, 18, 21).

Kan icermedigi stirece tiikiiriik, diski, nazal sekresyonlar, balgam, ter, idrar ve
kusmuk icin Onlem almaya gerek yoktur denilmektedir. Ancak yine de kan ve viicut
stvilarinin temasindan kaginilmalidir. Hastane personelinin korunmasinda hasta ve hasta
sekresyonlar1 ile temasi esnasinda universal onlemleri (Onliik, eldiven, maske, gozliik vs)

almmalidir (6, 18, 21, 136).
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KKKA tanili bir hasta kabul edildiginde; hasta izole edilmeli, personele gerekli
egitim verilmeli, personel koruyucu ekipman giymeli, bulas olmus yerler ve hastaya
kullanilan malzemeler 1:10-1:100 klorlu dezenfektanlar ile temizlenmelidir (18, 136)

Fare beyninden izole edilen viriisiin formalin inaktivasyonu ile as1 yapilarak yillar
once Rusya ve Bulgaristan’da kullanilmistir. Yiiksek miktarda antikor cevabi olusturdugu

ancak efektif kullanimi olmadig bildirilmistir (6, 21).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. HASTA POPULASYONU SECiMi VE ORNEKLERIN ALINMASI

Calismaya baslamadan 6nce fakiiltemiz etik kurulunun 27/03/2007 tarih ve 38 nolu
karar1 ile onay1 alinarak, hasta veya yakinlarina ¢alismanin amaci ve yapilacak islemler
anlatilip, yazili izinleri alind1. Bu ¢alismaya Nisan 2007 — Agustos 2008 aylar1 arasindaki,
Gaziosmanpasa Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezine ve Tokat ili saglik
kuruluslarina basvuran, Saglik bakanlig: tarafindan da tarif edildigi sekilde, siipheli-olasi
Kirim Kongo Hemorajik Atesi Hastalig1 vakalarinin serum 6rnekleri dahil edildi (136).

Tiirkiye’de ilk KKKA olgularmm 2003 yilinda tanimlanmasindan sonra Tiirkiye
Cumhuriyeti Saglik Bakanligi KKKA ¢alisgma grubu tarafindan KKKA olgu tanimlama
kriteri olusturulmustu. Buna gore asagidaki iki kritere sahip olan hastalar siipheli KKKA
olgusu olarak degerlendirilip caligmaya alindilar (136).

1. KKKA i¢in epidemiyolojik risk faktorii hikayesi olan hastalar:

a) Kene temasi (Kene ile 1sirilma, kene kirma 6ykiisii) ve/veya

b) KKKA i¢in epidemik olan bdlgeye seyahat veya o bdlgede yasama
oykiisii

2. Viral Kanamal1 Atesi diisiindiiren akut hastalik tablosu

a) Ates (aksiller >38°C) ve trombositopeni (kan trombosit sayis1 < 150 x 10°
hiicre/Litre) ve/veya

b) Hemorajik manifestasyonlar (ekimoz, purpura, petesi, gastrointestinal
kanamalar, epistaksis, kan alman viicut bolgelerinden kanamalar veya kadinlarda
adet dis1 vajinal kanamalar)

Her bir hastadan PCR, ELISA ve biyokimyasal testler i¢in etilendiamin
tetraasetikasit (EDTA) icermeyen jelli tiiplere 10 ml vendz kan &rnegi alindi. ilaveten
hematolojik parametreler i¢in de 2.5 ml kan 6rnegi EDTA’l1 tiiplere alind1. Bu amagla jelli
tiiplere alinan kan 6rneklerinden Kirim Kongo Kanamali Atesi viriisiinii belirlemek amact
ile RNA izolasyonu yapildi. RNA izolasyonunu takiben Reverse Transkriptase basamagi
ile RNA, cDNA’ya doniistiiriildii ve sonrasinda PCR gergeklestirildi. EDTA’l1 tiiplerdeki
kan 6rnekleri hemogram cihazlarinda analiz edildi. PCR, ELISA ve biyokimyasal testler

icin ayrilan hasta serumlar1 paylastirilarak kullanildi.
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Eszamanli olarak 64 vakanin, ayni serum Ornekleri ulusal referans laboratuvari
Refik Saydam Hifzisihha Merkezi’nde, immun capture IgM ELISA yontemi ile ayrica
analiz edildi.

Hastalarin gerek Gaziosmanpasa Universitesi Saglik Arastrma ve Uygulama
Merkezinde gerekse de ilimiz saglik kuruluslarinda yattig1 siirece test edilen hematolojik
ve biyokimyasal parametreler de kayit altmna alindi. Bu konu hakkinda i1 Saglik Miidiirliigii

ile gerekli yazigsmalar yapilarak izinler alindi.

3.2. ORNEKLERIN HAZIRLANISI

Hastalardan jelli-diiz tiiplere alman 10 ml vendz kan ortalama 30 dakika +4°C de
bekletildi ve sonra santrifiij edildikten sonra serumlar1 ayrildi. Biyokimyasal testleri yapildi
ve ELISA i¢in vida kapakli polipropilen tiiplere serumlar ayrildi. Ayni giin ¢alisilamayan
serum Ornekleri RNA ekstraksiyon, Reverse Transcription (RT) ve PCR islemlerine kadar
-85°C de sakland.

3.3 POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU (PCR)

Calismamizda bir RNA viriisii olan KKKA viriisiiniin PCR ile klinik 6rneklerden
aranmasinda; RNA ekstraksiyonu, bu asamay1 takiben elde edilen RN A’larin daha stabil ve
dayanikli Komplementer Deoksiribo Niikleik Asit (CDNA)’ya RT basamag: ile
dontstiiriilmesi, amplifikasyon basamaginda DNA’larin ¢ogaltilmasi ve son olarak
cogaltilan DNA’larin jel elektroforez yontemi ile goriintiilenebilir hale getirilip
goriintiilenmesi basamaklar1 gerceklestirilmistir. Kullandigimiz kit S segment niikleotid

zincirinin 212°den 492’ ye kadarki bolgesini hedeflemektedir.

3.3.1. RNA Elde Edilisi
Sacace Biotechnologies (italya) firmasmin Ribo-Sorb RNA/DNA extraction Kit
kullamilarak iiretici talimatlarma gore asagidaki gibi -85°C de saklanan serumlardan,
coziildiikten sonra RNA ekstraksiyonu gerceklestirildi. Buna gore;
1) Lizis soliisyonu ve yikama soliisyonu (saklanmalar1 +2-8°C de oldugu takdirde)
buz kristalleri kaybolana dek 60-65°C’ye kadar 1sitildi. Test sayisinca 1.5 ml lik
polypropilen tiipler hazirlandi. Ekstraksiyonun negatif kontrolii i¢in de bir tiip

ilave edildi.
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2) Her bir tiipe 10 pl internal kontrol ve 450 ul lizis soliisyonu eklendi.

