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OZET

Bakar, E. Bat1 Nil Viriisii Varhgimin Marmara Boélgesi Kan Donorlerinde Serolojik
ve Molekiiler Yontemler ile Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Tibbi Mikrobiyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2015.

Bat1 Nil Viriisii (BNV), Flaviviridae ailesinin Flavivirus cinsine ait olan Japanese
Encephalitis serokompleksinde, pozitif polariteli, zarfli RNA viriisiidiir. Tiim Bat1 Nil
Viriisii izolatlar1 tek bir serotip olusturur ve kokenlerin ¢ogu amino asid dizilerinin
ifadesine ve zarf protein dizilerindeki degisiklere dayanilarak genellikle 2 koken
icerisinde gruplandirilmistir. Ozellikle Culex sp. cinsi sivrisineklerin insanlari
isirmasiyla bulasan BNV enfeksiyonlarinin 6nemli bir kismi asemptomatik seyretmekle
birlikte MSS bulgular1 ve meningoensefalite tablosu gelismektedir. 1999 yilina kadar
BNV’nin cografi dagilimi Afrika iilkeleri, Ortadogu, Hindistan, Bat1 ve Orta Avrupa ile
sinirl1 olmasma karsin;  virtis 1999’da  ilk kez Amerika Birlesik Devletleri’nde
saptanmistir. Asemptomatik olarak seyreden ve viremisi semptomlar baslamadan sona
eren BNV etkeninin arastirilmasi gerekliligine dair ¢alismalar bildirilmektedir. Bu tez
calismasinda BNV tasiyicist olan kuslarin gé¢ yollar1 iizerinde yer alan "Marmara
Bolgesi" secilerek BNV seroprevalansimnin saptanmasi ve kan donorlerinde virlis
aktivitesinin tespit edilmesi amaglanmistir. 15 Haziran ile 15 Eylil 2014 tarihleri
arasinda Istanbul, Edirne, Sakarya ve Kocaeli illerinde bulunan kan merkezlerine
basvuran saglikli kan donorlerinden (yas araligi: 20-60, ortalama: 33.87 ) 226 serum ve
plazma 6rnegi toplanmistir. Bu kapsamda dondrlere epidemiyolojik risk faktorlerinin
sorgulandig1 anket formu doldurulmustur. Toplanan drneklerin 84’ii Istanbul iline, 60
ornek Edirne iline, 58 6rnek Kocaeli iline ve 24 6rnek Sakarya iline ait olup serum
orneklerinde BNV IgG ve IgM antikor varligi ELISA yontemi ile arastirilmistir. BNV
IgG ve IgM antikor pozitifliginin teyit edilmesi ise, indirekt immiinofloresan antikor
(IFA) testi ile yapilmistir. ELISA yontemi ile BNV antikor (IgM ve IgG) varligi aranan
orneklerin 2 (%0,9)’sinde 6zgiil BNV IgM antikor pozitifligi ve 2 (%0,9) 6rnekte BNV
IgG antikor pozitifligi saptanmistir. ELISA ile negatif bulunan fakat anket verileri
incelendiginde arboviral enfeksiyonlar agisindan yiiksek risk faktorlerini bulundurdugu
kabul edilen 42 dondre ait 6rnege IFA testi uygulanmis ve 42 6rnegin 4 (%9,5)’linde
(9,5) IgM antikor pozitifligi, 4 (%9,5)’linde ise 1gG antikor pozitifligi saptanmistir. Tiim
plazma 6rneklerinde BNV RNA negatif bulunmus olmasina ragmen bolgede saptanilan
seropozitiflikler sebebiyle viriisiin sirkiilasyonda oldugu ve kan {iriinleriyle bulas riski
g0z ardi edilmemelidir. Bu alanda daha genis ¢apli arastirmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Bati Nil viriisii, kan dondrii, seroprevalans, ELISA, IFA, PCR

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 44297
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ABSTRACT

Bakar, E. Bat1 Nil Viriisii Varhgimin Marmara Boélgesi Kan Donorlerinde Serolojik
ve Molekiiler Yontemler ile Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Tibbi Mikrobiyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2015.

West Nile virus (WNV) is an enveloped positive-sense RNA virus classified in
Japanese encephalitis serocomplex of Flavivirus genus in the family of Flaviviridae.
Sequencing and phylogenetic studies have shown that WNV can be divided into two
major genetic lineages. WNV is transmitted to humans by mainly Culex sp. infected
mosquito bites. Although significant number of WNV infections ends by asymptomatic,
causes Central Nervous System symptoms and meningoencephalitis affects in less than
1% of cases. Geographical distribution of WNV was limited Africa, the Middle East,
India, western and central Europe until 1999, however, the virus has been detected in
United States for the first time. Studies have been reported on the regarding the
investigation of WNV effects in which asymptomatic and symptoms end before starting
viremia. In this study; it is aimed detection of WNV seroprevalence and determination
of virus activity in blood donors selecting the Marmara Region which located on the
migration route of birds with infected WNV (between June 15— September 15, 2014).
226 sera and plasma samples were obtained from healthy blood donors (age range: 20-
60, mean age: 33.87) who were admitted to blood centers in Istanbul, Edirne, Sakarya,
and Kocaeli. 84 samples from Istanbul, 60 samples from Edirne, 58 samples from
Kocaeli and 24 samples from Sakarya were obtained. In this context, questionnaire form
was filled to donors which questioned epidemiological risk factors. The presence of
WNV IgM and IgG antibodies in the sera samples were screened by ELISA. Indirect
immunofluorescence antibody (IFA) test were performed for confirmation of WNV
IgM and IgG positive results. 2 (0.9%) sera samples were found WNV IgM positive and
2 (0.9%) sera samples were found WNV IgG positive by ELISA. 42 sera sample, had
found negative by ELISA but when data survey were examined which have high risk
factors for arboviral infections, were also investigated by IFA. 4 (9.5%) sera samples
WNV IgM and 4 (9.5%) sera samples WNV IgG have been determined positive. All
samples were investigated by real time RT-PCR however were found negative. Even
though we couldn’t detect WNV RNA presence in plasma samples, because of detected
seropositivity results in the region, circulation of the virus and risk of WNV
transmission with blood products shouldn’t be ignored. Therefore, further
comprehensive studies on this issue are needed.

Key Words: West Nile virus, Blood donors, seroprevalence, ELISA, IFA, PCR

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 44297



1. GIRIS VE AMAC

Bat1 Nil viriisii ilk kez 1937 yilinda Uganda’nin kuzeyindeki Bat1 Nil bolgesinde atesli
hastalik gegiren bir kadinin kanindan izole edilmistir. Insanlar, atlar, kuslar ve vahsi
hayvanlarda ¢esitli norolojik semptomlara neden olan viriisiin taksonomik o6zellikleri
incelendiginde, Flaviviridae ailesinin Flavivirus cinsinde yer almaktadir. BNV ayrica
bu ailede yer alan Japanese Encephalitis viriisii (JEV) serokompleksi ile yakin antijenik
iliskilidir(1,2,3)

BNV tek sarmalli, zarfli, yaklasik 50 nm dolaylarinda pozitif polariteli RNA’ya
sahip bir viriistiir. Virlisin genomu tek zincirli RNA yapisinda olup, 11000-12000
niikleotidden olugmaktadir. Yapilan filogenetik caligmalar sonucu BNV izolatlarinin
zarf (envelop, E) proteinlerindeki aminoasit degisiklikleri ve delesyonlara gore iki farkli
genotipte izolatlara sahip olugu belirlenmistir. Genotip 1 BNV izolatlar1 tiim diinyada
yaygin dagilima sahip olandir, ayn1 zamanda hem viriilan hem de ateniie suslar
icermektedir. Genotip 2 ise Ozellikle Sahra Alt1 Afrika ve Madagaskar’da bulunan
suslar1 igermekte olup Genotip 1°e ait suslara gore daha az viriilan 6zellikte oldugu
kabul edilmektedir (4,5).

BNV genomu tarafindan iiretilen viral proteinlerden ii¢li yapisal (kapsid [C],
premembran [prM]/membran [M] ve zarf [E]), yedisi yapisal olmayan (NS1, NS2a,
NS2b, NS3, NS4a, NS4b ve NS5) proteinlerdir. BNV yapisal proteinleri viral partikiil
olusumunda rol alirken yapisal olmayan viral proteinler, viriisiin transkripsiyon,
translasyon ve replikasyon mekanizmalarmin diizenlenmesinden sorumludur ve konak
antiviral yanitini zayiflatirlar (6).

Virlis oncelikle enfekte kuslardan beslenme yoluyla enfekte olan sivrisinek
vektorlerin, insanlar1 1sirmalari ile bulasir. BNV’ nin dogadaki enzootik dongiisii, primer
vektor Culex cinsi sivrisinekler ile kuslar arasindaki bulas dongiisiiniin korunmas: ile
gerceklesir. Bu sebeple Culex sp. cinsi sivrisinekler tasinma siklusunda en Onemli
vektorlerdir. Memelilerde kisa siireli viremi goriilmesi sebebiyle bulas dongiisiinde
onem tasimazlar. Enfeksiyonun goriildiigli atlar ve insanlar, daha c¢ok tesadiifi konak
(dead-end host) olarak kabul edilmektedirler. Viriisiin omurgalilara bulasi dncelikle

arthropod vektorler yoluyla olmasina ragmen artropod vektorler disinda, organ



transplantasyonu, kan transfiizyonu, emzirme, intrauterin bulas ve igne batmasi seklinde
cesitli yollarla da bulastig1 bildirilmistir (7,9).

BNV ile enfekte hastalarin yaklasik %80’inde hastalik asemptomatik
seyrederken hastalarin %20’sinde BNV atesi gelismektedir. Hastalarin yaklasik
%1’inde de menenjit, ensefalit ve akut gevsek paralizi ile seyreden ndroinvaziv hastalik
gelismektedir. Noroinvaziv olgularin %55-60’min ensefalit ile sonuclandigi, bunun da
%20’sinin 6liim ile seyrettigi tahmin edilmektedir (8).

BNV enfeksiyonlarmin tanisinda viriisiin izolasyonu, viral antijen tayini ya da
niikleik asidin saptanmasi ve viriise kars1 olusan 6zgiil immiin yanitin gosterilmesi gibi
yontemler kullanilmaktadir. Serolojik tanida JE kompleksi ile capraz reaksiyon
verebileceginden yalanci pozitif sonuglar goriilebilmektedir. Bu nedenle, (plak
rediiksiyon notralizasyon testi) PRNT testi ile gerekli dogrulamalar yapilmalidir. Viriis
izolasyonu viriisiin tanis1 i¢in altin standart olarak kabul edilmektedir (10).

Avrupa ve Akdeniz havzasi gibi endemik bdlgelerde ve Amerika’da BNV
enfeksiyonlarinin artmasiyla birlikte insan ve at populasyonlarini etkileyen genis
salginlar bildirilmektedir. Ulkemizin son yillarda salginlarin goriildiigii Yunanistan ile
yakin komsu olmasi ve kus goc yollar1 ilizerinde bulunmasi ve bu bdlgede bulunan
illerde BNV vakalarinin agirhikli olarak goriilmesi, iilkemizde BNV enfeksiyonunun
disiikte olsa aktivite gosterdigine isaret etmektedir. 2010-2011 yillar1 arasinda
Tiirkiye’de ilk kez insanlarda Manisa ve Sakarya illerinde akut BNV enfeksiyonu
olgular1 saptanmis ve uluslararasi bildirimi yapilarak belgelenmistir (11,12).

BNV’nin  {ilkemizde  sirkiilasyonu  bilinmesine  karsm, {lkemizde
seroprevalansinin Ozellikle batisindaki dagilimina iliskin  smirli sayida c¢alisma
mevcuttur. Calismamizin amaci; Marmara Bolgesi’nde ikamet eden ve calisma
kapsamindaki kan merkezlerine bagvuran saglikli kan dondrlerinde BNV varliginin
arastirilmasi ve kan bankaciliginda taranmasi gereken risk faktorlerinden olup olmadigi

hususunda katki saglamaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihge

Bat1 Nil viriisii (BNV) insanlar, atlar, kuslar ve vahsi hayvanlarda cesitli
norolojik semptomlara neden olan, sivrisinekler gibi artropod (eklembacaklr)’lar
yoluyla bulastig1 i¢cin arboviriis (Arthropod Borne) olarak adlandirilan viriis grubunda
yer alan, giiniimiizde yeniden 6nem kazanmis olan bir RNA virlisiidiir. BNV insan,
kopek, at, kus gibi ¢esitli konak tiirlerinde 6zellikle merkezi sinir sistemi (MSS)’ni
enfekte ederek hafif bir klinik tablodan menenjit, ensefalit veya dliime kadar uzanan
ciddi norolojik klinik tablolara kadar uzanan genis bir spektrumda hastaliga neden
olabilmektedir (1,2).

Bat1 Nil viriisii ilk kez 1937 yilinda Uganda’nin kuzeyindeki Bat1 Nil bolgesinde
atesli hastalik geciren bir kadinin kanindan izole edilmistir (3). Hasta, sarthumma
virlisiine ait genis epidemiyolojik calismalarin yapildig1r bolgede bulunmustur. Ancak
hasta serumunun fareye inokiilasyonuyla viriisiin izole edilmesi sonucunda 2 viriise ait -
Saint Louis Encephalitis viriisii (SLEV) ve Japon ensefalit viriisii (JEV)- fiziksel ve
patolojik 6zelliklerde benzerlikler oldugu ve bu viriislerle ortak immiinolojik baglantilar
oldugu goriilmiistiir. Indeks olguda yalnizca ates olmasima ragmen yeni kesfedilen viriis
ile yapilan ilk caligmalar viriisiin patogenezinin oncelikle MSS’yle iliskili oldugunu ve
bu iliskinin virlisiin ndrotropik 6zelligine isaret ettigini gostermistir (4). Viriisiin
epidemiyolojisi ve ekolojisi ise ilk kez 1950°’li ve 1960’lh yillarda Akdeniz
Havzasi’ndaki salgmlarda ayrintili olarak karakterize edilmistir. Bilinen ilk salgin 1951
yilinda Israil’de Hayfa disinda kiigiik bir kasabada ortaya ¢ikmustir. Etkenin insanlarda
ve atlarda neden oldugu nérolojik bozukluklar 1950’1i yillarin sonlarinda bildirilmistir.
1951 ve 1954 yillar1 arasinda Misir’daki salginlar viriisiin ekolojisini, epidemiyolojisini
ve klinik ozelliklerini anlamada daha da Onciiliik etmistir (5). Hayvanlar arasinda
yapilan serolojik caligmalarda virlisiin kuslarda ve insan harici memeli tiirlerinde
infektif oldugu gosterilmistir. BNV nétralizan antikorlarin 6zellikle kargalar olmak
iizere kuslar arasinda yaygin oldugu gosterilirken insan hari¢ bircok memeli tiiriinde de
infektif oldugu fakat Ozellikle atlarda siklikla semptomatik ve Oliimciil oldugu

bulunmustur (7).



