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KIRIM KONGO KANAMALI ATESI/
(KKKA)

Ik olarak 1944 yilinda Kirirm’ da gorilmus ve Kirim
kanamali atesi adi verilmistir.

Daha sonra ayni belirtilerle 1956 yilinda Kongo’ da
gorulen hastaliga Kongo atesi adi verilmistir.

1969 yilinda her iki hastaligin da ayni oldugunun
anlasilmasi tGzerine hastalik Kirm-Kongo Kanamall

Atesi adiyla anilmaya baslamistir.



Bulas ve mortalite

« KKHA virlsu, insanlara kene isirigi ile
veya infekte hayvan ya da insanlarin; kan,
vicut sivilari veya diger infekte
dokularinin direkt temasi yoluyla bulasir.

« KKHA virtsu belirli bélgede bulunan
keneler ile-insanlar-keneler arasinda
dolasimdadir.

. Literatlrde cok sayida nozokomiyal bulas
tanimlanmistir

« Mortalite %3-30 arasinda degismektedir







Enfeksiyon hayvanlarda, insanlara nazaran
daha yaygindir.

Ancak, herhangi bir belirti gostermeden
seyretmektedir.

Insanlarda ise sporadik vakalar veya
epidemiler seklinde gorulebilmektedir.




Virtis o6zellikleri

« Buglin icin tanimlanmis olan viral

hemorajik ates etkeni olan virusler;

- Bunyaviridae, (KKHA’nin de etkeni)

- Filoviridae (Marburg viruis ve Ebola virus),

- Arenaviridae (Lassa virus ve Junin, Machupo,
Sabia ve Guanarito virus),

- Rift Valley fever virtis (RVFV) ve Hantavirus)
ve

- Flaviviridae (yellow fever virlis ve dengue
virus) gibi RNA virusleridir.




« KKHA virusu,

- Bunyaviridae ailesi-Nairoviris grubunda

- 100 nm buyukliginde, helikal kapsidli, zarfl
ve tek iplikli RNA 3 segment icerir (M,S ve L).

- Dezenfektanlara ve cevre sartlarina nispeten
dayaniksiz, konakci disinda yasayamaz,

- Kuru havada (56°C'de 30 dakikada),

- Hipoklorit ve %2 gluteraldehit gibi
dezenfektanlarla ve

- UV ile kolaylikla inaktive olur.




Virolojik tani

. Klasik yontemler olarak virts kulturd,
elektron mikroskopisi (EM), antijen ve
antikor saptama yontemler;
kullaniimaktadir.

« Her yontemin avantaj ve dezavantajlari
vardir.

« Hastaligin klinik seyrine gore
uygulanmasi gereken laboratuvar
yontemleri hastaligin evrelerine gdre
secilir;




« KKHA enfeksiyonunun dort evresi vardir;

- 1- lnkubasyon Dénemi: Kene tarafindan isirilma
ve virisun alinmasini izleyen genellikle 7-3 gin;
en fazla 9 giin olabilmektedir. Enfekte kan, vicut
sivisi veya diger dokulara dogrudan temas
sonucu bulasmalarda 5-6 giin, en fazla ise 13
gtin olabilmektedir.

- 2-Prehemorajik Dénem: Atesin (39-41°C), kas
agrisinin, bas agrisi ve bas donmesinin aniden
ortaya cikmasi ile karakterizedir. Bu evre
ortalama 3 giin surer (1-7 giin).

- 3-Hemorajik Dénem: Kisa, gnl 2-3 giin surer.

- 4-Konvelesan Dénem: Hemorajik déonemi atlatan

hastalarda hastaligin baslangicindan 710-20 giin
sonra baslar.




KKK Atesinin klinik ve laboratuvar seyri

= Trombosit say|s|

- Beyaz klre sayisi
Aspartat aminotransferaz
Alanin aminctiransferaz

PCR ilk dokuz gun
IgM (7 giin-4 ay) ve IgG (7 giin-5 yi)

Farkh bélgelerden (melena,
hematemez), dalginlik

7. gun

inkibasyen Prehemorajik donem Hemorajik donem K I
3-7 gun 1-7 90“ 2-3 gﬁn onveiasan




a) Virdis kiiltiiri:

duyarl bir yontem, biyoglvenlik-4 duzeyindeki
laboratuvar kosullari altinda yapilmasi gerekli
Hastaligin ilk gunlerinde (ilk bes giin) kan ve
dokulardan alinan 6rneklerden virus izolasyonu
yvapilabilir

Vero E6, BHK-21, SW 13, LLC-MK2, CER gibi hlicre
kualtarleri kullanilabilmekte ve sonrasinda
immunfloresans yontemi ile antijen varligi
gosterilmektedir.

Ayrica yeni dogan fareler virlis konsantrasyonunun
dusuk oldugu 6rneklerde virts izolasyonu amaci ile
kullanilabilmektedir.




b) Elektron Mikroskopi:

« Hizli bir yontem olmasina ragmen iyi
donanimli arastirma laboratuvari
kosullarini gerektirir.



c) Serolojik Tani.:

« EIA (enzim immun assay) yada indirek
immunfloresans gibi antikor saptama
yontemleri guvenilir olmasina ragmen
hastaligin erken dénemlerinde uygun
degildir.