3) Lizis soliisyonu igeren uygun tiipe 100 ul serum eklendi.

4) Kontrolleri asagidaki gibi hazirlandi:

e C-negatif'tiiptine 100 ul C-Negatif kontrol eklendi.

5) Tipleri vortekslenip 5000 devirde 5 sn. santrifiijlendi.

6) Sorbenti kuvvetli bir sekilde vortekslenip her bir tiipe 25 pl eklendi.

7) 5-7 sn. vortekslenip tiim tiipler 10 dk. oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Tiim tiipler periyodik olarak vortekslendi.

8) Tim tiipler 10000 devirde 30 sn. santrifiijlendi ve aerosol bariyerli ucu olan
mikropipetle her bir tiiplin istiindeki sivi, ¢okeltiyi karistrmadan dikkatle
alind1. Tiipler arasinda pipet uglar1 degistirildi.

9) Her bir tiipe 400 pl yikama soliisyonu eklendi. Kuvvetle vortekslendi ve 10000
devirde 30 sn. santrifiijlenerek aerosol bariyerli ucu olan mikropipetle her bir
tiiplin Ustiindeki sivi, ¢okeltiyi karistrmadan dikkatle alindi. Tipler arasinda
pipet uclar1 degistirildi.

10) Her bir tiipe 500 ul %70 etanol eklendi. Kuvvetle vortekslendi ve 10000
devirde 30 sn. santrifiijlenip aerosol bariyerli ucu olan mikropipetle her bir
tiiplin Ustiindeki sivi, ¢okeltiyi karistrmadan dikkatle alindi. Tipler arasinda
pipet uclar1 degistirildi.

11) 10. basamak tekrarlandi.

12) Her bir tiipe 400 pl aseton eklendi. Kuvvetle vortekslendi ve 10000 devirde 30
sn. santrifiijlenip aerosol bariyerli ucu olan mikropipetle her bir tiipiin iistiindeki
sivi, ¢Okeltiyi karistrmadan dikkatle alindi. Tiipler arasinda pipet uglari
degistirildi.

13) Tiiplerin agz1 agik olarak 60°C ‘de 10 dk. inkiibe edildi.

14) Cokelti 50 pl RNA-eluent’de gegici olarak birakildi. 60°C’de 10 dk. inkiibe
edildi. Periyodik olarak vortekslendi. Maksimum hizda (16000 devirde) 2 dk.
santrifiijlendi. Ustteki siv1, kullanim igin hazir olan RNA’y1 igermekteydi. RT

basamagi, amplifikasyon ve jel goriintiileme ayni giin i¢inde gergeklestirildi.

3.3.2. Revers Transkripsiyon (RT)
Sacace Biotechnologies firmasmin Reverta (Congo-Crimea) Reverse Transcription
Kit extraction kit kullanilarak iiretici talimatlarmma gore asagidaki gibi ekstraksiyonunu

yapip hazirlanan RNA preparasyonlarindan RT basamagi gerceklestirildi. Buna gore;
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1) Reagent Mix i hazirlandi: 12 reaksiyon ig¢in, liyofilize Dithiothreitol (DTT)
iceren tiipe 125 ul RT-Mix eklendi ve en az 5-10 sn vortekslendi.

2) Reagent Mix igeren tiipe 6 ul Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transcriptase (M-MLV) eklendi. 3 sn vortekslenip, 5-7 sn santrifiijlendi ve her bir
tiipe 10 pl dagitildi

3) Uygun tiipe 10 ul RNA 6rnegi pipetlendi. Pipet kullanarak dikkatle karigtirildi.
4) Tiipler BioRad marka MyCycler Thermalcycler’a yerlestirip 37 °C’de 30 dakika
inkiibe edildi.

5) TE-buffer ile her bir cDNA igeren 6rnek 1:2 seyreltildi ( Her bir tiipe 20 pl TE-
buffer eklendi).

3.3.3. Amplifikasyon

Sacace Biotechnologies firmasinin Congo-Crimea 281/504 IC Ampification Kit
kullanilarak {iretici talimatlarma goére asagidaki gibi RT basamagi sonrasi elde edilen
cDNA’lardan amplifikasyon basamagi gerceklestirildi. Buna gore;

1) Gerekli miktarda PCR-Mix-1 tiipleri hazirlandi. Biri amplifikasyonun negatif

kontrolii i¢in digeri amplifikasyonun pozitif kontrolii i¢in iki ek tiip igeriyordu.

2) Her tiipe 10 ul PCR-Mix-2 eklendi ve 1 damla mineral yag damlatildi (yaklasik

25 pl).

3) Uygun tiipe ters transkripsiyon basamagmdan sonra elde edilen cDNA

orneginden 10 pl eklendi.

4) Amplifikasyonun negatif kontrolii i¢in tiipe 10 ul DNA-buffer eklendi.

5) PCR-Mix-1 tiipleri kapatilip BioRad marka MyCycler Thermalcycler’a transfer

edildi ve sicaklik 95°C ‘ye ulasinca asagidaki dongii programi uygulandi (Tablo 9).

Tablo 9. PCR Dongii Programi

BioRad MyCycler V.1.065 Program

Basamak Sicakhik | Zaman Dongii

1 95°C Pause

2 95°C 15 dk 1
95°C 15sn

3 58°C 30 sn 42
72°C 30 sn

4 72°C 2 dk 1

5 10°C Saklama
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3.3.4. Agaroz Jel Elektroforezi ve Jel Goriintiileme

DNA

molekiillerinin analizinde en basit ve en yaygm ydntemlerden biri jel

elektroforezidir. Etidyum Bromiir boyasinin kullanimi ile ultraviole (UV) 1sik altinda,

gorlintiileme

hazirlands;

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)
9)
10)

11)
12)

cihazinda DNA’nin jel iizerindeki yerini belirledik. Jel asagidaki gibi

%2 lik 80 ml. Agaroz jel hazirlanisi: 1,6 g. Agaroz balonjojeye konulup
tizerine 80 ml. 1X Tris Borate EDTA (TBE) buffer sizdirarak konuldu.(10X
TBE den 100 ml + 900 ml. deiyonize distile su)

Calkalama, karistirma yapmadan mikrodalgaya yerlestirip eritildi. Baloncuk
olusmamasina gayret edilerek kaynadiginda alind1.