Misir’da kesfedilen virlis yalnizca sivrisineklerden izole edilmis olup diger
artropodlardan izole edilmemis olmasi nedeniyle sivrisineklerin birincil vektdr olduklar:
goriislini ileri slirdlirmiistiir. Bu goriis, konaktan beslenmeyle baslayan enfeksiyonun
vektor dongiisiinii  yalnizca sivrisineklerin = siirdiirebildiginin ve virlis bulaginin
sivrisineklerin 1sirmasiyla aktarilmaya devam ettiginin gosterilmesiyle kanitlanmastir.
Boylece Culex cinsi sivrisineklerin birincil vektor oldugu ortaya konulmustur (13,5).

Literatiirde kayitli ilk epidemi 1951 yilinda Israil’den bildirilmis olup, ardindan
1954 ve 1957 yillarinda da salginlar goriilmiistiir. BNV 1957°deki Israil salgininda yash
hastalarda meningoensefalit etkeni olarak gosterilmis. Sonraki yillarda Fransa’da, 1974
yilinda Giiney Afrika’dan salgmlar bildirilmistir. Rusya’da, Ispanya’da, Giiney
Afrika’da ve Hindistan’da takip eden yillarda nadiren de olsa benzer salginlar
goriilmiistiir (14).

1970’11 yillardan 1980’li yillarin sonuna kadar salgmnlar c¢ok seyrek olarak
gorilmiistiir. 1990’1 yillarin ikinci yarisindan sonra BNV epidemiyolojisinde ve klinik
spektrumunda degisiklikler ortaya ¢ikmistir. 1996 yilinda Romanya’da ve Biikres’te
ciddi BNV epidemileri ortaya ¢cikmis ve agirhikli olarak kentsel merkezli salginlar
olarak kaydedilmistir. Ayrica bu salginlar semptomatik MSS enfeksiyonlariin tistiinliik
gostererek On plana ¢iktigr ilk salginlardir (4). Meningoensefalit tablosunun 6n plana
¢ikt1g1 salgmlar Fas (1996/2003), Tunus (1997), Italya (1998), Rusya (1999) ve Israil
(1998-2000)’den bildirilmistir (15) (Sekil 2-1).

Lineage 1a

[ Lineage 1b (Kunjin) «

] Lineage 1c¢ (India)
Lineage 2

- Lineage 3* (Rabensburg)

[y Lineage 4* (tick isolates)

- Lineage 5* {India)
Spanish lineage*

[ | Malaysian lineage*

5@3% Serological data only

* Putative lineage

Sekil 2-1: Bat1 Nil Viriisii’niin diinya genelinde dagilhimu (106)




1999 yilina kadar BNV’nin cografi dagilimi Afrika iilkeleri, Ortadogu,
Hindistan, Bat1 ve Orta Avrupa ile smirli olmasina karsin; virlis 1999°da Amerika
Birlesik Devletleri’'nde ilk kez saptanmis ve gecen zaman i¢inde tiim kitaya hizla
yayilarak onemli bir saglik sorunu haline gelmistir (8). Viriisiin bat1 yarimkiirede tespit
edilmesi New York sehrinde insanlarda goriilen ensefalit salgini sirasindadir. Salgmin
goriildigi bolgede meningoensefalit ve flasid paralizi gelisen 59 olgunun ortaya
cikmasi lizerine yapilan epidemiyolojik ve g¢evresel analizler, artropod kaynakli bir
viriisii (arboviriis) isaret etmistir. insan 6liimleri ile ortaya ¢ikan salgmm sorumlusunun
once St. Louis ensefalit (SLE) viriisii oldugu diisiiniilmiis; ancak ayni donemde sehir
icinde cok sayida 6lii ve 6lmek lizere olan kuslarin olmas1 ve SLE viriisiiniin kuslar1
enfekte etme Ozelliginin olmamasi, dikkatlerin baska bir arboviriis {izerinde
yogunlagsmasina neden olmustur. Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezi (Centers for
Disease Control and Prevention, CDC) tarafindan yapilan ¢aligmalarla, etken Bat1 Nil
viriisii olarak tanimlanmis ve bu susun 1998 yilinda Israil’de dolasan viriis ile homolog
oldugu belirlenmistir (16).

2002 yilinda Amerika’daki BNV vakalarinda carpici ve beklenmedik bir artis ile
284 oliime sebep olan 4156 insan enfeksiyonu vakasi bildirilmistir (17). Bu vaka
sayisindaki ani artisin muhtemelen ABD’deki iklim kosullarinin sivrisinek ¢ogalmasini
desteklemesi ile virlis yayillimmin en giineydeki eyaletlere sigramasi sonucu oldugu
diistiniilmektedir. Virlistin, 2002 yil1 itibariyle Kanada ve Kolombiya, Karayipler ve
Meksika gibi Giliney Amerika ilkelerine yayilimi ile Amerika kitas1i da, BNV

enfeksiyonlari i¢in endemik bolge haline gelmistir (17,1).

2.2. Viriisiin siniflandirmasi

BNV’nin taksonomik 0Ozellikleri incelendiginde, Flaviviridae ailesinin
Flavivirus cinsinde yer almaktadir. Flavivirus cinsi i¢cinde yer alan viriisler klasik
serolojik kriterlere gore antijenik 6zelliklerine dayanilarak farkli antijenik komplekslere
ve alt komplekslere; modern filogenetik yontemler ile de kollara, gruplara ya da tiirlere
ayrilmaktadir. BNV ayrica bu ailede yer alan Japanese Encephalitis virtisii (JEV)
serokompleksi icinde yer almaktadir ve yakin antijenik iliskilidir. Bu sebeple JEV ile
capraz reaksiyon verebilmektedir. JE’nin diger iiyeleri arasinda, Murray Valley
encephalitis virus (MVEV), Saint Louis encephalitis viriisii (SLEV), Koutango virus
(KOUYV), Cacipacore virus (CPCV), Alfuy virus (ALFV), Yaounde virus (YAOV),



Usutu virus (USUV) ve Kunjin virus bulunmaktadir. Ozellikle Kunjin viriis antijenik ve
genetik benzerlik yoniinden BNV nin alt tip1 olarak tanimlanmaktadir (18) (sekil 2-2).

Yapilan filogenetik ¢alismalar sonucu BNV izolatlarinin zarf (envelop, E)
proteinlerindeki aminoasit degisiklikleri ve delesyonlara gore iki farkli genotipte
izolatlara sahip olugu belirlenmistir. Genotip 1 BNV izolatlar1 tiim diinyada yaygin
olarak goriilen, ayn1 zamanda hem viriilan hem de ateniie suslar1 igermektedir (19,20).

Genotip 1 izolatlar1 dagilimlarina goére 3 alt dalda (clade) gruplandirilmistir.

WViriis Kisaltmasi Cografi Dagilwm
Cacipacore CPC Giiney Amerika
Eoutango ECQT Afrilca
Japanese encephalitiz JB Asya
Asustralya
MMurray Walley encephalitiz MWVE Asmstralya
Alfuy ALFE Asmustralva
=t Louiz encephalitia =LE Kuzev Amerika
Giiney Amerika
Wezt Wile encephalitiz W Afrika, Asva Avrupa,
Kuzey Amerika
Kunjin ETTN Avustralya
Taounde TAO Afrilca

Sekil 2-2: Japon ensefaliti serokompleksinde yer alan viriislerin dagilimm (104)

Genotip 1-1a dagilimi Afrika, Avrupa, Asya ve Amerika suslarimi igerirken,
Genotip 1-1b Avustralya’da saptanan Kunjin virus suslarmi ve Genotip 1-1c ise
Hindistan suglarmi icermektedir. Genotip 2 ise Ozellikle Sahra Alt1 Afrika ve
Madagaskar’da bulunan suslar1 icermektedir (Sekil 2-3). Genellikle asemptomatik
enfeksiyonlarla iligkilendirilmektedir ve Genotip 2’ye ait suslarm, Genotip 1’e ait
suglara gore daha az viriilan 6zellikte oldugu kabul edilmektedir. Fakat yakin donemde
Avrupa’da Genotip 2’ ye ait birkag viriilan sus saptanmustir (21). Son yillarda Giiney
Afrika suslarmin ciddi ensefalit olgular ile iliskili oldugu da bildirilmektedir. Genotip
1’e ait BNV suslari ciddi insan hastaliklarina sebep olmaktadir ve bu suslarin genellikle
noroinvaziv hastalik ile iligkili oldugu bildirilmektedir. Son ¢alismalarda ise her iki
susunda yiiksek ve diisiik noroinvazivite ile iliskili fenotiplerin oldugu gosterilmistir.

Son zamanlarda baska genetik kokenlerin varlig1 da bildirilmistir. Her iki susun viriilan



ve atteniie tiirleri icermekte olup, patojenitelerindeki farklilign, viriisiin prM, E veya
yapisal olmayan proteinlerindeki spesifik bdlgeleri kodlayan niikleotidler ile iliskili

olabilecegi belirtilmektedir (22).
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Sekil 2-3: Bat1 Nil Viriisii Filogenetik Sitmflandirmasi (103)
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Lingage 2

2.3. Viriisiin Yapisi ve Genomik Organizasyonu

BNV tek sarmalli, zarfli, yaklasik 50 nm dolaylarinda pozitif polariteli RNA’ya
sahip bir viriistiir. Virlistin genomu tek zincirli RNA yapisinda olup, 11000-12000
niikleotidden olusmaktadir. Viral serin proteazlar ve cesitli hiicresel proteazlar
tarafindan tek bir poliproteinin proteolitik olarak ayrigmasi ile 10 olgun viral protein
iiretilmektedir. Bunlardan ti¢ii yapisal (kapsid [C], premembran [prM]/membran [M] ve
zarf [E]), yedisi viral replikasyona katilan yapisal olmayan (NS1, NS2a, NS2b, NS3,
NS4a, NS4b ve NS5) proteinlerdir (22). Viral poliproteinler ¢oklu transmembran



alanlar1 igerdiginden, olgun viral proteinlerin her birinin poliproteinlerden kesilme
isleminden sonra endoplazmik retikulumun (ER) limen bolgesinde mi yoksa
sitoplazmik bdlgesinde mi lokalize olup olmayacagma karar verir. C, NS3 ve NS5
proteinleri sitoplazmik alanda, PrM, E ve NSI proteinleri limende, NS2A, NS2B,
NS4A ve NS4B proteinleri ise endoplazmik retikulumun ¢ift zarli memrani icerisinde

lokalize olur (6,24) (Sekil 2-4).

2.3.1. Yapisal Proteinler

BNV’lerin sahip oldugu zarf, viriise ait M (membran) ve E (zarf) proteinlerinin
gomiilii oldugu ¢ift tabaka lipidden olusmaktadir. Zarfin igerigi kaynaklandigi konak
hiicresine gore degisebilmektedir. Zarf proteini (E) glikoprotein yapisinda olup viriis
partikiilindeki major antijenik determinanttir. E proteini virlisiin konak hiicresine
baglanmasmma ve flizyonuna aracilik etmektedir (24,23). BNV’nin yapisal
proteinlerinden C, ana kapsid proteinidir ve genomik RNA’y1 baglar. Viryonlar i¢cinde
lokalize olmustur ve fark edilebilir bir niikleokapsid simetrisi yoktur ve kapsid
proteinlerinin E yada M proteinleri ile, viryon zarfinin i¢ tarafinda bir iligki
gozlenmemistir (25). PreM ise viriisiin bir araya gelisi sirasinda erken flizyonu onler,
ayrica E proteininin olgunlagsmasina katkida bulunur. E ve M proteinleri, viriise kars1 B
ve T lenfosit yanitindan sorumludur. E proteini en 6dnemli yapisal ve immiinolojik
proteindir. Virlisiin hemagliitinasyonunu ve konak hiicreye yapismasmi saglayan en
onemli viriilans faktoriidiir. Ayrica viriisiin serotip 0zgiilliglinii belirler ve ndtralizan

antikorlarm ana hedefidir (26).
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Sekil 2-4: Bat1 Nil viriisii sematik yapisi ve elektron mikroskobisi goriiniimii (27)



2.3.2. Yapisal Olmayan Proteinler (NSP)

Yapisal olmayan viral proteinler, virlisiin transkripsiyon, translasyon ve
replikasyon mekanizmalarinin diizenlenmesinden sorumludur ve konak antiviral
yanitin1 zayiflatirlar. NS1 proteini, viral RNA replikasyonunda kofaktdr olarak islev
gortir ve BNV ile enfekte hastalarin serumlarina ytliksek miktarlarda (> 50ug/ml) salinan
tek yapisal olmayan proteindir. Ayrica hastaligin siddeti ile baglantilidir. NS2A, RNA
replikasyonu ve viral partikiillerin olgunlasmasinda 6nemli rol oynayan, hidrofobik, ¢cok
fonksiyonlu zara bagli bir proteindir. Ayn1 zamanda interferon beta (IFN-B)
transkripsiyonunun ana baskilayicisi olarak islev goriir ve boylece IFN- yanitini inhibe
etmis olur. NS2B, NS3 proteolitik aktivitesi i¢in gerekli kofaktor proteindir. NS3 ise
cok fonksiyonlu bir protein olarak helikaz, proteaz ve NTPaz aktivitesine sahiptir.NS3
proteininin viral proteaz aktivitesi, yapisal olmayan proteinleri, viral proteinlerden
ayirma, enzim aktivitelerini kodlama ve bu fonksiyonlar1 yaygin sekilde karakterize
etme seklindedir. NS3 ve NS2B kompleksinin zarla iliskisi etkili poliprotein islemi i¢in
gereklidir. NS4A endoplazmik retikulum modifikasyonu ve hizli yayilimmdan sorumlu
iken; NS4B interferon yanitini bloke eder. NS5 en biiyiik ve korunmus flavivirus
proteinidir ve viral poliproteinlerin C-u¢ bolgesinde konumlanmistir. NS5 proteininin
N-ug¢ bdlgesi S-adenozil metionin metil transferazi kodlar. C-u¢ bolgesi ise RNA ya

bagimli RNA polimerazi kodlar (27) (Sekil 2-5).