« Antikor saptamada EIA testinin indirek
immunfloresans testinden daha duyarli
olduguna dair calismalar mevcuttur.




. KKKAV IgG ve IgM antikorlari en hizli olarak
hastaligin 5-7. gluiniinden itibaren ELISA ile
saptanabilmektedir. IgM'ler 4 ay, IgG'ler titrede
azalma olur ve 5 yila kadar saptanabilir

. Ozgiul antikorlar kanda belirlenmeden 6nce 6len
hastalarda bu ydntemle tani konulamayabilir. Bu
durumda tani, 6zellikle hastaligin ilk 5 glinunde
alinan kan ve doku 6rneklerinden virus
izolasyonu, spesifik antijenin tespiti ve RT-PCR
ile konur.




viremi

RT-PCR

Virus izolasyonu
—-

ELISA IgM IgG




« Hastaligi tekrar geciren (reenfeksiyon)
olmamasi nedeni ile antikorlarin é6mur
boyu koruyucu oldugu soylenebilir.



d) Molekliiler Yontemler-1:

« KKKA virisu RNA'sinin saptanmasinda RT-PCR
(reverse transkriptaz- polimeraz chain reaction)
yontemi enfeksiyonun erken dénemlerinde kan
ve doku orneklerinden en hizli ve en duyarli
yvontem olarak kullaniilmaktadir.

« Fakat ayri bir cDNA sentez asamasi olmasi ve
takiben PCR urunlerinin agar jel analizi
gerekliligi ve bazi vakalarda ikinci tur
amplifikasyon gerektirmesi gibi durumlar
nedeniyle zaman alici olarak
degerlendirilmektedir.




Amplification Plots
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d) Molekliiler Yontemler-2:

« RT-PCR yb6nteminde cogaltilan viral hedefin
miktarinin saptanamamasi ve testler sirasinda
cok sayidaki 6rnek nedeniyle artmis bir
kontaminasyon riski vardir.

« Real-time PCR ydntemi ise nispeten daha kolay,
daha fazla érnek calisiimasina uygun olmasi
nedeniyle son zamanlarda daha yaygin olarak

kullanilmaktadir.

« Refik Saydam Hifzissi
Viroloji Ref. Ve Aras.
Time PCR yontemi ku

nha Merkez Baskanligi,
_Laboratuvarinda, Real-

lanilmaktadir.



e) Gen dizilim analizi (sequencing) :

« Epidemiyolojik olarak dolasimdaki KKKA
virtslerinin genetik benzerliklerinin

ortaya konulmasi yani sira;
« Tanida kullanilan molekuler yontemlerde

hedef bdlgelerdeki mutasyonlara bagli
olabilecek genetik degisiklikler ve
dolayisiyla kullanitlan primer-problarin

dogrulugunun teyidini saglar.




Ttrkiye’de durum

Fark edilen Ilk olgu Mayis 2002’de Tokat’ta
Ates, bas agrisi, kas agrisi ve kanama sikayetler;
ile hastaligin KKKA oldugu anlasildi

Daha o6nceki yillarda da hastaligin var oldugu

tahmin ediliyor



KIRIM-KONGO KANAMALI ATESI VAKA BILDIRIM GIZELGESI
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Numune Alinmasi ve Gonderilmesi

. Hastalardan genellikle birden fazla serum 6rnegi
alinmakta ve laboratuvara gonderilmektedir.

« Hastanin ilk basvurdugu bulundugu ildeki
hastaneden alinan serum 6rnegini takiben
durumu daha agir seyreden hastalarin sevk
edildigi KKKA takibi yapilan merkezlerde 2. - 3.
kan 6rnegi alinmakta ve Il Saglhk Mudurlukleri
araciligi ile RSHMB, Viroloji Ref. Aras. Lab.
gelmektedir.

» Hasta bilgi formu eksiksiz olarak doldurulmalidir




KKKA LABORATUVAR TANISI-
RSHMB, Viroloji Ref.& Aras. Lab.

Virus kualtaro

Elektron mikroskopi
Molekuler yontemler *
Antikor aranmasi®
Gen dizilim analizi*
Antijen aranmasi

“ RSHMB Viroloji Lab. da calisilanlar



1- Virtis kdiltiird

Bulas riskinin yuksek olmasi nedeni ile
biyoguvenlik seviyesi 4 olan laboratuvarlarda
viras kalttrd ve izolasyonu dnerilmektedir.

Kaltir icin vireminin olduqu ilk bir hafta
icinde kan numunesi alinmasi onerilir.

Laboratuvarimizda KKKAV kulturu
vapiimamaktadir.

Fakat biyoguvenlik seviye-3 laboratuvar ihalesi
vapilmis olup calismalar devam etmektedir.