Elektroforez tankinda kalip hazirlanip DNA’nm yerlestirilecegi kuyucuklari
olusturmak icin tarak yerlestirildi.

Jel biraz soguyunca i¢ine 50 pl Etidium Bromiir yavasca ortasina eklendi.
Hafifce sallayarak karigsmasi saglandi.

Etidyum Bromiirlii jel kaliba dokiildii. Jel donunca kalip lastikleri ¢ikarilip,
tankin icine yerlestirildi. 1X TBE buffer jeli yiizeyini 1 cm asacak sekilde
elektroforez tankia dolduruldu. Jel bufferdayken tarak ¢ikarildi.

Brom Fenol Blue (BFB) yiikleme boyasinin hazirlanisi: 10X Brom Fenol
Blue boyasmi 1X ‘e seyreltildi (50 pul 10X Brom Fenol Blue boyasi + 450 ul
Distile su).

Her numune igin 1X BFB den 3 pul tiiplere konuldu. Uzerlerine 9 ul
amplifikasyon iirlinii eklendi. Pipetle karigtirildi.

Karigimin tiimii pipete alindi (toplam 12 pl).

Herbiri jel tizerindeki kuyucuklara sirayla yerlestirildi.

DNA Ladder ¢alisma soliisyonu hazirlanisi: 100 ul konsantre DNA Ladder
tizerine 20 pl 6X BFB ilave edilir, bu calisma calisma soliisyonu olarak
kullanilir.

7 ul DNA Ladder son kuyucuga konuldu.

100 V’da 60 mA ‘de 60-90 dakika yiiriitiildii.

3.4. SONUCLARIN ANALIZi VE YORUMLANMASI

GENELINE Image SCI-Image Analysis System Jel goriintiileme sisteminde UV

altinda fotograflandi ve yorumlandi.
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Sonuglarin analizi, %2°‘lik agaroz jelde yiiriitiilen DNA’nmn spesifik bantlarmnin
varligina veya yokluguna dayanir. Spesifik cogaltilmig DNA fragmentinin uzunlugu;
e 281 bp bantin goriilmesi KKKAV pozitifligini gosterir.

e 504 bp bantin goriilmesi internal Kontrolii gdsterir (Sekil 18.).

] 3 4 St NC PC M

Sekil 18. Goriintiilenmis jel elektroforez. (1-11 numaralar: hastalar, NC: Negatif Kontrol,
PC: Pozitif Kontrol, M: 100bp Marker, IC: Internal Kontrolii, T: Test Sonucu)

Isaretleyici olarak 100 bp marker kullanildi.

Molekiiler g¢aligmalarimizi temiz oda adi verilen boliimde gergeklestirdik. Bu
boliim, reagent hazirlama, ornek hazirlama ve PCR amplifikasyon olarak ii¢ kisimdan
olusmaktadir. Ornek hazirlama odasinda ayrica hepafiltreli laminer kabin bulunmaktadir.
Boéliimler, iginde ultraviyole lambalarmm bulundugu transfer penceresi ile birbirine
baglantilidir. Ayrica biitlin odalarda da ultraviyole lambalar bulunmaktadir.
Havalandirmalar1 birinci ve ikinci odada negatiften pozitife dogru bir akim varken ii¢lincii

odada pozitiften negatife dogru bir hava akimi vardir.
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3.5. HEMOGRAM TESTLERININ CALISILMASI

Cell-Dyn 3700 (Abbott Diagnostics, Abbott Park, Ill., USA) cihazinda ¢aligilmistir.

Normal platelet sayis1 >150.000/mm®

olarak belirlendi ve bunun altindaki degerler
trombositopeni olarak kabul edildi.
Lokosit normal degerleri 4.000-10.000 mm?® arasi kabul edildi. Lokosit sayisi

<4.000 mm? ise 16kopeni, 1okosit says1>10.000 ise lokositoz olarak kabul edildi.

3.6. ALT-AST, CK OLCUMU VE NORMAL DEGERLERI

ALT, AST ve CK testleri hasta serumlarmdan “Dimension™ Clinical Chemistry
System “ metodu kullanilarak DADE BEHRING RxL Max(Dade Behring Inc. Newark,
DE 19714, USA) cihazinda ¢alisilmistir. ALT, AST ve CK normal degerleri sirasiyla

asagidaki Tablo-10, Tablo-11 ve Tablo-12’de gosterilmistir.

Tablo 10. ALT normal degerleri

Yas Alt deger | Ust deger | Cinsiyet
0-5 giin 6 50 *

5 glin-17 yas 5 45 *

17 yas ve tlizeri 10 40 Erkek
17 yas ve lizeri 7 35 Kadin

*cinsiyet farki yoktur

Tablo 11. AST normal degerleri

Yas Alt deger | Ust deger | Cinsiyet
0-5 giin 35 140 *
5 giin-9 yas 15 35 *
9 yas-18 yas 5 45 *
18 yas ve lizeri 10 37 *

*cinsiyet farki yoktur



Tablo 12. CK normal degerleri

Yas Alt deger | Ust deger | Cinsiyet
0-1 giin 130 1200 *
1-4 glin 87 725 *
4 giin-18 yas 5 130 *
18 yas ve lizeri 39 308 Erkek
18 yas ve tizeri 26 192 Kadin

*cinsiyet farkl yoktur

2.7. ARASTIRMA VERILERININ ANALIZi
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Aragtirma verileri bilgisayar ortaminda Statistical Package for the Social Sciences

(SPSS) V.15 paket programi kullanilarak yapilmistir. Stirekli veriler normal dagilim

ozelligi gostermemeleri nedeniyle ortancalari1 ve g¢eyrekler arasi araliklari (interquartil

range) ile gosterilmistir. PCR(+) ve PCR(-) iki grupta yer alan ve normal dagilim

gostermeyen degiskenler arasinda istatistiksel anlamli farklilik olup olmadigini ortaya

koymada Man Whitney-U testi kullanilmistir. Kategorik verilerin her iki gruptaki dagilim

farkliliklarinin incelenmesinde Ki-kare analizi kullanilmistir. PCR standart test olarak

kabul edildiginde ELISA yonteminin spesivite ve sensitivite ile pozitif ve negatif prediktif

degerleri standart formiiller kullanilarak hesaplanmistir (137).
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4. BULGULAR

Incelemesi yapilan toplam 141 kan 6rneginin PCR ile 84ii Pozitif, 57°si de Negatif
olarak bulundu. ELISA ile test edilen 64 6rnegin 30’u pozitif, 34’ de negatif bulundu.