l 11 11 11
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ﬂmsz B/MNS3 proteaz
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Sekil 2-5: Bat1 Nil viriisii genomik yapisi ve proteinleri (27)

2.4. Viriisiin Replikasyon Dongiisii
BNV Kkiiltiirde, ¢esitli primer hiicrelerde ve kus, memeli, amfibi ve bocek
tiirlerinden elde edilmis ¢ok c¢esitli devamli hiicre hatlarinda replike olabilmektedir. Bu
durum, viriisiin hiicreye giriste yiiksek 6l¢iide korunmus reseptdrleri ve hiicreye giris

molekiillerini kullandigin1 ya da bu seceneklerden birini diisiindiirmektedir. Bu
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diisiinceye alternatif olarak, BNV nin farkli hiicre tiplerinde ve konak tiirlerinde bu
fonksiyonlar1 gergeklestirmek i¢in farkl hiicresel proteinleri kullandig: diisiintilmektedir
(28). Virilisiin kullandig1 reseptorler tam olarak bilinmemekle beraber, in vitro
kosullarda hiicre ylizeyinde baglandig1 ¢esitli proteinler DC-SIGN, DC-SIGNR ve
integrin avP3 olarak bildirilmistir (29). Virlis hiicreye tutunduktan sonra hiicre igine
klatrin aracili endositoz yolu ile girmektedir. Endozomun asidifiye olmasi ile birlikte E
proteinin 3 boyutlu yapisi degisir ve bu olay viriis ile hiicre membraninin flizyonu ile
sonuclanir. Viral niikleokapsid sitoplazmaya serbestlenir. Pozitif tek iplikli viral RNA
dogrudan mRNA gorevi iistlenir ve translasyonu sonucu biiyiik tek molekiil halinde bir
poliprotein Onciilii sentezlenir. Daha sonra hiicresel ve viral proteazlarm etkisi ile 3 adet
yapisal (zarf proteini; E, dncilil membran proteini; prM ve kapsid proteini; C) ve 7 adet
yapisal olmayan protein (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B ve NS5) a¢iga cikar.
Protein kesiminin bir kismimi endoplazmik retikulum liimeninde bulunan konaga ait
sinyal peptidaz enzimi gerceklestirirken geri kalan peptid baglarint viriise ait NS3
proteazi keser. Genom replikasyonu viriis proteini ve bunlar1 c¢evreleyen konak
membranindan olusan replikasyon kompleksi ad1 verilen yapilar iginde gerceklesir. NS5
bolgesinin kodladigt RNA-bagimli-RNA polimeraz enzimi pozitif sarmali kalip olarak
kullanarak zit polariteli negatif RNA sarmalini sentezler. Bu negatif sarmal da
infeksiydz pozitif sarmalin sentezlenmesinde kalip olarak kullanilir. BNV’nin
toparlanmasi viriisiin indiikledigi ER kaynakli membranlar i¢inde gerceklesir ve viriis

tomurcuklanmasi immatiir viryonlarin liimene atilmas1 seklindedir (30,6).
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Sekil 2-6: Bat1 Nil viriisii replikasyon dongiisii (27)

Immatiir virionda E ve prM proteinleri heterotrimerik dikensi yapilardir. ER-
golgi sekresyon yolunda hafif asidik kompartmanlardan gecerken E proteinlerinde
yapisal degisimler olur ve viriis ylizeyindeki E proteinleri anti paralel dimerler olarak
diizlesir. Asidik kosullarda prM virionda bagli kalir ve viryon yilizeyinde c¢ikinti
olusturur. PrM proteinlerinin viriis ylizeyinde ¢ikint1 olusturmasi bu proteinin konaga ait
furin benzeri serin proteazlar tarafindan kesilmesini kolaylastirir. prM proteinin
kesilerek uzaklastirilmasi ile viriisiin olgunlagma siireci tamamlanir. Olgun viriis
ekzositoz yolu ile hiicreden disar1 salinir (23,31) (Sekil 2-6). Enfekte hiicrelerde ¢ok
yiiksek miktarlarda protein sentezlenmesi durumunda ER stresi indiiklenebilir, boylece
UPR (unfolded protein response) olarak bilinen sinyal ag1 aktive olur. UPR en az ii¢
farkli mekanistik sinyal yolagi ile ¢ok sayida genin sentezini diizenler. Boylece ER
icinde protein hemostazi stirdiiriilmiis ya da apoptozis indiiklenmis olur (32). Her bir
virion, E ve prM yapisal proteinlerin her biri i¢in 180 kopya ve bir genomik kopya
icermelidir. Yeterli miktarda protein sentezinin yapilmadigi durumda virion

olgunlasmasi gerceklesmemektedir (33).
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2.5. Viriisiin Yasam Dongiisii

BNV’nin dogada kalisi, 300’den fazla konak kus tiirii ile kuslardan kan emen
bircok sivrisinek tiirtiniin vektorliigli vasitasi ile olmaktadir. Kuslar, virlisiin dogal
olarak ¢ogaldig1 birincil konaklaridir. Ozellikle kaz, tavuk, kirlangi¢ ve giivercinlerde
yiiksek prevalanstan s6z edilmektedir. Viriis oncelikle enfekte kuslardan beslenme
yoluyla enfekte olan sivrisinek vektorlerin, insanlar1 isirmalar ile bulasir. Viriisiin bulag
yogunlugu, enfekte sivrisineklerin beslenme aligkanliklar1 ve sivrisinek yogunlugu ile
bolgesel ekolojiye baghdir. Bu faktorler insanin enfekte sivrisinege maruz kalma
sikligin1 etkilemektedir. BNV’nin dogadaki varligi, primer vektdr Culex cinsi
sivrisinekler ile kuslar arasindaki enzootik bulas dongiisii ile korunur. Bu sebeple Culex
tiirli sivrisinekler tasinma siklusunda en 6nemli vektorlerdir (9).

Virlis, memeli canlilarda yiiksek viremi olusturmadigindan dolayi, bulas
dongiisiinde 6nem tagimazlar. Enfeksiyonun goriildiigii at ve insanlar, daha ¢ok tesadiifi
konak (dead-end host) olarak kabul edilir, diisiik ve kisa siireli viremi olustururlar.
Boylece viriis insanlarin ve atlarm kaninda ¢ok miktarda cogalamadigindan enfekte olan
at ve insanlar1 1siran sivrisinekler viriisii baskalarina tasityamazlar, boylece viriisiin insan
ve diger memeliler arasinda yayilmasinin engellendigi belirtilmektedir (34). Etken daha
az olarak, koyun, kedi, kopek gibi hayvanlarda da goriilmiis fakat bu hayvanlar ile
insanlar arasinda herhangi bir bulas bildirilmemistir. Ancak yapilan bir arastirmada,
viriisin go¢men kaz siiriiler1 arasinda vektdr aracili olmadan bulasabildigi tespit
edilmistir (35). BNV, enfekte kusu 1sirmasi ile sivrisinege girmekte, midesine tutun-
duktan sonra dokularinda replike olmaktadir ve sitopatik etki yapmadan sinegin yasami
boyunca persiste kalmaktadir (Sekil2-7). Viriisiin, kis mevsimi boyunca, yillik yeni
enfeksiyon siklusunun baglangicina kadar hayatta kalmasi1 gerekmektedir. Sivrisinekler
yumurtalarmi kirli ve durgun su kenarlarina birakmaktadirlar ve yine bu alanlarda
yasayan yabani kuslarin kani ile beslenmektedir. Bu sinekler yasam alanlarmna yakin
bolgelerde yasayan memeli canlilara sabahin erken saatlerinde ya da aksam vakitlerinde

saldirarak kan emme sirasinda tiikiiriikklerinde bulunan viriisii bulastirirlar (2,1).
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Bati Nil Virls( Bulas Dénglisi’
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swrisinekler  SIKIUS vektdr

Rastlantisal konak/son konak

Kuslar A ﬁ _

wopru vektor sivrisinekler
Sekil 2-7: Bat1 Nil Viriisii Bulas Dongiisii (16)

Bir sivrisinek tiirlinlin, BNV nin vektorii olarak g6z Oniine almabilmesi i¢in
olmasi gereken kriterlerden bazilari;

1- In vitro kosullarda sivrisinek tarafindan beslenmek icin alman enfekte kanm,
sivrisinek tarafindan bulastirilmas1 ve BNV nin etkili bir sekilde enfekte etmesi,

2- Sahadaki sivrisinek tiirlerinin yogunlugunun yeterli diizeyde olmasi,

3- Sahadaki sivrisinek tiirlerinden BNV nin izolasyon siklig1 (36).

Culex tiirti sivrisinekler, BNV’ nin major ¢ogaltic1 vektorii olmasina ragmen en
az 11 cinse ait sivrisinek tlriinden izole edilmistir. Bunlar: Aedes, Aedemomyia,
Anopheles,  Coquilletidia,  Culiseta,  Deinocerites,  Mansonia, = Mimomyia,
Orthopodomyia, Psorophora ve Uranoteania’dir. Virlisiin Avrupa ve Afrika’daki
yaygin vektorleri; Culex pipiens, Culex univittatus ve Culex antennatus’dur. Asya’daki
major vektorler; Culex tritaeniorhynchus, Culex vishnui ve Culex pseudovishnui.
Avustralya’da baslica vektor Culex annulirostris, Kuzey Amerika’da ise Culex pipiens
ve Culex restuans kuzeyde, Bat1 Amerika’da Culex tarsalis, Gliney Amerika’da ise
Culex quinquefasciatus 1ise major vektorlerdir (9). BNV bulas dongiisiinde
sivrisineklerin yani sira, kenelerinde rolii olabilecegine dair ¢aligmalar yapilmis olup

virlis, Argasidae (yumusak) ve Ixodidae (sert) kenelerden izole edilmistir (34).



14

Kanatlilar, yiiksek diizeyde viremi olusturduklarindan BNV i¢in en Onemli
rezervuardir. Kuslar, 6zellikle gogmen kuslar viriisiin dogal rezervuaridir, bu sebeple vi-
riistin herhangi bir bolgeye ilk kez veya tekrarlayan defalarda girisinde onemli rol
oynamaktadirlar. Saha ve laboratuar calismalar1 ile bir¢ok kanath tiirlinlin BNV
enfeksiyonuna duyarli oldugu gosterilmistir. Viriis kanatlilara enfekte sivrisineklerin
isirmasi ile bulasir ve kanatlilarda uzun siireli olan yiiksek viremi olusturur. Go¢men
olmayan yerli viremik kuslar viriis yayilimmna katkida bulunuyor olsa da viremik
goemen kuslarin BNV nin uzun mesafelere yayiliminda en etkin ajan olduklar1 yaygin
olarak kabul edilen goriistiir. Ayn1 zamanda gdo¢men kuslarin davranislar1 salginlarin
zamanlamas1 ve siddeti yoniinden kritik bir determinanttir. Kanatlilar arasinda yaygin
olarak g6z Oniinde bulundurulan baslica rezervuar Passeriformes tiirleri olmasina
ragmen bir¢ok takima ait (Charadriiformes, Falconiformes, Strigiformes) tiir viriisiin
rezervuari olarak tanimlanmistir. Anseriformes (6rdekler), Columbiformes (giivercinler)
ve Piciformes (agacgkakanlar ) tiirlerinde ise sivrisinek tiirlerini enfekte edebilecek
yeterli viremi diizeyi olugsmamaktadir (9,34).

Primer BNV bulas dongiisiinde 6zellikle rol oynayan tiir ev sergesidir. Hem
Avrupa’da hem de Kuzey Amerika’da genis populasyona sahiptir. Bu bdlgelerde yogun
olarak bulunmasi, sahadan toplanan tiirlerin BNV yo6niinden siklikla seropozitif olmasi
ve laboratuar calismalarinda uzun siireli-yliksek viremi gostermesi bakimindan major

rezervuar olarak g6z Oniinde tutulmaktadir (34).

2.6. Bat1 Nil Viriisii Epidemiyolojisi

BNV, ilk kez tespit edildigi 1937°den beri Afrika kitas1 boyunca, Orta Dogu’da,
Kita Avrupasi’nda, Rusya, Hindistan, Endonezya, Avustralya ve 1999’dan beri
Amerika’nin kuzeyi ve Orta Atlantik bolgelerinde bulunmaktadir. Enfeksiyonun yiiksek
derecede endemik goriildiigii alanlarda, BNV kaynakli enfeksiyonlar genellikle ya
dikkatten ka¢maktadir yada siirli sayida salginlar seklinde goriilmektedir (37).

BNV vakalar1 Akdeniz iilkelerinden Fas, Tunus, Cezayir, Misir ve [srail’de
endemik olarak goriilirken, 1990’11 yillardan beri gelisen vakalarla diinyanin dogu
yarim kiiresindeki Rusya, Cek Cumbhuriyeti, Macaristan, Romanya, Fransa, Portekiz,
Ispanya, Italya, Makedonya ve Yunanistan gibi bircok iilkede belirlenmistir. BNV
Amerika’da ilk kez 1999’da 62 vakadan 7’sinin Oliimiine yol agan bir salginda

goriildiikten sonra hizla kitanin bat1 ve giiney eyaletlerine yayilmistir. Kanada’da, ABD
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ile benzer sekilde 1999°da 1 kisinin 6liimii ile ortaya ¢ikan BNV enfeksiyonu, 2002-
2009 yillar1 arasinda 3573 vakaya ulasmistir ve bu salgmlarda ¢ogunlugu ensefalit ile
karakterize 43 hasta hayatini1 kaybetmistir. ABD ve Kanada gibi diinyanin bati yarim
kiiresindeki tiilkelerde gelisen bu salginlar, Meksika, Arjantin, Kolombiya, Karayip
Adalar1 ve Venezuela gibi iilkeleri de kapsayarak genislemistir. Boylece 21. yiizyilda
BNV enfeksiyonlari; sivrisineklerin uygun yasam alanlar1 ile yabani kuslarin go¢
yollarinin iizerinde bulundugu, diinyanin bir¢ok {ilkesinde genis bir cografyaya
yayilmistir (38).