2—- Molekiiler yontemler

Real-time PCR ile viriis RNA’sinin goésterilmesi
Viremik dénem (0. glinden 12.-13. gline kadar
uzayabilir
Ornek: Hasta serumu

Kolon veya manuel ekstraksiyon yontemi ile RNA
elde edilir

“In-house” Real-time PCR yontemi uygulanir

Metod tek asamali olup, “ABl 7700” (GATA
Viroloji) yada “Strategene” (RSHMB Viroloji) cihazi
kullanilarak 40 dongude gerceklestirilir.




3. Antikor aranmasi-i

Antikor ELISA ve IFA yontemleri ile
arastirilabilir.

Ticari olarak satisa sunulmus CE
belgeli kit Gretimi henltiz yoktur.

Laboratuvarimizda CDC (ABD) den temin
edilen KKKA virusu antijenleri ile in-house
ELISA yontemiyle IgG ve IgM antikorlari
taranabilmektedir.




3. Antikor aranmasi—ii

. Ilk alinan serum 6rneginden Real-Time
PCR calisiimakta,

« 5. glnl gecmis drneklerde ise ELISA-IgM
arastiriimaktadir.

. llk 5 gtinde alinmis olmasina ragmen Real
time PCR yontemi ile “Negatif” cikan
hastalarda ELISA-IgM testi yapilmaktadir.




3. Antikor aranmasi-iii

« ELISA-IgG testi ise bir toplulukta hastaliga
karsi kazanilmis antikor yanitinin
saptanmasl icin serosurveyans
calismalarinda kullanilabilen bir

yontemdir. Ayrica tanisi stupheli
hastalarda ileri donemde test yapilabilir.




3. Antikor aranmasi-iv

« IFA yontemi ile KKKAV-IgM ve 1gG
saptanabilmesi icin RSHMB ile Euroimmun
firmasi ile yurutilen proje calismasi
vardir.

 Kit gelistirilebilmesi icin 6ncelikle KKKAV
antijenlerinin elde edilme gerekliligi

vardir
- Hiicre kultarande virus izolasyonu yada
- Diger molekiuler yontemler




2006 RSHMB KKKA LABORATUVARI
POZITIF VAKALARIN AYLARA GORE
DAGILIMI

Numunesi|Calisilan IgM alisilan PCR Pozitif
Gals igm | © Galis PCR P ozitifli
Gelen IgM

....|]Pozitiflik] PCR .... |Pozitiflik| Vaka
Pozitif Pozitif k Orani
Vaka Sayisi| Sayisi Orani Sayisi Orani Sayisi

2006/AY LAR

OCAK 0,00 0,00 0,00

SUBAT 0,00 0,00 0,00

MART 66,67 33,33 83,33

NISAN 61,76 16,67 78,13

MAYIS 52,63 33,33 66,67

HAZIRAN 27,36 38,20 57,19

TEMMUZ 24,60 10,81 41,82

AGUSTOS 13,66 0,00 19,82

EYLUL 7,99 0,00 14,04

EKIiM 0,00 0,00 0,00

KASIM 0,00 0,00 0,00

TOPLAM 2006




2006 KKKA VAKALARI- AYLARA GORE DAGILIMI
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2007 YILI RSHMB KKKA LABORATUVARI
IgM ve PCR POZITIFLERIN DAGILIMI
VAKA SAYISINA GORE
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2007 KKKA VAKALARI- AYLARA GORE DAGILIMI

Numunesi gelen vaka |IgM Pozitif

Ocak | I
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2007 KKKA VAKALARI- AYLARA GOoRE
DAGILIMI
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2008 YILI RSHMB KKKA LABORATUVARI
IgM ve PCR POZITIFLERIN DAGILIMI
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2006-2007-2008 KIRIM KONGO VERILERI
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2006-2007-2008 Vaka Artisi ve
Vaka Pozitiflik Oranlari

2008’in 2006’ya
Gore Vaka Artis
Oranlari (%)

GELEN NUMUNE
SAYISI

274,5

VAKA SAYISI

234,2

POZITIF VAKA S.

281,7

POZITIFLIK
ORANI




Sonuclar

. Her yil laboratuvara gelen 6rnek

sayllarinda artis olmaktadir

- RSHMB Bolge mudurliklerinde ayni
sistemlerin kurularak yuktn dagitilmasi
hedeflenmistir.

. Vakalara ait sonuclarin hizli olarak
hastanelere ulastirilabilmesi icin posta ile
resmi sonuc bildiriminin yaninda e-posta
yvoluyla sonuc bildirilmektedir

« Sonuclar;
« RSHMB

I Saglhk Md.leri M) Hastane




Gen dizilim analizi

. Ulkemizde 2006, 2007 ve 2008 villarinda farkl
illerden saptanan 53 adet KKKA virtstinin gen
dizilim analizleri yapilarak (RSHMB Viroloji-AU
Vet. Viroloji) Ulkemize komsuluk eden veya
etmeyen diger Ulkelerdeki KKKA virusleri ile olan
genetik benzerlikleri de ortaya konmus
durumdadir.

« Sonuc: KKKAV’lerinin real-time PCR testlerindeki
olasi hedef bolge farkliliklarinin saptanmasi icin
gen dizilim analizi yapilmasi gerekliligi vardir.




RSHMB VIROLOJI LAB. CALISANLARI ADINA
TESEKKURLER