4.1. OLUM ORANLARI

PCR ile KKKAYV saptanan 84 adet hastanin grubundan 5’i (% 5.95) bu hastalik
sebebiyle 6lmiistiir (Tablo 13).

Tablo 13. Calisma Oliim Oranlari

PCR (-) n=57 PCR(+)n=84 Toplam n=141

Say1 % Say1 % Say1 %
OLEN 2 3.5 5 5.95 7 4.96
SAGKALAN 55 96.5 79 94.05 134 | 95.04
Toplam 57 100 84 100 141 100

4.2. SOSYO-DEMOGRAFIK DEGISKENLER

PCR pozitif Kirim Kongo Kanamali Atesi vakalar1 ile PCR negatif bulunan siipheli
vakalarin bazi sosyo-demografik degiskenlere goére (cinsiyet, yas gruplari, meslek)
dagilimi tablo-14’de gosterilmistir.

Gruplar arasinda cinsiyet dagilimlar1 (Tablo 14 ve Sekil 19) ve yas gruplarina gore
dagilimda istatistiksel olarak anlamli bir farklilikk olmadigi, ancak gruplarm meslek
dagilimlarinin anlamli olarak farkli oldugu Tablo-14’den goriilebilmektedir. Cocukluk
doneminde olanlar PCR(+) KKKA vakalarinin (%32.2) ‘sini olustururken, PCR(-) siipheli
vakalarin ise %77.8’ini ¢ocukluk ¢aginda olanlar olusturmaktadir ve gruplar arasi farklilik
bu gruptan kaynaklanmaktadir.

PCR(+) KKKA vakalarinda yas ortalamasi (40.1 + 20.3), PCR(-) bulunan siipheli
olgularda ise (36.0 = 19.9) dur. Gruplarin yas ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak

anlaml1 bir farklilik bulunmamaktadir (p=0.156).
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Tablo 14. PCR (+) KKKA Vakalar1 ile PCR (-) Siipheli Vakalarin Bazi Sosyo-Demografik
Degigkenlere Gore Dagilimu.

PCR (-) Siipheli PCR(+) KKKA Toplam P
Vakalar Vakalan
Say1 % Say1 % Say1 %
Cinsiyet 0.388
Erkek 31 37.3 52 62.6 83 100.0
Kadin 26 44.8 32 55.1 58 100.0
Yas gruplari 0.552
1-15 10 55.6 8 44 .4 18 100.0
16-25 10 38.5 16 61.5 26 100.0
26-45 17 43.6 22 56.4 39 100.0
46-65 16 36.4 28 63.6 44 100.0
66+ 4 28.6 10 71.4 14 100.0
Meslek 0.027
Ciftci 24 47.1 27 52.9 51 100.0
Ev Hanimi 16 37.2 27 62.8 43 100.0
Ogrenci 6 37.5 10 62.5 16 100.0
Cocuk* 7 77.8 2 32.2 9 100.0
Diger** 4 18.2 18 81.8 22 100.0
Toplam 57 100.0 84 100.0 141 100.0
* Okul oncesi donem, Farklilig1 olusturan satir
** is¢i, memur, emekli, serbest ¢alisan vb.
60 7
50 -
40 A
H Erkek=83
30 -+
m Kadin=58
20 -
10
0 T 1
PCR (-)=57 PCR (+)=84

Sekil 19. PCR Pozitif ve Negatif Hastalarin Cinsiyet Dagilim1



30 +

25 -

20 -

15 - m PCR (-)=57

10 - M PCR (+)=84

Ciftci Ev Ogrenci  Cocuk Diger
Hanimi

Sekil 20. PCR Pozitif ve Negatif Hastalarin Mesleki Dagilimi

30 -

25 1

20 -

15 - W PCR (-)=57

B PCR (+)=84
10

1-15 16-25 26-45 46-65 66+

Sekil 21. PCR Pozitif ve Negatif Hastalarin Yas Gruplar1 Dagilimi
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4.3. HASTALIGIN KARAKTERISTIiK BULGULARI

Klinik yakinmalar arasinda atesin (%98.8), PCR pozitif KKKA hastaligi olan
kisilerde en sik goriilen semptom olarak tespit edildigi Tablo-15’te goriilmektedir

(P=0.036).

Tablo 15. Kirim Kongo Kanamali Atesi Olgular1 ile PCR Negatif Bulunan Siipheli
Olgularm Ilk Bagvuru Sirasindaki Klinik Yakinmalarmin Dagilimi.

PCR (-) n=57 PCR(+)n=84 Toplam p

SEMPTOM Say1 % Say1 % Say1 %

Ates 50 90.9 83 98.8 133 95.7 | 0.036
Halsizlik 48 87.3 79 95.2 127 92.0 | 0.088
Kusma 9 16.4 18 214 27 19.4 | 0.305
Basagrisi 42 76.4 74 88.1 116 83.5 | 0.057
Bulant1 31 56.4 46 54.8 77 554 | 0.496
Karin Agrisi 31 56.4 54 64.3 85 61.2 | 0.224
Ishal 4 7.3 9 10.8 13 9.4 | 0.349
Yay. Viic. Agrist* 45 81.8 73 86.9 118 849 | 0.280
Hemoraji 6 10.9 7 8.3 13 9.4 | 0.410

*Yaygin viicut agrisi

80 -
70 -
60 -
50 A
40 -
30 A B PCR(-) n=57

20 B PCR(+) n=84
10 -

Sekil 22. Kirim Kongo Kanamali Atesi Olgular1 ile PCR Negatif Bulunan Siipheli
Olgularm Ik Basvuru Sirasindaki Klinik Yakmmalarinm Dagilimi.



4.4. OYKU- RiISK FAKTORLERI

PCR pozitif grupta kene temasi (%94) dykiide en 6nemli faktor idi (Tablo 16).