Avrupa ve Akdeniz havzasi gibi endemik bdlgelerde BNV enfeksiyonlarinin
artmastyla birlikte insan ve at populasyonlarmi etkileyen genis salgmlar
bildirilmektedir. Insan ve at popiilasyonlarindaki goriilme sikligmin artmasiyla birlikte
bu bolgelerdeki BNV ekolojisi daha iyi anlagilmaktadir. 1990’11 yillardan itibaren
bildirilen salginlara bakildiginda c¢ogunlukla Akdeniz havzasindan; Arnavutluk (1994),
Fas (1996), Tunus (1997-2003), Romanya (1996-2000), Israil (1999-2000), Rusya
(1999-2001) ve Fransa (2003)’dan bildirilmistir. At populasyonlarin etkileyen salginlar
ise Fas (1996-2003), Italya (1998), Israil (2000) ve Giiney Fransa (2000-2003)’dan
bildirilmistir (9).

Gocmen kuslarmn BNV’ nin Akdeniz Havzasi1 ve Avrupa’ya girisiyle iliskili
olduklarina dair birgok calisma (Israil, Polonya, Romanya ve Cek Cumhuriyeti)
bildirilmistir. Portekiz’de yapilan calismalarda 1971-2004 yillar1 arasindaki BNV
izolatlarmin genom wuzunluklarinin  karsilagtirilmas1  ve filogenetik analizlere
dayandirilarak virlisiin bolgeye tekrarlanan girislerinin oldugu gosterilmistir (39). Bu
hipoteze gore gdocmen kuslar Afrika’da kisi gecirdikleri yerlerde virlis ile enfekte
olduktan sonra Avrupa’ya gocleri ile birlikte viriisii Afrika yoniinden kuzeye dogru
tasirlar. Boylece bu hipotez ile salgmlarin ni¢in kus go¢ yollar1 tizerindeki, go¢gmen kus
populasyonu, vektdr ve rezervuar gibi es zamanli bulunmasi gereken faktorleri
barindiran sulak alanlarm bulundugu bélgelerde ya da yakin cevrelerindeki kentsel

alanlarda oldugu a¢iklanmaktadir (35, 40) (Sekil 2-8).
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Sekil 2-8: BNV salginlari ve kuslarin ana gog yollar1 (105)

2.6.1. Tiirkiye’de BNV Epidemiyolojisi

Ulkemizde insan arboviriis enfeksiyonlarina iliskin ilk c¢alisma, 1964 yilinda
Refik Saydam Hifzissthha Enstitiisinden Heperkan ve Ari ile John Hopkins
Universitesinin ortaklasa olarak yaptigi c¢alismadir. Izmir, Erzurum, Adana ve
Diyarbakir illerinde alman toplam 559 serum 6rneginde hemagliitinasyon inhibisyon
yontemiyle antikor arastirilmis ve sonugta Bat1 Nil viriisii veya buna yakin bir viriisle
meydana gelen bir hastaligin {ilkemizde de oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada ayrica
yasin ilerlemesiyle seropozitifligin arttigi ve olgularin tanimlamasinin yapilabilmesi i¢in
bildirimi zorunlu hastaliklar arasina alinmasinin uygun olacagi da vurgulanmistir (41).
Daha sonra 1966 yilinda Serter tarafindan Izmir ve civarindan Ege Universitesi Tip
Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklar1 klinigine menengial bulgularla getirilen hastalarin
1/3’lniin viral oldugu ve bunlarm c¢ogunlugunun da Arboviruslar tarafindan
olusturuldugu klinik ve laboratuar kanitlariyla bildirmistir (42).

Hayvan kaynakli bir ¢aligmada Viyana {iniversitesinden Radda tarafindan Orta

ve Dogu Anadolu illerinden alinan 214 evcil hayvana ait serum 6rnekleri ile yapilmistir.
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Ankara ve ¢evresinde BNV veya ona yakin bir etkenin aktif oldugu, Hatay cevresinde
de muhtemelen BNV’ nin aktif oldugu bildirilmistir (43). 1970’11 yillarda Giineydogu
Anadolu bolgesinde 937 kisinin serum Orneklerinde BNV seropozitifligini hemagliiti-
nasyon inhibisyon yontemiyle calisilmis ve Giineydogu Anadolu bolgesindeki degisik
illerde %38 1ile %47,8 arasinda degisen oldukca yiiksek oranlarda seropozitiflik
bulunmustur ve ayrica seropozitifligin yasla birlikte arttigim1 vurgulanmistir. Ancak bu
ve benzeri calismalarda elde edilen sonuglarin, Flaviviriisler arasinda izlenen ve
hemaglutinasyon inhibisyon yontemi gibi gruba 6zgiil testlerde ortaya c¢ikan antijenik
capraz reaksiyonlara bagli olmasi kuvvetle muhtemeldir (44).

Yine 1971 yilinda Refik Saydam Hifzissihha Enstitiisii ile Ege Universitesinin
Orta ve Bat1 Anadolu illerinde yiiriittiikleri koyun ve insanlar1 kapsayan calismada da
Izmir, Istanbul, Ankara ve Konya’da BNV seropozitiflikleri saptanmustir (45). Serter
tarafindan 1980 yilinda yapilan Ege bolgesi kaynakli bir baska calismada yine
hemaglutinasyon inhibisyon yontemiyle 1074 kisinin %29,1'inde BNV antikorlar1
saptanmis, bunun %74'liik bir boliimii de ndtralizasyon testiyle dogrulanmistir(46).

Ozkul ve arkadaglar1 2006 yilinda Tiirkiye nin 10 farkli ilinden (Hatay, Adana,
Antalya, Mugla, Izmir, Sanlurfa, Bursa ve Ankara) ¢esitli hayvanlar ve insanlari
kapsayan bir sero-epidemiyolojik ¢alisma gerceklestirmislerdir. Toplanan serumlarda
BNV’ye kars1 gelisen notralizan antikorlarm varligmi arastirmislardir. Bu ¢aligmanin
sonucunda BNV seropozitiflikleri hayvanlarda %1-37,7, insanlarda ise %?20,4 olarak
bildirilmistir (47).

Gilineydogu Anadolu bolgesinde Sanlurfa ve Siverek'de 2007 yilinda yapilan
bir baska caligmada, 181 saglikli kisiden alman serum 6rnekleri indirekt immunfloresan
yontemi ile BNV ye karsi olusan IgG smaifi antikorlar yoniinden arastirilmistir. Calisma
sonucunda seropozitiflik %16 olarak bulunmus ve bu seropozitifliklerin %9,5’1 plak
rediiksiyon noétralizasyon testi ile dogrulanmustir. Bu calisma sonucunda iilkemizde
vektor aktivitesi ile dogru orantili olarak insanlarda olas1t BNV enfeksiyonlarinin varlig:
gosterilmistir (48). Orta ve Kuzey Anadolu’da 2516 kan dondriinde yapilan bir diger
calismada, BNV ye kars1 olusan IgG sinifi antikorlar ELISA teknigi ile arastirilmastir.
Calismada 90,99 (25/2516) oraninda IgG pozitifligi saptanmis olup, Ankara, Konya,
Yozgat ve Sivas bolgelerinde yasayanlara ait orneklerin %0,56 (14/2516)’s1 plak
rediiksiyon nétralizasyon testi ile dogrulanmistir. Dort dondre ait olan 6rnekler ise BNV

[gM yoniinden reaktif olarak saptanmig fakat viral RNA saptanamamistir. Bu calisma



18

ile Orta Anadolu’da BNV’nin viral aktivitesinin varligi gosterilmistir (49). Bir baska
calismada etiyolojisi bilinmeyen aseptik menenjit/ensefalit olgularindan alman 87
serum ve BOS oOrneklerinde yapilan calismada, ELISA ve IFA yontemleri ile BNV’ye
kars1 IgG ve IgM smifi antikorlarin varligr arastirilmistir. BNV pozitif bulunan 6rnekler
real time PCR teknigi ile de tekrar degerlendirilmistir. BNV-IgM antikorlar pozitifligi
hastalarin %9,2’sinde, IgG antikor pozitifligi ise %3,4’sinde tespit edilmistir. Antikor
pozitifligi gozlenen biitlin serum ornekleri ve bunlara ait BOS 6rnekleri real time-PCR
ile viral RNA yoniinden negatif bulunmuslardir. Ancak antikor pozitifligi saptanan bazi
orneklerde Dengue ve Sandfly fever virilisiine karsi antikor tespit edildigi ig¢in
Tirkiye’deki flaviviruslarin ve bunlarin vektdrlerinin epidemiyolojik 6zelliklerinin
ortaya konulmasma ihtiya¢ duyuldugu vurgulanmistir (50).

2010 -2011 yillart arasinda Refik Saydam Hifzissthha Merkezi’ne Tirkiye nin
15 farkli ilinden (Ankara, Adana, Antalya, Kocaeli, Afyon, Konya, Manisa, Sakarya,
[zmir, Mugla, Isparta, Balikesir, Diyarbakir, Aydm, Karaman) gelen siipheli olgularin
orneklerinin incelenmesiyle 47 olguya BNV enfeksiyonu tanist konmustur. 47 olgudan
40’mda noroinvaziv belirtiler goriilmistiir. Avrupa Birligi vaka tanimina goére bu
vakalardan 12'si kesin, digerleri olas1 vaka olarak tanimlanmistir. Yapilan calisma ile
Tirkiye’de ilk kez insanlarda akut BNV enfeksiyonu olgular1 saptanmis ve uluslararasi
bildirimi yapilarak belgelenmistir. Vakalarin agirlikli olarak Bati illerinden bildirilmesi
de BNV nin Tiirkiye’nin batisinda endemik hale geldigine isaret etmektedir (11).

2011 yilinda olgularin saptanmasi devam etmis, Ankara ve Eskisehir kaynakli
es zamanli olarak at ve insan olgular1 saptanmis ve yapilan kismi genom analizlerinde,
iilkemizde dolasimda bulunan virlisin "Lineage 1" izolatlarina benzerligi ortaya
konulmustur (51). Vakalarin sivrisinek populasyonunun cogaldigi yaz mevsiminde
ortaya ¢ikmasi ve cogunlukla kus go¢ yollar1 iizerinde bulunan illerde agirlikli olarak
goriilmesi, tilkemizde BNV enfeksiyonunun diisiikte olsa aktivite gosterdigine isaret
etmekle beraber enfeksiyonlarm viriisiin biyolojik dongiisii ile uyumlu oldugunu

gostermektedir (52).

2.6.2. Bulas Yollan

Bat1 Nil virilisiinlin omurgalilara bulasmasinda primer yol Oncelikli olarak
artropod vektorler yolu iledir. Birgok bolgede yaygin olarak bulunan Culex pipiens cinsi

sivrisinekler virus bulaginda en etkili tiir olarak gosterilmektedir. Virlistin omurgalilara
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oncelikli bulasinin artropod vektorler yoluyla olmasina ragmen artropod kaynakli
olmayan bulas yollar1 da yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir. 2002 yilinda ABD’de
goriilen epidemi sirasinda yapilan calismalarda viriisiin artropod vektorler disinda,
organ transplantasyonu, kan transflizyonu, emzirme, intrauterin bulas ve igne batmasi
seklinde ¢esitli yollarla da bulastig1 bildirilmistir (9).

Agustos 2002°de ABD’de ilk kez intrauterin bulas rapor edilmistir. Gebeliginin
27. haftasinda meningoensefalit belirtileri géstermesi sonucu yapilan testlerde BNV
I[gM yoOniinden pozitif oldugu tespit edilmistir. Dogum sonrasi yapilan taramada
yenidoganda serolojik olarak BNV enfeksiyonu gosterilmisg, bilateral koryoretinit ve
serebral dokuda kistik hasar oldugu tespit edilmistir (53).

Anne siitii ile bulas yine 2002 yilinda ABD’de goriilen epidemide bildirilmistir.
Kan transflizyonu yapilan bir gebe hastada meningoensefalit gelismesi sonucunda BOS
ornegi BNV yoniinden pozitif olarak saptanmistir. Dogumdan sonra anne siitiinde
niikleik asit varlig1 hem de bebegini emzirmesi sebebiyle yenidoganda IgM pozitifligi
goriilmiistiir (53).

Kan transfiizyonu ile bulas yine 2002 yilinda ABD’de olusan epidemi sirasinda
bircok enfeksiyonun transflizyonla iliskili olmasiyla goriilmiistiir. Bu yil icerisinde
(CDC)’ye bildirilen 61 vakadan 23’linde, viremili dondrden kan {riinii nakli sonrasi
alictda BNV  enfeksiyonunun gozlenmesi ile transfiizyonla bulasin olabilecegi
dogrulanmigstir. 23 alicinin 13’tinde BNV ile iliskili meningoensefalit, 2’sinde Bat1 Nil
atesi gozlenmistir (54,55)

Transflizyon ile bulas kan iriinlerinin (eritrosit, trombosit veya plazma) nakli
sonrasinda olmaktadir. Diisiik diizeyli ve kisa siireli vireminin goriildiigii asemptomatik
enfeksiyonlarda BNV seropozitifliginin arastirilmasi bulagi Onlemede yetersiz
kalmaktadir. Bu veriler 15181nda Food and Drug Administration (FDA) kurulusu 2003
yilinda kanlarin kan donoérleri acisindan taranmasini istemistir. Ancak enfeksiyona ait
semptomlar hastalarin ancak %20’sinde ortaya ¢iktig1 i¢in bu ¢caligmalar etkisiz olmus,
daha sonra tarama i¢in niikleik asit testlerinin (NAT) kullanilmas: gerektigini
vurgulamistir. FDA onay1 alan NAT, asemptomatik viremik dondrlerin saptanmasinda
kullanilmaya baslanmistir. 2003 yilinda Amerika ve Kanada’da kan dondrlerinde
niikleik asit amplifikasyon testleri ile tarama baglatilmistir. 2003 ve 2004 yillari
arasinda kan dondrleri arasinda yapilan taramalarda >1000 potansiyel BNV viremik

kan donortii tespit edilmistir. Bununla birlikte 2003 yilinda transfiizyon kaynakli 6 BNV
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vakasi, 2004 yilinda 1 BNV vakasmin enfektif kan komponentlerinin diisiik
konsantrasyonlu olmasi ile tarama testlerinden kagtigi bildirilmistir (55).

Agustos 2002°de organ transplantasyonu ile bulasin oldugu ilk olgular ortak bir
dondrden organ nakli yapilan 4 kiside goriilmiistiir. Alicilarin hepsinde ates, 3’linde
meningoensefalit klinigi gelismistir. Dort alicida da BNV enfeksiyon tanisi
konulmustur. Organ donoériinden alinan serum ve plazma 6rneklerinde PCR yontemi ile
BNV tespit edilmistir (56). Kronik immiinsiiprese organ transplant hastalarinda BNV
hastalig1 yoniinden risk ciddi oranda artmaktadir. 2002 yilinda Toronto ve Kanada’ da
solid organ alicis1 transplant hastalarinda tahmin edilen noroinvaziv BNV hastaligi
riskinin genel populasyona oranla 40 kat daha fazla oldugu bildirilmistir (57). 2002
yilinda ayrica, mesleki maruziyet sonucu edinilmis iki BNV enfeksiyonu da rapor
edilmistir. Iki laboratuar calisani BNV siirveyans: i¢in hayvan otopsisi yaparken
perkiitan6z el yaralanmasi sonucunda enfekte olmus, her iki olguda da gelisen

enfeksiyon hafif seyretmis ve kendiliginden tamamen iyilesmistir (58).

2.7. Patogenez

BNV’nin yayilimi ve patogenezi ile ilgili edinilen bilgilerin cogunlugu rodent
modeller iizerinde yapilan c¢alismalarla saglanmaktadir. Enfekte sivrisinegin
isirmasindan sonra BNV ile enfekte keratinositler ve Langerhans hiicreleri lenf
nodlarina go¢ eder ve boylece primer viremi baglar. Sonrasinda viriis ilk replikasyon
safthasinin ortaya ¢iktigi, sirasiyla enfekte lenf diigiimleri, makrofajlar, B hiicreleri,
folikuler dendritik hiicrelerde replike olur. Dendritik hiicreler bolgesel lenf diiglimlerini
infekte ederken interferon Tip-1 ve Tip-2 salgilayarak kontagiyoz yayilmayi
simirlandirir Daha sonra infeksiydz virus afferent kanallara ¢ikar ve torasik kanal
aracilifiyla dolagima katilir. Viremi sirasinda bir¢ok ekstranéral doku hematojen yolla
virus tarafindan infekte edilir ve bu dokulardan viriisiin salinimi viremiyi devam ettirir
epitel hiicreleri ve makrofajlar, sonrasinda bobrek ve dalak gibi periferik i¢ organlara
yayilir (Sekil 2-8). Viremi diizeyine bagli olarak viriis kan-beyin bariyerini geger ve
MSS’ne girer. BNV’nin MSS’ne girisi ile ilgili olarak One siiriilen cesitli goriisler
mevcuttur Viriisin  beyine girisi, vireminin en Yyiiksek oldugu donemde
gerceklestiginden, MSS’ne yayilimin hematojen yol ile oldugu diisiiniilmiis, ancak daha
sonraki calismalar kan-beyin bariyerini agsmada ek olarak bazi ¢oziiniir inflamatuvar

faktorlerin de rol oynadig1 gosterilmistir. Endotelyal hiicre gecirgenliginde TNF-a
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aracilt degiskenliklerin virisin hem MSS’ne girisini hem de olfaktor néronlar ile
olfaktor loba yayilimmi kolaylastirdigr diisiiniilmektedir. Bir diger mevcut goriis ise
viriisin MSS’ne dogrudan rejenere olmus aksonlar araciligi ile periferal noronlardan
tasinmasi yolu ile ya da immiin sistem hiicreleri araciligi ile viriisiin MSS’ne kagak
yollarla girisi ile oldugu 6ne siiriilmektedir (59, 60, 8). BNV enfeksiyon gelisimi hem
konak faktorlerine hem de virlis susuna bagl olarak degiskenlik gosterebilmektedir.
Patojenitenin dogal immiin yanit ile iligkisinin IFN-o/B yanitinin akut faz sirasinda
eksiklik gostermesiyle, ekstrandral dokularda viriis replikasyonunun artmasi ve viriisiin
hizla beyine girmesi seklinde oldugu belirtilmektedir. Viriis sinir sistemine ulastigi
donemde hiicrelerde fonksiyon bozukluguna, erimeye, dokularda yangiya neden
olmaktadir (61,62). Sonraki asamada mononiikleer hiicreler enfeksiyon bdlgesine gog
ederler. Fakat bu sathada, ilerleyisin enfeksiyonun durdurulmasi yoniinde mi yoksa
enfektif hiicrelerin yikimi ve sitokinlerin salmimi ile patogeneze katki saglanmasi
yoniinde mi olacag1 acik olarak bilinmemektedir. Oliimciil BNV enfeksiyonunun
patolojik bulgular1 "beyinde yaygin bir enflamasyon" ve "spinal kordonda kiiclik
hemorajilerle yaygin bir ndronal dejenerasyon"dur. MSS’deki patolojik degisimler,
noronal ve glial hiicrelerdeki viral ¢cogalma, enfekte hiicrelere sitotoksik immiin yanit,
yaygin perivaskiiler enflamasyon ve mikroglial nodiil olusumlarinin dogrudan sonuglar1
ile olmaktadir (62,59). BNV insanlarda en sik beyin korteksi, talamus, beyin sap1, bazal
ganglionlar, serebellum ve omurilik noronlarinda saptanmaktadir. Fakat enfeksiyonun
olfaktér sogani ve hipokampiis’te de saptandigi olgular mevcuttur. Beynin birgok
alanlarinda ve omurilikte viriisiin senkronize olarak goriilmesi, MSS’ne giris yolunun
belirgin bir sekilde hematojen yayilma yoluyla oldugunu diisiindiirmektedir. Olii insan
olgularindan alinan otopsi 6rneklerinde yapilan histolojik analizlerle elde edilen gliozis
kanitlari, BNV enfeksiyonu sirasinda mikrogliyal hiicrelerin ve astrositlerin de
katilimimin oldugunu belirtmektedir (63).

Virlise kars1 kazanilan immiin yanit BNV enfeksiyonlarinin eradikasyonunda
onemli rol oynamaktadir. Viriisiin E proteinine kars1 gelisen notralizan antikor yaniti ile
prM/M ve NSI proteinlerine karst olusan antikorlarm da koruyucu oldugu
gosterilmistir. Farelerde yapilan ¢alismalarda, subkiitanz enfeksiyondan dort giin sonra
ortaya ¢ikan 0zgiil IgM tipi nétralize antikorlarin vireminin sinirlandirilmasi ve viriisiin
MSS’ne girisinin onlenmesinde ve hastaligin gidisinin belirlenmesinde 6nemli oldugu

saptanmistir (64,60).
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Sekil 2-9: Viriisiin deri icine girisi ve BNV enfeksiyonunun baslangic patogenezi

(103)
2.8. Bat1 Nil Viriisii Enfeksiyonunun Klinik Ozellikleri

Disi sivrisinek viremik vertebrali konaktan kan emerek enfeksiyon etkeni
viriisleri alir. Etken viriis, sivrisinek konagin orta bagirsak epitelyum hiicrelerini enfekte
eder ve bazal lamina boyunca yayilarak sivrisinegin tikriikk bezlerine yerlesir.
Sivrisinegin 1sirmastyla birlikte tiikiiriiglinde bulunan viriisler insanin kan dolasimina
girer. Plazmada serbest olarak dolasan viriis duyarli olan kapiller endotel, makrofaj,
monosit ve retikiiloendotelyal hiicrelerine gider. Viriisiin bu dokularda ¢ogalmasi ile ilk
viremi tablosu gelisir (65,66). BNV enfeksiyonu insanlarda, subklinik enfeksiyondan
oliime kadar degisik klinik tablolara sebep olmaktadir. Norolojik bulgularin gelismedigi
olgular Bat1 Nil atesi olarak adlandirilirken meningoensefalit gibi norolojik bulgularn
gelistigi olgular ise Bati Nil meningoensefaliti olarak adlandirilmaktadir. BNV ile
enfekte hastalarin yaklasik %80’inde hastalik asemptomatik seyrederken hastalarin
%20’sinde BNV atesi gelismektedir. Dogal olarak olusan enfeksiyonlarda inkiibasyon
periyodu 2-15 giin arasindadir ve grip benzeri hastalik seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Bat1
Nil viriisii enfeksiyonlarmin semptomlar1 bas agrisi, ates, sirt agrisi, deride kizarikliklar,
lenfadenopati seklinde goriilmektedir. Daha siddetli olgularda bas agrisi ile birlikte
goriilen yiiksek ates, viicut kaslarinda zayiflik, boyunu dik tutamama, uyusukluk,

zihinsel karisiklik, koma, kas titremeleri, konviilziyonlar ve sonugta paraliz seklindedir.
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Bas agris1 BNV enfeksiyonu i¢in ¢ogu zaman O6nde gelen bir bulgu olabilir. BNV
menenjiti genellikle ates, bas agris1 ve ense sertligine yol acar. Cocuklarda goriilen Bati
Nil atesi olgularinda makiilopapiiler dokiintii goriilmektedir. Ciddi enfeksiyonlar
pankreatit ve hepatit ile de sonuglanabilmektedir (66,67).

Hastalarin yaklasik %1’inde de menenjit, ensefalit ve akut gevsek paralizi ile
seyreden noroinvaziv hastalik gelismektedir. Noroinvaziv olgularin  %55-60min
ensefalit ile sonuclandigi, bunun da %?20’sinin 6liim ile seyrettigi tahmin edilmektedir
(67). Ensefalit riski yasla birlikte artarken, transplantasyon hastalarinda da diger
immunkompromise hastalardaki yliksek risk belirsiz olsa da, siddetli seyreden habis
BNV hastalig1 geciren kisilerde tanimlanmistir (8).

2000 yilinda ozellikle ABD'de yukaridaki semptomlarla seyreden 19 BNV
enfeksiyonu olgusunun %90’inda ates, %58’inde bas agrisi, %21’inde boyunu dik
tutamama, %58’inde mental degisikligi, %42’sinin kaslarinda zayiflik, % 11’inde
serebellar anomaliler saptanmustir (67). Yine 2000 yilinda Israil’de saptanan 417 BNV
olgusunda yiiksek ates (%98,3), bas agris1 (%57,9), koma durumu (%16,7), gastro-
intestinal semptomlar (%18,5), nérolojik semptomlar (%9,4) saptanmistir. Hastalarda
mortalite oran1 (%14,1) ve 6len hastalarmn (%87,9)’unun 70 ve iizeri yas grubunda
oldugu belirlenmistir (68). Noroinvaziv rahatsizlik geciren hastalardaki 6liim
oranlarinin  genellikle %10 civarinda oldugu belirtilmektedir. ileri yas oliim ile
sonug¢lanan BNV enfeksiyonlar1 i¢in en 6nemli risk faktorii olurken, 40 yasindan kiigiik
olan hastalar arasindaki oran %0,8 iken 70 yas ve tistii hastalar arasindaki 6liim orani
%17 olarak degismektedir.  Biling degisiklikleri ile goriilen ensefalit, diyabet,
kardiyovaskiiler rahatsizliklar, hepatit C viriis enfeksiyonlar1 ve immiinsupresyon 6liime

neden olan olas1 diger risk faktorleridir (69,70).

2.9. Kan transfiizyonu acisindan Bat1 Nil Virusunun Onemi

Kan transfiizyonu veya doku/organ transplantasyonu, bir¢cok tibbi uygulamada
onemli bir tamamlayici tedavi yontemi olmakla birlikte, bagiscilardan alicilara
patojenlerin tasinmasi agisindan risk tagimaktadir. Son yillarda kan transfiizyonu ve
organ transplantasyonu ile tasman patojenlerden biri olarak gosterilen BNV niin bu yol

ile tagmnabildigi ilk olarak ABD’de gosterilmistir (71,9).

BNV enfeksiyonlu asemptomatik dondrlerin transfiizyon kanlarinda ve

transplante edilecek dokularinda siklikla ¢ok diisiik seviyelerde bulundugu bildirilmistir.
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Kisa siireli gecici viremi, BNV ile enfekte sivrisinegin isirmasindan sonra meydana
gelmektedir ve inkiibasyon periyodu yaklasik 6 giinde sonlanmaktadir. Hastada antikor
yanitinin meydana gelmesi ile birlikte viremi ortadan kalkmaktadir. BNV antikorlarmin
yoklugunda, viremili asemptomatik dondrler enfeksiyozdiirler ve kan transfiizyonu veya
organ transplantasyonu ile alicilara viriisiin taginmasi agisindan yiiksek riske sahiptirler.
Ayrica 1°C-6°C arasinda saklanan kan Orneklerinde viriisin 42 giine kadar
enfeksiyozitesini korudugu belirtilmistir (72,73). Kan transflizyonu bulas: ile ilgili
detayl bilgiler 2.6.2°de Bulas Yollar1 bashiginda verilmistir.

2.10. Tam

BNV enfeksiyonu ve bircok arboviriis enfeksiyonu, hastalarda ensefalit nedeni
olabilmektedir. Ya da nonspesifik viral sendromlar seklinde goriilmektedir. BNV
benzeri klinik semptomlar gosteren, ensefalit, aseptik menenjit ve atesli hastalik etkeni
bircok patojen bulunmaktadir. Bu durum ayirici tanida g6z 6niinde tutulmalidir. (CDC)
BNV tanisinda hastanin klinik 6zelliklerine ve hikayesine dayanilarak enfeksiyonun
varligindan siiphenilebilir. Fakat tan1 konulabilmesi i¢in spesifik laboratuar testlerinin
sonuclar1 gereklidir (74).