Tablo 16. Kirim Kongo Kanamali Atesi Olgular1 ile PCR Negatif Bulunan Siipheli
Olgularin 11k Basvuru Sirasinda Oykiilerinde Var Olan Risk Faktorlerinin Dagilimu.
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PCR (-) n=57 PCR(+)n=84 Toplam(n=141) p
OYKU Say1 % Say1 % Say1 %
Kene temas/isirik 34 59.6 79 94.0 113 80.1 0.0001
Hayvan temasi 29 50.8 56 66.6 85 60.2 0.071
Kirsal oykii 37 64.9 61 72.6 98 69.5 0.312
Hayvan kan tem. 1 1.7 1 1.2 2 1.4 0.637
Hasta kan temasi 1 1.7 0 0 1 0.7 0.396
Cev. benzer sik.* 15 26.3 14 17.8 29 20.5 0.099
*Cevrede benzer sikayetler

80 -

70

60 -

50 -

40 -

30 M PCR(-) n=57

20

10 - B PCR(+)n=84

0 1 | | | | 1
* ) > & NS
\\‘9{\\ (Q"b ‘b‘b% \.pr "5‘% x%
3 & "@\ S <@ A%
& & & F
S ) G .
N L < by ¢
@ XL N G

Sekil 23. Kirim Kongo Kanamali Atesi Olgulari ile PCR Negatif Bulunan Siipheli
Olgularm Ik Basvuru Sirasinda Oykiilerinde Var Olan Risk Faktérlerinin Dagilim.



4.5. HEMATOLOJIK VE BiYOKIMYASAL INCELEMELER
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PCR pozitif grupta trombositopeni, 16kopeni ve AST, LDH, CK yiiksekligi dikkat
cekmektedir (Tablo 17).

Tablo 17. Kirim Kongo Kanamali Atesi Olgular1 ile PCR Negatif Bulunan Sipheli
Olgulara Ik Basvuru Swasinda Yapilan Hematolojik ve Biyokimyasal Incelemelerde
Normal Sinirlar Diginda Gozlenen Bazi Parametrelerin Dagilimu.

PCR (-) n=57 PCR(+)n=84 Toplam(n=141) p
Say1 % Say1 | % Say1 %

Trombositopeni 33 57.8 80 95.2 113 80.1 | 0.0001
Lokopeni 31 54.3 80 95.2 111 78.7 | 0.0001
AST yiiksekligi 33 57.8 60 714 93 65.9 | 0.003
LDH yiiksekligi 22 38.5 54 64.2 76 53.9 |0.001
CK yiiksekligi 12 21.0 36 42.8 48 34.0 |0.011

80 -

70 -

60 -

50 -

40 -

30 B PCR(-) n=57

20 7 W PCR(+)n=84

10 -

0 T T T T

.@Qco \one“\ "?\}3\ 92\?:% ‘9&\%
0‘9\ \,0 S'r \§- Sk'
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Sekil 24. Kirim Kongo Kanamali Atesi Olgulart ile PCR Negatif Bulunan Siipheli
Olgularda ilk Bagvuru Sirasinda Yapilan Hematolojik ve Biyokimyasal Incelemelerde
Normal Sinirlar Disinda Gozlenen Bazi Parametrelerin Dagilimu.
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Tablo-18’de PCR pozitif grupta trombositopeni ve lokopeni belirgin bir sekilde
izlenmistir. Aym1 tabloda AST diizeyinin ALT diizeyinden daha anlamli bir sekilde
yiikseldigi dikkati gekmektedir (P<0.05).

Tablo 18. Kirim Kongo Kanamali Atesi Olgular1 ile PCR Negatif Bulunan Siipheli
Olgulara Ik Basvuru sirasinda yapilan hematolojik ve biyokimyasal incelemelerde

gozlenen bazi parametreler.
PCR (-) n=57 PCR(+)n=84 p
Median IQR* Median IQR*

Trombosit | 149.000/mm’ | (81.500- 103.500/mm® (59.500- 0.014
sayisl 247.500) 182.250)

Lokosit 4.200/mm® | (2.900-6.450) | 3.350/mm’ | (2.225-4.925) | 0.008
sayisl

ALT diizeyi 36 U/L (23-57) 50.5 U/L (29.25-83.50) | 0.071
AST diizeyi 41 U/L (28.50-78.50) | 73.5U/L | (42.50-154.50) | 0.010

*Inter quartil range

4.6. PCR VE ELISA SONUCLARININ KARSILASTIRMASI

Hastalarimizin 64 tanesi ELISA yontemi ile test edilmistir. PCR yontemi ile pozitif

bulunan 23 hasta, ELISA yontemi ile arastirildiginda negatif bulunmustur.

Tablo 19. PCR ve Ulusal Referans Laboratuar ELISA Sonuclarinin Karsilastirmasi

PCR (+) PCR () TOPLAM
ELISA (+) 17 (%42.5) 13 (%54.1) 30
ELISA (9 23 (%57.5) 11(%45.9) 34
TOPLAM 40 (%100) 24 (%100) 64

Tablo-19’a gore PCR yontemini altin standart olarak kabul ederek ELISA yontemi
icin hesaplanan Sensivite, Spesivite ve Prediktif degerler;
= ELISA Sensivite : % 42.5
= ELISA Spesivite: % 45.8
= ELISA Pozitif Prediktif Deger (PPV): % 56.6
= ELISA Negatif Prediktif Deger (NPV): % 32.3

olarak bulunmustur.
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4. TARTISMA

KKKA viriisiiniin kan ve ya doku 6rneklerinden ilk birkag¢ giin i¢erisinde tespitinde
hiicre kiiltiir yontemleri kullanilabilir. Bu yontemin deneyimli personel, birka¢ giin zaman
ve yiiksek biyo giivenlik seviyesi (BSL-4) laboratuar kosullar1 gerektiriyor olmasi
uygulanmasimi kisitlar (124). Calismamizda uyguladigimiz RT-PCR yontemi daha diisiik
biyo giivenlik seviyesinde ¢alisma imkan1 verdigi gibi zaman agisindan 6-8 saat gibi bir
zamanda kesin sonug verebilmistir.

Calismamizda incelemeye aldigimiz 141 hasta serum oOrneklerinin 84 (%59.5)
tanesini uyguladigimiz RT-PCR yontemi ile pozitif bulduk. Ancak bu oran, ¢alismanin
saglik bakanligmin belirtmis oldugu kriterlere uyularak, secilmis hasta grubunda
yapildigindan genel popiilasyonu yansitmamaktadir.

PCR pozitif buldugumuz gruptaki hastalarin dykiilerinde kene temasi/isirik dykiisii
%94 (P<0.05), kwsal oykii %72.6, hayvan temasi %66.6 olarak en sik goriilen risk
faktorleri idi. Kene temast Oykiisii bu hastalik ile 6zdeslesmis goriinmektedir ve hemen
tiim yaynlarda bildirilmistir (1, 2, 6, 21, 138). Tonbak ve arkadaslarinin (72) ¢alismasinda
tilkemizdeki baslica hastaligi bulastiran Hyalomma cinsi kenelerin bolgemizde yaygin
oldugunu goérmekteyiz.

Iran, Pakistan, Birlesik Arap Emirlikleri, Giiney Afrika Cumhuriyeti gibi bir¢ok
iilkede saglik calisanlarma KKKAYV bulasi (Tablo 1) defalarca bildirilmistir (139, 140,
141). Bizim de ¢alisma grubumuz i¢inde sadece 1 laboratuar ¢alisani hasta kani ile temasi
olmus, semptomlari, hematolojik ve biyokimyasal parametreleri desteklemesine ragmen
PCR negatif bulunmustur.

PCR pozitif hasta grubunda, %62.6 erkek, %55.1 kadm cinsiyeti tespit edildi.
Istatistiksel olarak cinsiyet agisindan gruplar arasmda anlamli bir fark tespit edilemedi
(P>0.05). Bizim buldugumuz cinsiyet oranlari, Tirkiye’de 2002-2007 yillar1 arasini
degerlendiren Yilmaz ve arkadaslarinm (61) ¢alismasi ile uyumlu idi. Iran’da yapilan bir
calismada ise KKKA dogrulanmig hastalardaki oran daha farkli olarak erkek cinsiyeti icin
%80 bulunmustur (141). Ayni ¢alismada kirsal alanda yasam %38.8 bulunmustur.

PCR(+) KKKA vakalarinda yas ortalamasi (40.1 + 20.3), PCR(-) bulunan siipheli
olgularda ise (36.0 = 19.9) dur. Gruplarin yas ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p=0.156). Iran’da yapilan bir ¢alismada KKKA
hastalig1 %55.7 oraninda 21-40 yas arasinda saptanmustir (143).
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Meslek olarak ¢ift¢i, ev hanimlar1 ve Ogrenciler kirsalda yasamin fazla oldugu
bolgemizde sik goriilen gruplardir. Ev hanimi grubunu aslinda, ¢iftgilik agirlikli yasayan
bolge halkinda dolayli olarak bu gruptaki kadnlar da ¢ift¢i grubuna dahil edilmeliydiler.
Ancak hastalardan alinan bilgiler ayriymis gibi gostermektedir. Dolayisiyla agirlikli
meslek grubu ¢alismamizda ciftcilik olarak kabul edilmektedir. Ulkemiz genelinde de bu
iki grup en sik goriilen meslek grubudur (61). Calismamiza benzer mesleki bulgulari
Iran’da yapilan ¢alismalarda da gormekteyiz (143). Genel bilgiler tabloda 1°de gériildiigii
iizere bir¢ok salginda tarim calisanlar1 mesleki agirligi olusturmaktadir. Kene temasi temel
risk faktorii oldugu diisiiniildiigiinde bu vektor ile temast en muhtemel mesleki kesim olan
ciftciler ve ya diger bir deyimle tarim ¢alisanlari baslica risk altindaki gruptur (Tablo 14).

CDC, web sitesinde hastaligin semptomlarin1 bas agrisi, yiiksek ates, kas eklem
agrilary, karin agrisi, kusma ve ¢esitli kanamalar olarak tariflemistir (144). Bizim
calismamizda 6n plandaki semptomlar ise: ates (%98.8), halsizlik (%95.2), yaygin viicut
agrist (%86.9) ve bas agrist (%88.1) olmustur. Hemoraji (%8.3) ise en az gozlenen
semptom idi. Tirkiye 2002- 2007 yillarinin analizini yapan bir ¢alisma olan Yilmaz ve
arkadaglarinin (61) ¢alismasinda ates %89.4, halsizlik %92.3, kas agris1 %67,9, bas agrsi
%68.1 gibi bizim ¢alismamiza benzer oranlar ve hemorajiler %23 olarak bizden yiiksek
bulmuslardir. iran’da yapilan bir calismada ates %96.5, kas agris1 %90.2 ve hemorajiler
%89 godzlenmistir (142). Hemoraji oranmnin bizim ¢alismamizda diisiik olusu dikkat
cekicidir. Bu durum bize, ¢alismamizdaki hastalarin, ¢ogunlukla hemorajik doneme
girmeden (inkiibasyon ve prehemorajik donem) once saglk kuruluslarina basvuru
yaptiklarini géstermektedir.

Hematolojik parametrelerden trombositopeni (median=103.500/mm®) ve I6kopeni
(median=3.350/mm?®) anlaml1 goriildii (P<0.05) . Bu iki bulgu KKKA hastalig1 icin, bircok
calismada belirgin bir bulgu olarak gosterilmistir (145). Ulkemizden Bakir (51) ve
Yilmaz’m (61) caligmalarindaki hematolojik bulgular da bizim bulgularimiz ile olduk¢a
uyumlu idi. Calismamiz sonuglarina gore trombositopeni ve lokopeni birlikteligi,
klinisyene diger hematolojik hastaliklar yani1 swra KKKA hastaligini ayirict tanida
diisinmesi gerektigini gostermektedir.

Biyokimyasal parametrelerde; AST (%71.4), LDH (%64.2) ve CK (%42.8)
yiiksekligi anlamli idi (P<0.05). PCR pozitif hasta grubunda AST ve ALT igin istatistiksel
analiz yapildiginda AST’nin (median=73.5U/L ve P<0.05) ALT den (median=50.5U/L ve
P<0.05) daha anlamli yiikseldigi gozlendi. Bakir (51) ve Swanepoel (112) ¢alismalarinda
KKKA hastaligi dogrulanmis hastalarda AST’nin benzer sekilde daha yiiksek oldugunu
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gostermislerdir. AST ve ALT yiiksekligi gozlenen hastalarda, karacigeri tutan hastaliklar
yani sira KKKA hastaligint mutlaka arastrmak gereklidir. AST yiiksekligi KKKA
hastalig1 i¢in daha anlamlidir.