BNV enzootik aktivitesinin veya yerel insan vakalarmin goriildiigii durumlarda
hastaligin varligma dair klinik siiphe daha da yilikselmelidir. Yaz sonu veya sonbaharin
erken donemlerinde ya da sicak iklime sahip yerlerde yilin herhangi bir doneminde ates,
bas agrisi, kas gii¢siizliigii, eritematdz dokiintiisii olan agiklanamayan ensefalit veya
menenjit bulgular1 mevcut hastalarda BNV enfeksiyonu akilda tutulmalidir (16,75).

BNV enfeksiyonlarmin tanisinda viriisiin izolasyonu, viral antijen tayini ya da
niikleik asidin saptanmasi ve viriise karsi olusan 6zgiil immiin yanitin gosterilmesi gibi
yontemler kullanilmaktadir. Tanida, viriis izolasyonu altin standart olmasina ragmen
yiiksek viremi izlenen vektorler ve kuslar haricinde, insanlarda ortaya ¢ikan viremi
diisiik diizeyde oldugundan genellikle viriis izolasyon ¢alismalarinda istenilen basari
elde edilememektedir (74, 8) (sekil 2-9).

Hastalik siiphesi olan kisilerde ve klinik belirtilerin goriildiigii donemde, serum,
beyin omurilik sivis1 (BOS) ve diger viicut sivilarinda viriis teshis edilebilmektedir.
Serolojik tanida, iki hafta ara ile alinan serum Orneklerinde dort katlik titre artisi
onemlidir. Sonucun pozitif bulunmasi akut enfeksiyonun bir gdostergesidir. Ancak

yinede yakin bir filaviviriis ile ¢capraz reaksiyon vermediginden emin olunmalidir. BNV,
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genellikle JE kompleksi ile capraz reaksiyon verebileceginden yalanci pozitif sonuglar
goriilebilmektedir. Bu nedenle, (plak rediiksiyon notralizasyon testi) PRNT testi ile
gerekli dogrulamalar yapilmahdir. Ayrica hemaglutinasyon inhibisyon, kompleman
birlesme reaksiyonu gibi testler, gruba 6zgiil ve total antikorlar1 saptamalar1 yoniinden
ve duyarlhiliklarinin daha diisiik olmasi nedeniyle yaygin olarak kullanilmamaktadir
(76,77). Hastaligin 8-14 giinlerinde alinan serumda veya hastalifin baslangicindan
itibaren ilk sekiz giin i¢cinde aliman beyin omurilik sivisinda IgM antibody-capture,
enzyme-linked immunosorbent assay (MAC-ELISA) yontemi ile BNV’ye kars1 IgM
yapisinda antikorlarin saptanmasi en etkili tan1 yontemidir. Viriis, immiin sisteminde
sorun olmayan kisilerin kanindan 10. giine kadar, immiinstipresif kisilerin kaninda ise
28. giine kadar izole edilebilir (78). Viremi 4-8. giinlerde pik yapmakla birlikte, diistik
titrelerde (10°/mL) saptanabilmektedir. Uzun siire saklanacak ornekler -70 de muhafaza
edilebir. Fakat oOrneklerden sadece antikor bakilacaksa oda sicakliginda 48 saat
muhafaza edilebilir. Gaita, idrar ve bogaz siiriintii Orneklerinden viriis izole
edilememistir (77).

Periferik kandaki total lokosit miktar1 normaldir ya da kismen yiikselir.
Noroinvazif hastalik goriilen hastalarin BOS incelemelerinde glukoz diizeyleri normal,
protein diizeyleri yiikselmis (genellikle <150 mg/dL) ve lenfositlerin artis gosterdigi
orta-diizey pleositoz (genellikle <500 hiicre/pL) goriliir (75).
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2.10.1. Viriis izolasyonu

BNV izolasyonu i¢in hem sivrisinek hem dememeli dokularindan tiiretilmis
hiicre hatlarininin (Vero E6- RK-13- AP61- C6/36) kullanildig1 hiicre kiiltiirleri
kullanilmaktadir. Doku, serum, plazma ve BOS oOrneklerinden ekimler yapilmakta
ancak kolaylikla izole edilememektedirler. Viriis izolasyonu viriisiin tanisi i¢in altin
standart olarak kabul edilmektedir. Viremi seviyesinin yiiksek seyrettigi vektorler ve
kuslar disinda, insanlarda ortaya cikan viremi diisiik diizeyde ya da sonlanmis
oldugundan virus izolasyonu nadiren miimkiindiir. Buna karsin, beyin ve diger solid
dokular gibi otopsi materyallerinden virus izolasyonu yapilabilir (79,80).

Bat1 Nil viriisii ile ilgili arastrmalar, biyogiivenlik seviyesi 3. derece olan
laboratuar (BSL-3, Biosafety Level-3) kosullarinda yapilmalidir. Sitopatik etkinin
goriilmesi genellikle 7 giine kadar siirer. Hiicre kiiltiirlerinde sitopatik etkinin
saptanmast halinde, 6zgiil monoklonal antikorlarmm kullanildigi1 IFA veya RT-PCR

yontemleri ile virus liremesinin dogrulanmasi yapilmalidir (80,81).

2.10.2. Antijen Testleri

Tarama caligmalarinda kullanilmak iizere kanatlilarda ve sivrisineklerde viral
antijenlerin saptanmasi amactyla gelistirilen farkli yontem ve duyarliliklara sahip ¢esitli
ticari test sistemleridir (VecTest™, RAMPT™). Enfekte sivrisineklerde BNV ’nin
niteliksel tayinini amaglayan VecTest BNV antijen testi hizli bir immuno kromatografik
testtir. Antijen testleri niikleik asit testlerine oranla daha diisiik duyarliliga sahip
olmalarina ragmen genellikle siirveyans ¢aligmalarinda tercih edilmektedirler. Yapilan
sivrisinek siirveyans c¢alismalarinda ciddi oranda BNV enfeksiyon oranlarma

rastlanmaktadir (82,73).

2.10.3. Molekiiler Testler

BNV genomu genellikle enfeksiyon sonrasi periferik kanda 2-3 ile 14-18 giinler
arasinda saptanabilir. Bu zaman araliginda serum ve/veya plazma Orneginde viral
RNA’nin belirlenmesi miimkiindiir. Molekiiler ydntemlerin analitik duyarhiligi
yiiksektir. BNV enfeksiyonunun tanisinda tarama amaciyla siklikla kullanilan yontem
viral RNA’nin reverse transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) yontemiyle
saptanmasidir. Beyin ve diger dokularda BNV’nin saptanmasinda ve flaviviruslarin

identifikasyonunda polimeraz zincir reaksiyonu testi yiiksek duyarliliga sahiptir.
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Konvansiyonel RT-PCR’mn duyarliligi temel olarak BNV’nin hedef dizisine baghdir
(10). Son yillarda gelistirilen TagMan deney sistemleri, klasik PCR yontemlerine gore
daha duyarli sonu¢ vermekte ve daha iyi kantitasyon saglamaktadir. TagMan-RT-PCR
tekniginin klasik PCR teknigine nazaran daha hassas oldugu yapilan bir c¢alismayla
ortaya konmustur (82). TagMan prob temelli testler viral RNA teshisinde oldukca
hassas olmasina ragmen bazen viriise ait yeni varyantlar1 bulmada yetersiz kalmaktadir.
"SYBR Green" temelli testler TagMan testleri kadar duyarlidir ancak daha az 6zgiilliige
sahiptir. Ozgiilliigiin azalmas1 her iki test i¢in de dezavantaj olabilir. Ciinkii cesitli
virlislerden kaynaklanan yanlis pozitif sonuclarin ortaya ¢ikmasina neden olur. Buna
ragmen BNV varyantlarmi daha iyi tanimladigi ve daha ekonomik oldugu
belirtilmektedir (10).

Ayrica virlisteki genetik cesitlilige baglh olarak ya da primer/prob baglanma
dizilerinde mutasyon bulunan suslarda, niikleik asit testlerinin etkinlikleri ve

duyarliliklar1 degismektedir (83).

2.10.4. Serolojik Testler

Insanlarda BNV enfeksiyonunun tanisinda giiniimiizde "6zgiil antikor tespitine
dayali yontemler" yaygin olarak kullanilmaktadir. Serolojik yontemlerin klinik 6nemini
simirlandiran, tiim flaviviruslar arasinda goriilen antijenik ¢apraz reaksiyonlarin
varligidir. Oldukca 6zgiil zarf proteini (E) ndtralizan antikor yanitma dayali yontem
siklikla daha az 6zgiil olan membran proteinine ve yapisal olmayan proteinlere karsi
olusan antikor yanitina dayali test ile birlestirilir. Bu test yaklasgimma dayanilarak
serolojik yontemler temel olarak iki ana alt gruba ayrilir. IIk grup; ELISA (enzim
immunassay) ve IFA (immun floresan antikor)’ya dayali yontemleri kapsarken ikinci
grup viriisiin hiicre kiiltiirlerinde olusturdugu sitopatik etkinin (CPE) gdzlenmesi esasina
dayal1 PRNT (plak rediiksiyon nétralizasyon testi), gruba 6zgiil ve total antikorlarin
tespitine dayali, duyarliliklar1 daha diisiik olan HI (hemagliitinasyon inhibisyon) ve CF
(kompleman fiksasyon) testlerini kapsamaktadir (80,81).

ELISA ve IFA yontemlerine dayanilarak gelistirilmis farkli testlerin
duyarhliklar1 ve oOzgiilliikkleri de antijen kaynagi ve test platformuna bagli olarak
farkliliklar gostermektedir. Bu sebeple antijenik benzerliklerin goriildiigii flaviviruslara
kars1 gelistirilen ELISA, IFA veya HI gibi yontemlere dayali testler sonucunda saptanan

antikor pozitifligi, en 0zgil test olan plak rediiksiyon notralizasyon testi ile
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dogrulanmalidir (10,81,16). BNV  enfeksiyonunda  semptomlarm  goriilmesinin
ardindan, 8-21 giin sonrasinda alman BOS ve serum 6rneklerinde yapilan MAC ELISA
(IgM-Antikor yakalama) testi viriisiin teshisi i¢in en 1yi tan1 yontemlerinden biridir. Bu
yontemin duyarliligi %95°dir (76).

I[gM antikorlarmin serum veya BOS sivisinda MAC-ELISA yontemi
kullanilarak tespiti bir¢cok klinik yontem arasinda BNV tanis1 yoniinden esastir. Ciinkii
IgM antikorlar1 kan-beyin bariyerini gecemez, bu sebeple BOS sivisindaki antikor
varligt MSS enfeksiyonuna isaret eder. Semptomlarin baslangicindan itibaren 8 giin
icerisinde ensefalit ve menenjitli hastalarin %90’1nda IgM antikor varligi kanitlanabilir.
Ozgiil BNV IgM antikorlar1 baslangicta serum ve plazmada tespit edilemez. Yapilan bir
calismada Bat1 Nil atesi klinik belirtileri gosteren hastalarin yalnizca %58’ inde MAC-
ELISA ile sonuglar pozitif bulunmustur. Bununla birlikte, akut ve konvelesan donemde
MAC-ELISA yontemi ile serumda antikor varligimin gosterilmesi kesin tani
saglamaktadir (84,75).

BNV varliginin serolojik testler ile dogru olarak yorumlanabilmesi igin,
enfeksiyonun epidemiyolojik acidan ve kisinin Onceden gecirdigi Flaviviral
enfeksiyonlar, agilamalar, endemik bolgelere seyahat Oykiisii gibi cesitli faktorler ile
birlikte degerlendirilmeli; tani klinik bulgular ve dogrulama testleri ile desteklenmelidir

(76,8).

2.11. Tedavi

Bat1 Nil viriisii enfeksiyonunun insanlarda bilinen spesifik bir tedavisi ve asisi
yoktur. Bu sebeple enfeksiyonun semptomatik olarak gorildiigii hastalarda oncelikle
destek tedavi uygulanmaktadir. Bu amagla, bas agrisv/kas agrisi, ates ve bulantv/kusma
gibi enfeksiyon varligina ait belirtileri gosteren hastalar i¢in 6ncelikli olarak analjezik,
antipiretik ve antiemetik ilaclar kullanilabilir. Siddetli olgularda siklikla hastaneye
yatirmay1 gerektiren destek tedavisi, siddetli kusma durumunda rehidratasyon, siddetli
kas zayiflamas1 durumunda entiibasyon ve mekanik ventilasyon ve sekonder enfeksiyon
gelismesinin 6nlenmesi temel olarak yapilmasi gereken uygulamalardir (75,81).

Bat1 Nil viriisii ensefaliti olan hastalar hastaneye yatirilmali ve tedavi edilebilir
santral sinir sistemi lezyonlarmin aywrici tanismin yapilmasi ve ortadan kaldirilmasi
gerekmektedir. Noron dejenerasyonu ve dliimii sonucu gelisen serebral 6dem BNV

ensefalitinde sik goriilen 6lim sebepleri arasindadir. Ensefaliti veya paralizi olan
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hastalar, kafa i¢i basing artis1 olasiligina kars1 gézlem altinda tutulmali, serebral 6dem
kontrol edilmeli, gerekirse tedavisi, konviilsiyonlar agisindan takip ve duyu kaybi ile
birlikte olan ve olmayan motor paralizi acisindan degerlendirme yapilmasi seklinde
olmalidir (50,8).

Analjezikler ve antipiretikler hastaligin 1limli seyrettigi durumlarda yararh
olabilir. Steroid ve osmotik soliisyonlar bazi olgularda beyin 6demini azalttigi i¢in
beyin 6demi ve herniasyona karsi kisa siireli kullanimlar1 Onerilmektedir. BNV
tedavisinde bilinen etkinligi kanitlanmis bir antiviral yoktur. Bununla birlikte interferon
alfa 2b, ribavirin ve pirazidin niikleozidleri gibi antiviral ajanlarin BNV na kars1 in vitro
aktiviteleri gosterilmistir. Fakat bu ajanlarn in vitro olarak potansiyel faydalarma karsin
in vivo kullanimi ile ilgili destekleyici kontrollii klinik veriler bulunmamaktadir.
Ribavirin bir guanozin analogudur ve doku kiiltiirlerinde sitopatik etkiyi ve BNV
replikasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (75,85).