Hastaligin siddetli kategoride olup olmadigini gdsteren ve degisik arastirmacilar
tarafindan One siirlilen bazi laboratuar parametrelerinin oldugu ve bu parametrelerin
kullanilmas1 halinde 6liimiin yiiksek olasilikla 6nceden tahmin edilebilecegi bildirilmistir.
Bu parametrelerden biri Swanepoel ve arkadaslar1 (112) tarafindan tanimlanmistir. Buna
gore hastalik semptomlarmin baslamasmdan sonraki ilk 5 giin i¢inde;

1- Kan lokosit sayis1 >10.000/ mm3,

2- Kan trombosit sayis1 <20.000/ mm3,

3- Aspartat Aminotransferaz (AST) degeri >200 U/L,

4- Alanin Aminotransferaz (ALT) degeri >150 U/L ve

5-Aktive parsiyel tromboplastin (aPTT) >60 sn veya fibrinojen seviyesi <I110ug/dl
kriterlerinden en az birisi varsa hastanin siddetli kategoride oldugu ve hastalikta %90
olimi gosterebilecegi bildirilmistir. Oysaki bizim ¢alismamizda bu kriterlere uyan bir¢ok
hastamiz var iken 6liim oranimiz %5.95°tir. Olen hastalarimizda ise AST/ALT yiiksekligi
ve 20.000/mm° altinda trombositopeni mevcut idi. Ergoniil ve arkadaslar1 (108) serum
AST ve ALT yiiksek seviyelerinin (>700 ve >900 U/L) siddetli olgularin gostergesi
olabilecegini vurgular iken, Bakir ve arkadaslar1 (51) da INR, AST, LDH ve CK
yiiksekligini 6len hastalarda gozlemlemislerdir. Yine Cevik ve arkadaslar1 (134) da kanda
20.000/mm’ ve altnda trombositopeni ile birlikte somnolans ve melenanin 6liimii gosteren
bagimsiz parametreler oldugunu ileri siirmektedirler. Fisgin ve arkadaslar1 (146) trombosit
sayisinin diistikliigiinii, AST (2555 U/L) ve ALT (1675 U/L) asm1 yiiksekligini koti
prognoz kriteri olabilecegini bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda KKKA hastalig1 teshisi
ile 6len hastalarin trombositopeni, 16kopeni, asir1t AST ve ALT yiikseklikleri mevcut olup,
bu bulgular Cevik (134) ve Fisgin’in (146) ¢alismalari ile uyumlu idi.

Calisma sonucunda buldugumuz 6liim oranlar1 (%5.95) Tiirkiye ortalama KKKA
hastaligi 6liim oranlarmma (2007 yili igin %4.6) yakin bir degerdir (12). Oysa diinyada
onemli salgmlarm oldugu tilkelerde bu oranlar daha yiiksek bulunmustur. Son on yil
icerisinde meydana gelen salginlardan, 2003 Iran salgminda 6liim oran1 %18, 2001 Kosova
salgminda %33, 2004 Moritanya salgininda %29 gibi ¢alismamizin ¢ok {izerinde Sliim
oranlar1 goriilmektedir (Tablo 1). Bu o6nemli farkin sebepleri; gelismis serolojik ve

molekiiler tan1 yontemlerinin uygulanmasi sonucu hastaya miidahalede hiz kazanilmis
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olmasi, yeterli sayida ve yetismis saglik personelinin iilkemizde bulunmasi, destek tedavisi
ve hasta bakim sartlarinin daha iyi olmasi nedeniyle olabilir. Benzer sekilde komsu iilke
Iran’da da serolojik ve molekiiler teshis ydntemlerinin gelistirilmesi neticesinde oliim
oranlarmin 2000 yilinda %20 iken 2007°de %2 ‘lere kadar diistigii bildirilmistir (143).

PCR negatif grupta, her ne kadar endemik bolgeden geliyor olmasi ve klinik
tablosu KKKA hastaligmi diisiindlirmiis olsa bile, 6len 2 hastanin ise birinde sebep
bakteriel sepsis, digerinde ise 6zefagus malignitesi oldugu gozlenmistir.

Es zamanli alinan kan orneklerinin, 64’tinde ulusal referans laboratuarda ELISA
yontemi ile antikor aranmasi yapilmistir. ELISA yontemi ile negatif bulunan 23 hasta PCR
yontemi ile pozitif bulunmustur. Bu durum, akut donemde kanda bulunan antikor
miktarmin ELISA testi tarafindan tespit edilecek diizeyde olmadigini gostermektedir.
Clinkii viicuda giren viral ajana karsi ilk olugmaya baslayan IgM tiiriinden antikorlarin
kanda Olgiilebilecek seviyeye kadar gelebilmesi, viral bulagin ortalama yedinci giin ve
sonrasinda olabilmektedir (2,128). Japonya’da yapilan bir ¢alismada hastalarmn 1. 5. ve 9.
giin serumlar1 almmarak RT-PCR ile KKKA virusunun varligi tespit edilmis ve serum
orneklerinde KKKA viriisiine kars1 olusan IgM ve IgG antikorlar1 aranmistir. Birinci giin
serumlarinin higbirisinde ne IgM ne de IgG antikorlar1 bulunamamistir. Besinci giinden
itibaren IgM ve IgG pozitifligi tespit edilebilmistir (127). Burt (16) ve Duh’un (147) ayr1
ayr1 yapmis olduklar1 ¢alismalarda da virlise karst en erken IgM cevabmi hastaligin
dordiincti giinti elde etmislerdir. Burt ve arkadaslarinin (148) diger bir ¢alismasinda PCR
pozitif iken antikor pozitifligini ancak yine doérdiincii giinde, hem IgM hem de IgG
cevabini tiim orneklerde sekizinci giinde tespit etmisler ve antikor pozitif iken viriisiin
viicuttan temizlenmesini gosteren PCR negatiflesmesini ise altinci giinden itibaren tespit
etmisler, on ti¢iinct giinde higbir PCR pozitifligi bulamamiglardir.

Bakir ve arkadaslarmin (51) iilkemizde yaptigi bir ¢alismada hem ELISA hem de
PCR yontemi ile arastirilan hastalarinda, ELISA negatif PCR pozitif 3 vaka tespit
etmislerdir. Hastaligin 6liimciil seyrettigi bireylerde ve ilk birkac giinde, dlgiilebilir bir
antikor yanitinin olamayabilecegi, ancak doku ve kandan viriisiin belirlenebilecegi
belirtilmistir (147, 149). Calismamizda PCR pozitif grupta 6len 5 hastanin 3’iinde, antikor
cevabi 6ncesi doneme tekabiil eden, ilk bagvurusunda alinan kan 6rneklerinde ELISA testi
calisilmig ve sonuglari negatif bulunmustur. Bu hastalarda ELISA testinin tekrari
saglanamamustir.