Hem poliklonal antiserumlar hem de monoklonal antikorlar ile yapilan fare
deneylerinde, BNV zarf glikoproteinine karsi, immun globulinlerin BNV ensefalitine
kars1t koruyucu oldugu gosterilmistir. Kemirgen modeller ile yapilan ¢alismalarda ise
korumanin ilacin uygulama sikligmma, dozuna ve antikor tedavisinin zamanlamasina
bagli oldugu goriilmiistiir. Viriisiin MSS’ne ulagsmasindan 6nce antikorlarin verilmesi ile
azami derecede Onlemenin oldugu fakat viriistin MSS’ne girisinden sonra bile antikor
verilmesinin disiik seviyede de olsa koruma sagladigi goriilmistir (85,86).

BNV’ye spesifik antikorlar1 igeren yiiksek doz intravendz immiinoglobulin
(IVIG) uygulamasmm fare ve kemirgenler iizerinde yapilan deneylerdeki etkinligine
dayanarak salgmlar sirasinda insanlarda hiperimmiin gamaglobulin uygulamasi

yapilmas1 ongoriilmiistiir (86).

2.12. Korunma

BNV enfeksiyonundan korunma i¢in Oncelikli olarak enfekte sivrisineklere
maruz kalma riskinin azaltilmasi gerekmektedir. Hem kisisel korunma yoluyla hem de
toplum genelinde enfekte sivrisineklerin eradikasyonu ile gerekli dnlemler alinmalidir.
Kisisel korunma kapsaminda sivrisineklerin beslenme periyotlar1 olan 6zellikle giin
batim1 ve safak vakti zamanlarinda sivrisinek kovucular kullanilmasi, cildin maruz
kalan boliimlerini kapatan Ortiicii giysiler giyinilmesi, ev veya tesis ¢evresinde

sivrisinekler i¢in yasam alam teskil edecek kosullarin (su/yagmur birikintileri, yalaklar,
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vb) yok edilmesi ve agik hava maruziyetinin azaltilmast bulunmaktadir. Kisisel
korunma onlemleri BNV epidemileri sirasinda enfeksiyona maruz kalma riskini %50
oraninda azaltmaktadir (85).

Toplum diizeyinde oOnlem alinabilmesi i¢in hastaliin kontrolii amaciyla
oncelikle bolgedeki ve cevredeki olgularin izlenmesi, sivrisinek larva haritasinin
bilinmesi ve giincellenmesi, yetigkin sivrisinek kontrolii, atlardaki enfeksiyonun ve
kuslardaki Oliimlerin izlenmesi ve bireysel risklerin azaltilmasi gerekmektedir.
Alinacak onlemlerin uygulamasi BNV aktivitesinin mevcut oldugu bdlgelerin yerel
yonetimleri tarafindan uygulanmalidir. Bunlar arasinda da; vektorlerin larva ve eriskin
formlarinin kitlesel olarak yok edilmesini kapsayan ilaglama calismalar1 (Entegre
Sivrisinek Kontrol Programi), bulas ve korunma konusunda halkin egitimi ve kuslar,
diger hayvanlar (6zellikle atlar), sivrisinekler ve insanlarda siirveyans calismalarinin
programlanmasi yer almaktadir. Bireysel ve toplum bazinda alinacak dnlemlerin yani
sira bir bolgede kus ve at oliimlerinin sik gozlendigi durumlarda vakit kaybedilmeden
ilgili saglik kuruluslarma haber verilmelidir (9,73,81).

D1s ortamlara dayanikli olmayan BNV 1s1, lipid ¢oziiciiler veya deterjan igeren
dezenfektanlar iginde hizli bir sekilde inaktive olur. Maruz kalacak deriye uygulanan
DEET (N,N-dietil-m-toluamid) ya da permetrin iceren kremler nispeten toksik olmayan
ve etkili sinek kovuculardir.

Cevrede sivrisinek barinma olasiligin1 en aza indirmek gerekmektedir. Culex
tiirdi sivrisineklerin yumurta donemi, larva donemi, pupa formu ve yetiskin donemi
olmak tizere toplam dort donemleri vardwr. Yetiskinler kis uykusuna yatar ve yaklasik
olarak Mayis ayinda ortaya cikarlar. Sivrisinek populasyonu Agustos ayinda en yiiksek
seviyeye ulasir ve Eyliil ayma kadar kan emmeye devam ederler. Disiler yumurtalarmni
olusturmak i¢in besin olarak kana ihtiya¢ duyarlar. Sivrisineklerin yumurta, larva ve
pupa donemleri durgun sularda olusur, bu nedenle de sivrisinek ile miicadelede bu
donemi engellemek i¢in durgun sular ve su birikintileri ortadan kaldirilmalidir (76).

Ergin hale gelmeden sivrisinegi kaynaginda kontrol altina almak icin yapilan
larvasit miicadelesi ¢ok daha 6nem arz etmektedir. Kontrol bu yolla ¢ok daha kolay,
ekonomik ve cevre saglig1 acisindan daha yararl olacaktir. Ureme alanlarinda yapilan
miicadelede diinyada daha c¢ok biyolojik iiriinler tercih edilmektedir. Ayn1 zamanda
larva miicadelesinin yriitiildiigii alanlar i¢i su dolmus olan bir varil veya bir golet gibi,

ergin sivrisineklerin bulundugu alanlara gore daha kiigiik alanlardir (34,73,81).
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2.13. As1

Gilinitimiizde insanlarda kullanilmak tizere gelistirilmis ticari bir BNV asis1 heniiz
mevcut degildir. Amerika’da birgok asi icin faz 1 ve faz II klinik denemelerinin
insanlarda kullanimi {izerine degerlendirmeleri yapilmistir. Insanlarda BNV asis1
iretilememesindeki ana sebeplerden birinin ticari ilgi eksikliginden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Veterinerlikte kullanilan lisansli BNV asilar1 mevcuttur. Insanlarda
kullanilmak iizere lizerinde caligilan asilar inaktive tiim viriis, rekombinant canli viriis,
alt iinite ve DNA asilaridir. Rekombinant asilarda primer hedef prM ve E yapisal
proteinlerini kodlayan genlerdir. Ayrica yine prM/E alt {nitelerinden olusan ve
enfeksiyoz olmayan viriis benzeri partikiillerin (Virus Like Particles, VLP) kullanimu ile
ilgili as1 caligmalar1 da yapilmaktadir. Atteniie asilar daha fazla antikor yanit1 olustur-
makta ve daha ekonomik olmaktadir ancak bu asilarin da immiinsiiprese kisilere

uygulanmasi s6z konusu degildir (80,82).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kan Donérleri

Calismaya katilan dondrler Marmara Bdlgesi’ndeki 4 farkli kan merkezine
goniilli kan bagisinda bulunmak {tizere basvuran kan bagis¢ist kisiler arasindan
secilmistir. Calisma kapsamindaki kan merkezleri; Istanbul Universitesi Cerrahpasa T1p
Fakiiltesi Kan Merkezi (Istanbul), Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Kan Merkezi
(Edirne), Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Kan Merkezi (Sakarya), Kocaeli
Universitesi Tip Fakiiltesi Kan Merkezi (Kocaeli) olarak belirlenmistir. 4 farkl ildeki
kan merkezlerine bagvuran kan bagis¢ilar1 arasindan -rastgele olmak kosuluyla- 2014
yilt Haziran-Eyliil aylar1 arasinda basvuran goniillii donorler secilmistir. Kan bagisinda
bulunmak iizere caligma kapsamindaki kan merkezlerine basvuran tiim adaylar, Kan
Merkezi’nde uygulanan standart protokol geregi “Dondr Formu” doldurmakta ve bu
bilgilerin gorevli saglik personeli tarafindan tek tek incelenmesiyle dondr segimi

yapilmaktadir.

3.1.1. Etik Kurul Onay1

Calismanin amag ve icerigini kapsayan ayrmtili rapor hazirlanarak “Etik Kurul
Bagvuru Dosyas1” halinde Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu’na bagvurulmus 09.05.2014 tarih ve 604/02-12332 say1 etik

kurul onay1 alinmustur.

3.1.2. Donérlerin Secimi/Bilgilendirilmesi ve Orneklerin Toplanmasi

Calisma kapsamindaki liniversitelerin biinyesinde bulunan Kan Merkezi’lerine
basvuran dondrlere, basvuru srrasinda uygulanan Kan Merkezi’ne ait protokoliin
yanisira etik kurallar geregi “Aydimnlatilmis Onam Formu” okunarak bilgilendirilmeleri
yapilmis ve formlar dondrler tarafindan imzalanmistir. Ayrica ¢alismaya katilmayi
kabul eden donorlere yas, meslek, siirekli ikametgah yeri ve arboviral enfeksiyonlar
acisindan muhtemel risk faktorlerini belirlemek amaciyla dokuz sorudan olusan “Kan

Bagiscis1 Bilgi Formu” dondrler tarafindan okunarak doldurulmustur.

Marmara Bolgesi'nde yer alan Istanbul (CTF), Edirne (TRK), Sakarya (SAK),

Kocaeli (KOC) illerinde ikamet eden ve caligmaya katilan kan merkezlerine bagvuran
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saglikli kan donorlerinin sayis1 her merkezden 60 goniillii dondr olmak iizere, toplamda
240 dondr olacak sekilde belirlenmistir. Orneklerin, herbir merkezde bir hafta icinde 5
ornek olmak tlizere toplam 12 hafta (Haziran, Temmuz ve Agustos, Eyliil) boyunca

alimmasi planlanmistir.

3.2. Orneklerin Ahnmasi Islenmesi Ve Saklanmasi

Donoérlerden almmacak kanlarin uygun kosullarda alimmasi ve saklanmasi
amaciyla c¢alisma protokolii hazirlanmistir. Merkezlerdeki yetkili personele verilen
calisma protokoliinde, steril sartlarda ve hemolizsiz olarak 8-10 ml vendz kan, bir
biyokimya tiipii ve bir hemogram tiipii olmak iizere iki tiip kan alimmas1 belirtilmistir.
Plazma oOrnekleri PCR ¢alismasi i¢in ¢alisma yapilincaya kadar -70 °C’de muhafaza
edilmistir. Biyokimya tiipiine alinan kan 6rnekleri ise 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek serumlar1 ayrilmis, serum Orneklerinde BNV’ye kars1 antikor varligini tespit

etmek icin ELISA ve IFA ¢aligmalar1 yapilincaya kadar -70 °C’de saklanmuistir.

3.3. Serum Orneklerinde Bati Nil Virusu (BNV) IgG ve IgM Antikorlarinin

Arastirilmasi

Kan dondrlerinden alinan serum 6rneklerinde BNV na kars1 olusan 6zgiil IgG ve
IgM tipi antikor varligmi tespit etmek amaciyla enzim temelli immiinolojik bir yontem
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay, ELISA) kullanilmistir. Calisma {iretici firmanin
belirttigi test prosediiriine uygun sekilde gergeklestirilmistir. ELISA ile yapilan
taramada pozitif bulunan 6rneklere floresan temelli bir test olan IIFT IgG/IgM (Indirect

immunofluorescence test) uygulanmistir.

3.3.1. ELISA Yontemi ile BNV ozgiil 1gG ve IgM Antikorlarimin Arastirilmasi

Calismaya katilan merkezlerde goniillii kan bagis¢ilarindan toplanan serum
orneklerinde BNV IgG ve IgM antikorlarinin taranmasi amaciyla, standardize edilmis
ticari bir ELISA kiti (Anti-West Nile Virus IgG ELISA ve Anti-West Nile Virus IgM
ELISA ; Euroimmun, Luebeck, Almanya) kullanilmistir.

ELISA testi, serum yada plazmada BNV ’ye kars1 olusan IgG siif antikorlar i¢in
in vitro olarak yar1 kantitatif yada kantitatif, IgM smif antikorlar i¢in ise yar1 kantitatif
bir degerlendirme yapilabilmesini saglar. Testin prensibi; BNV antijenleri (BNV ile

enfekte hiicre lizat1) ile kapli mikroplak ¢ukurlarina serum o6rneklerinin eklenmesi ve
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ozgiil IgG veya IgM varliginda gergeklesen antijen-antikor birlesmesi ikinci bir antikor

sistemi (enzimle isaretli anti-insan IgG veya IgM konjugati) kullanilarak saptanmasidir.

Yontemin uygulanmasi sirasinda, 6zgiil olmayan baglanmalar1 uzaklastirmak amaciyla,

her inkiibasyon basamagi sonrasi yikama islemi uygulanmaktadir. Ozgiil baglanmalar

sonucu olusan renk degisimini degerlendirmek amaciyla ise spektrofotometrik yontem

kullanilmaktadir.

Calismada BNV IgG ELISA ve IgM ELISA testi {liretici firmanm test

prosediirleri dogrultusunda 96 ¢ukurlu mikropleytler kullanilarak ¢calisilmistir:

I.

Serum oOrnekleri kit igerisinde bulunan tampon soliisyonu ile 1:101
oraninda sulandirildi. Sulandirma isleminde serum O6rneklerinden 10 pl
almarak 1.0 ml tampon soliisyon igerisine eklenerek vorteks yardimiyla

karistirildi.

IgM tipi antikor varligini saptamak amaciyla calisilacak olan diliie
ornekler vortekslendikten sonra oda sicakliginda 10 dk. inkiibe edildi.
I[gM icin uygulanan bu prosediirde amaglanan serum Orneklerinde
bulunabilecek romatoid faktor ile 6zgiil IgG birlesiminin yol acacagi

yanlis pozitif [gM sonuglarini engellemektir.

. Kit igerisinde bulunan kalibratorler, pozitif/ negatif kontroller ve diliie

edilen serum o6rnekleri sirasiyla mikroplak kuyucuklara 100’er pl olacak
sekilde pipetlendi. Kit igerisinde bulunan ve kantitatif degerlendirme
yapilmasma olanak saglayan kalibratérler farklh BNV  antikor

konsantrasyonlarma sahiptir.