Yukaridaki bilgilere uyumlu olarak, Cin’de yapilan bir calismada KKKA teshisinde
ELISA yonteminin PCR yonteminden daha az duyarl oldugu gosterilmistir (115).
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ELISA ile karsilastirildiginda, uyguladigimiz RT-PCR yontemi hastalik etkeni
viris genomik partikiillerini kan veya dokuda, akut donemde viremi gelisiminden itibaren
tespit edebilmektedir. Viriise karsi gelisen antikorlar1 ELISA yontemi ancak akut donem
sonrasinda gosterebilmektedir. Akut donem igerisinde kesin tantyr RT-PCR ile koyabilme
avantaji bize erken tami ve tedavi imkani saglarken mortaliteyi de azaltma imkani
verebilecektir. Erken tan1 koyulmasi, 6zellikle hastalik igin biiyiik risk altinda olan saglik
calisanlarina, viriis bulasini azaltacaktir (150).

PCR pozitif 84 hasta numunesinden 40 tanesi, PCR negatif 54 hasta numunesinden
24 tanesi ELISA ile test edildi. ELISA Sensivite : % 42.5, Spesivite: % 45.8, PPV: % 56.6,
NPV: % 32.3 bulundu. PCR pozitif grupta ELISA yontemi ile ¢alisilan 40 numunenin 23
tanesi (%57.5) negatif idi. PCR negatif grupta ELISA yontemi ile ¢alisilan 24 numunenin
13 tanesi (%56.5) ise pozitif idi. Calismamiz, akut donemde PCR pozitif 40 hastanin
23’linde (%57.5) ELISA yonteminin KKKA hastaligini tespit etmede yetersiz kaldigni
gostermistir. ELISA yontemi ile %57.5 oraninda tani konulamayan hasta grubu goz oniine
alindiginda, tani icin ELISA 1iy1 bir test yontemi olmasina ragmen, bu hastaligin erken
tanisinda duyarligmin yiiksek olmasi nedeniyle RT-PCR yontemi 6ncelikle tercih edilmesi
uygun olacaktir.

Uretici firma verilerine gore c¢alismamizda kullandigimiz PCR ticari kitin
duyarhilig1 10° kopya/ml’dir. Kullandigimiz kitin duyarligi, géz 6niine alinirsa, viral yiikiin
gelisen immun cevapla azalmasi ve ya daha az sayida bir viriis yiikii ile enfekte olunmasi
durumunda uyguladigimiz PCR yOntemi ile viriis tespitinin miimkiin olamadig:
goriilmektedir. Ayrica PCR yontemi ile bagka tiir virlis tespiti ¢alismalarinda, PCR
inhibisyonu yaklasik %2.1 olarak bulunmus ve bu da yontemin etkinligini olumsuz
etkilemistir (151). Daha hassas tan1 metodlarinin gelistirilmesine ihtiyag¢ vardir.

PCR negatif grupta 13 numunede ELISA pozitifligi gézlenmesi, (her ne kadar
erken donem basvurulart cogunlukta olsa da) bu gruptaki hastalarin inkiibasyon ve
prehemorajik donem sonrasi saglik kurulusuna basvurdugunu diisiindiirmektedir. PCR’nin
negatif oldugu bu donem antikor olusumunu takiben viral temizlenmeyi akla getirmektedir.
Bu veriyi PCR negatiflesmesini altinci giinden itibaren tespit eden Burt ve arkadaslarmin
calismast da desteklemektedir (148). Duh (147) ve Wolfel (92) yaptiklar1 ¢aligmalarda
diistik viral ytiik ile IgG yiiksekliginin ters yonde iliskili oldugunu gostermislerdir. PCR
negatif ve ELISA pozitif buldugumuz grupta bu verilere bagli olarak viral temizlenmeyi
veya hastalarm 10° kopya/ml’den (Viriis saptama diizeyi= 10° kopya/ml) daha az viriis

diizeyi ile enfeksiyona sahip olduklarini diisiindiirmiistiir.
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Sonu¢ olarak; PCR, yiiksek duyarliligi nedeniyle akut donem (inkiibasyon ve
prehemorajik) igerisinde, KKKA viriisiinii tespit etmede altin standart olarak
degerlendirilebilir. Ortalama yedinci giinden itibaren viral temizlenme basladigindan, bu
donem sonras1 PCR ile viriis tespiti ihtimali kismen azalmaya baglayacaktir. PCR’ye ek
olarak ELISA testinin uygulanmasi daha fazla hastaya tani konmasini saglayacaktur.
Calismamizda da goriilecegi gibi akut donemde tek bagina ELISA testinin uygulanmasi
KKKA hastaliginin tanisinda yetersiz kalabilmektedir. Hastaligin erken tanisinda, erken
donemde RT-PCR yontemi uygulanmali, ileri evrelerde ELISA yontemi ile tani

desteklenmelidir.
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6. SONUCLAR

Stipheli vaka tanimina uyan hastalarin %59.5’inde viriis tespit edilmistir.

KKKA hastalig1 6liim oran1 %5.95 olarak tespit edildi.

Hastalik cinsiyet ayirimi yapmamaktadir (P>0.05).

Hastalik kirsal kesimde tarim ¢alisanlarinda sik goriilmektedir.

Kene temas1 (P<0.05), kwsal 6ykii ve hayvan temasit en sik bulunan risk
faktorleridir.

PCR(+) KKKA vakalarinda yas ortalamasi (40.1 + 20.3), PCR(-) bulunan siipheli
olgularda ise (36.0 = 19.9) dur. Gruplarin yas ortalamalar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p=0.156).

Hastalikta 6ne ¢ikan semptomlarin ates (%98.8), halsizlik (%95.2), yaygin viicut
agrist (%86.9) ve bas agrisi (%88.1) oldugu bulundu. En az gézlenen semptom ise
hemoraji (%8.3) idi.

Hastalikta trombositopeni ve 16kopeni (P<0.05) birlikteligi ve AST (%71.4), LDH
(%64.2) ve CK (%42.8) yiiksekligi anlamli idi (P<0.05). Bu bulgulara eslik eden
ates varhiginda ayirici tanida KKKA hastalig1 diisiintilmelidir.

Altin standart kabul ettigimiz PCR yontemi ile ELISA yontemi karsilastirildiginda
ELISA Sensivite : % 42.5, Spesivite: % 45.8, PPV: % 56.6, NPV: % 32.3 bulundu.
Hastaligin erken tanmisinda, erken evrelerde altin standart RT-PCR yOntemine

giivenilmeli ve ileri evrelerde ELISA yontemi ile tan1 desteklenmelidir.
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