IgG prosediirii i¢in; Kalibrator 1 (200 RU/ml), Kalibratér 2 (20 RU/ml),
Kalibratér 3 (2 RU/ml) seklinde kullanima hazir halde bulunmaktadir.
Testin kalite kontroliiniin saglanmasit i¢in gerekli pozitif ve negatif

kontroller de kit igerisinde kullanima hazir halde yer almaktadir.

IgM prosediirii i¢in Kalibrator 1, pozitif ve negatif kontroller de kit

icerisinde kullanima hazir halde yer almaktadir

Kuyucuklara pipetleme isleminin yapilmasmin ardindan test plagmin

iizeri bir slayt ile kapatilarak 60 dk. 37 °C’de inkiibasyona birakildi.
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7. Kit igerisindeki 10x konsantrasyondaki yikama soliisyonu 1 birim

soliisyona 9 birim distile su ile sulandirilarak diliie edildi.

8. Inkiibasyon sonrasi, kullanima hazir hale getirilen yikama soliisyonu ile

mikroplak kuyucuklar 3’er kez yikandu.

9. Yikama islemi sonras1 herbir mikroplak kuyucuga 100’er pl (peroksidaz
enzimi ile isaretli anti-insan 1gG ve peroksidaz enzimi ile isaretli anti-
insan IgM) enzim konjugat soliisyonu pipetlendi. Kuyucuklarm iizeri
slayt ile kapatilarak oda sicakliginda (18 °C — 25 °C) 30 dk. inkiibasyona
birakildi.

10. Inkiibasyon sonra mikroplak kuyucuklar yikama soliisyonu ile 3’er defa

yikandu.

11. Yikama islemi sonrasi mikroplak  kuyucuklara 100’er pl
kromojen/substrat soliisyonu pipetlendi. Pipetleme islemi sonrasi
kuyucuklar giin 1s181ndan korunarak oda sicakliginda (18 °C-25 °C) 15
dk. inkiibasyona birakild1.

12. Inkiibasyon siiresinin bitiminde her bir kuyucuga 100’er ul stop

soliisyonu pipetlenerek reaksiyon durduruldu.

13. Reaksiyonun sonlandirilmasini takiben 30 dk. igerisinde kuyucuklardaki
renk degisimlerinin 450 nm dalga boyunda (referans dalga boyu araligi
620 ve 650 nm) spektrofotometrik yontem ile okutuldu.

3.3.2. ELISA IgG icin Cut-off hesaplanmasi

Calismada kullanilan standartlarm (kalibrator 1, 2, 3) absorbans degerlerinden
bilgisayar destekli elde edilen grafige dayanarak orneklerdeki antikor konsantrasyonlari
mililitre basma relatif iinite (RU/ml) olarak kantitatif olarak saptandi. Orneklerdeki
antikor konsantrasyonu <16 RU/ml ise negatif, > 16 RU/ml ile < 22 RU/ml aras1 deger
siipheli pozitif (borderline), >22 RU/ml ise pozitif olarak kabul edildi. Uretici firma
tarafindan test prosediirlerinde testin duyarliligi %99.5, testin ozgiilligli ise %96.9

olarak belirtilmistir.
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3.3.3. ELISA IgM icin Cut-off hesaplanmasi

IgM sonuglarmin degerlendirilmesi standarda (Kalibrator 1) ait absorbans degeri
(optik dansite, OD) kullanilarak kontroliin alt sinir degerinin, kalibratoriin alt smir
degerine boliinmesiyle elde edilen oran hesaplamasi ile yapildi. Oran < 0.8 oldugunda
negatif, oran > 0.8 - < 1.1 bulunan 6rnekler siipheli pozitif (sinirda pozitif), oran >1.1

ise sonug pozitif olarak kabul edildi.

3.4. Serum Orneklerinde Bat1 Nil Virusu (BNV) IgG ve IgM Antikor Varhgmin

Dogrulanmasi

Bat1 Nil virus IgG antikorlar1 ELISA yontemi ile pozitif/siipheli pozitif bulunan
serum Orneklerinin sonuclarinin dogrulanmasi; duyarlilik ve 0Ozgiilliigi ELISA
yontemine gore gorece olarak daha yiiksek olan, kalitatif ve kantitatif degerlendirme

yapilmasima olanak saglayan, indirekt immiinofloresan antikor yontemi ile yapilmistir.

3.4.1. indirekt Immiinofloresan Antikor (IIFT) Testi

BNV IgM ve BNV IgG yoniinden pozitif, sinirda pozitif ve siipheli olan serum
orneklerine duyarlilig1 ve 6zgiilligi ELISA yontemine gore yiiksek olan ticari bir kit ile
(Anti-West Nile Virus [gG/IgM IIFT; Euroimmun, Almanya) dogrulama yapilmistir.
Test prensibi lam iizerinde BNV ile enfekte hiicrelerle kapli 6zel alanlara serum
orneklerinin damlatilmasiyla 6zgiill 1gG/IgM varliginda gerceklesen antijen-antikor
birlesmesinin, ikinci bir antikor sistemi (floresanli madde ile isaretli anti-insan 1gG/IgM
konjugat1) ile saptanmasimi esas almaktadir. Ozgiil olmayan baglanmalar1 uzaklastirmak
amactyla inkiibasyon basamaklarindan sonra yikama islemi yer almaktadir. Ozgiil
[gM/IgG varliginda olusacak baglanmalar sonucu parlak yesil floresan olugmaktadir ve

floresan mikroskobu ile degerlendirilmektedir.

Calismada kullanilmak iizere 10 gozlii 6zel tablalar (Reagent tray) ve BNV ile
enfekte hiicrelerin kaplandig1 5 gozlii 6zel lamlar (Biochip slide) BNV [gM/IgG IIFT
iireticisi firma tarafindan temin edilmistir. Testin uygulanisi iiretici firmanmn Onerileri

dogrultusunda asagidaki sekilde yapilmistir:

1. IgG smif antikorlarin varligmi tespit i¢in serum Ornekleri kit icerisinde

hazir olarak bulunan sample buffer ile 1:10 oraninda diliie edildi. 100 pl



10.

37

sample buffer ile 11.1 pl serum 6rnegi tiip icerisine konulduktan sonra 2

sn. vortekslendi.

[gM smif antikorlarin tespiti i¢in diliisyon isleminde EUROSORB
kullanildi. Sulandirma isleminde 100 ul EUROSORB ile 11.1 pl serum
ornegi tiip igerisine konulduktan sonra 4 sn. vortekslendi. Ve oda

sicakliginda 15 dk. Inkiibasyona birakildu.

. Tablalar tizerindeki her bir alana sirastyla 30 pl; pozitif kontrol, negatif

kontrol ve diliie edilmis dondér serumlar1 otomatik pipet yardimiyla
damlatildi. Hava kabarcig1 olusmamasina dikkat edildi.

Ozel 5 gozlii lamlar, serum drneklerine tamamen temas edecek sekilde
tablalar iizerine yerlestirildi ve 30 dakika oda sicakliginda isiktan
korunarak inkiibasyona birakild.

Inkiibasyon basamagindan sonra yapilacak yikama islemlerinde
kullanilmak tizere PBS-T (Phosphate-buffered saline + Tween-20)
soliisyonu hazirlandi. Kit igerisinde hazir olarak toz halinde bulunan PBS
paketi 1 L distile su igerisinde ¢6ziildii. ve lizerine kit icerisinde hazir
olarak bulunan 2 ml Tween-20 eklenerek kopiirmeyecek sekilde iyice
karistirildi.

Inkiibasyon siiresi bitiminde lamlar, tablalar iizerinden kaldirildu.
Uzerlerinden PBS-T soliisyonu gegirildikten sonra icerisinde PBS-T
soliisyonu bulunan kiivetler icerisine yerlestirilerek 5 dk. bekletildi.
Temiz tablalar iizerine 25 pl konjugat soliisyonu (floresan isaretli anti-
insan IgM/IgQG) pipetlendi.

Kiivet igerisinden ¢ikarilan lamlar kisa bir siire kurumalar1 igin
bekletildi. Kurutma isleminden sonra lamlarin hiicre kapli yiizeyleri
konjugat ile tamamen temas edecek sekilde tablalar iizerine yerlestirildi.
Glin 15181 ile temasint 6nlemek amaciyla tablalarin tizeri kapatilarak 30
dk. inkiibe edildi.

Inkiibasyon islemi sonrasi1 lamlar tablalar iizerinde kaldirilarak yukarida
(madde 6 ) tarif edildigi sekilde yikama islemi tekrarlandu.

Kit igerisinde bulunan lameller iizerine her bir alana 10 pl (1 damla) kit

icerisinde hazir olarak bulunan gliserol damlatildi. Kuruyan lamlar
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iizerlerine gliserol damlatilmis lameller iizerine kapatilarak lam ile
lamelin 1yice yapistigindan emin olundu.

11. Incelemeye hazir hale getirilen preparatlar floresan mikroskobunda
(EUROStar I1, Euroimmun, Almanya) 20x ve 40x biiyiitmede incelendi.

12. Ozgiil antijen-antikor birlesmesini floresan bagl ikinci bir antikor
sistemi ile saptamaya yoOnelik test prensibine gore; BNV ile enfekte
hiicrelerin sitoplazmasinda yesil renkli parlak floresans veren kiiciik
graniiler yapilarin goriilmesi ile degerlendirilme yapildi. Incelenen
orneklerde floresans siddeti pozitif ve negatif kontroller ile
karsilastirilarak zayif (+), orta (++) veya giiclii (+++) ve ¢ok giiclii
(++++) pozitif olarak yorumlanda.

13. Kit iireticisi firma tarafindan IgG i¢in testin duyarliligi %100, 6zgilligi
%98, IgM testi i¢in duyarlilik %94, 0ozgiillik ise %100 olarak
belirtilmektedir.

3.5. Niikleik Asit Amplifikasyon Testi ile Viral RNA Arastirilmasi

BNV viral RNA izolasyonunda temel amag, niikleik asidin hedef serum
orneginden izole edilmesidir. Bu sebeple niikleik asidin tiim diger hiicre
komponentlerinden ayrilip saflastirilmas1t gerekir. Bu dogrultuda viral RNA
izolasyonunun basamaklari; hiicre membran ve ¢eperinin pargalanmasi, niikleaz
aktivitesinin inaktif hale getirilmesi, niikleik asidin uygun tasiyiciya baglanmasi,
soliisyonun proteinlerinden arindirilmasi, niikleik asidin konsantre edilmesi ve izole

edilen viral RNA’nin uygun olarak depolanmasi olarak siralanir.

3.5.1. BNV Viral RNA Ekstraksiyon

Niikleik asit varliginin arastirilmasi amaciyla Real-Time PCR silica membran
tabanli kolon yontemine dayali Viral RNA ekstraksiyon kiti (Bosphore, Tiirkiye)
kullanildi. Viral RNA Ekstraksiyon Spin Kit (Bosphore), manuel viral RNA izolasyonu
icin tasarlanmigtir. Kit icerisinde izolasyon i¢in gerekli soliisyonlar ve spin kolon icin
gerekli sarf malzemeler hazir olarak bulunmaktadir. Test prosediiriinde 6rnek baslangi¢
hacmi 400 pl, geri alma (elution) hacmi ise 60 pl olarak belirtilmistir. Amplifikasyon
asamasinda eldeki plazma ornekleri kullanildi. Calismada plazma 6rneklerinden beserli

havuz (pool) yapildi. Bu amagla her plazma 6rneginden 80’er ul alinarak 400 pl’lik
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havuzlar olusturuldu. izolasyon protokoliiniin uygulanis1 {iretici firmanm test

prosediirlerinde belirttigi sekilde yapild:

I.

10.

11.

Kit igerisinde hazir olarak verilen 1.1 ml PK Storage Buffer, Proteinaz K
tiipiine eklendi ve vortex ile karistirildi. Carrier tiipiine 1.0 ml RNazdan

armdirilmis dH,O eklendi ve vortex ile karistirildi.

400 pl pool 6rnek 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine konuldu ve tizerine 40

ul Proteinaz K, 20 pl Carrier ve 5 pl internal kontrol (IC) eklendi.

. Hazrrlanan karisim tizerine 400 pl kit igerisinde hazir olarak bulunan

Buffer LB1 soliisyonu eklendi ve vortekslendi. 10 dk. 56 °C de 10 dk
inkiibasyona birakild1 (Mixing Block-MB102, BIOER).

10 dk. sonunda karigimin iizerine 500 pl Buffer IR2 soliisyonu eklendi ve

karstirildi. 5 dk. oda 1s1sinda inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasi karisimm 650 pl’si membrana aktarildi ve 8.000

rpm’ de 1 dk. santrifiij (Niive/NF048-24"1ii) edildi.

Santrifiij islemiyle asagiya gecen sivi pipetle cekilerek tibbi atiga atildi
ve spin kolon tekrar toplama tiipiine konuldu ve karisimin kalan kismi

tekrar kolona aktarilarak 8.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi.

Santrifiij islemiyle asagiya gecen sivi pipetle tibbi atiga atildi ve spin

kolon tekrar toplama tiipiiniin i¢ine konuldu.

Pipet ucunun membrana degmemesine dikkat edilerek 450 ul Buffer W3
soliisyonu eklenerek 1. yikama islemi i¢in 8.000 rpm’de 1 dk. santrifiij
edildi.

Asagiya gecen sivi pipetle ¢ekilerek tibbi atiga atildi ve spin kolon
toplama  tiiplinlin  igerisine  konuldu. Pipet ucu membrana
degdirilmeksizin, 2. yikama asamasi i¢in 450 pl Buffer W3 soliisyonu
eklendi.

8.000 de rpm’de 1 dk. santrifiij edildi. asagiya gegen sivi pipetle
cekilerek tibbi atiga atild1 ve spin kolon toplama tiipiiniin i¢ine konuldu

ve kolon bos olarak 12.500 rpm’de 2 dk. santrifiijlendi.

Alttaki toplama tiipii asagiya gecen siviyla beraber tibbi atiga atildi.
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12. Spin kolon temiz 1.5 ml.’lik mikrosantrifiij tiipline konarak 1 dk.
bekletildi ve pipet ucu kolona degdirilmeden tiiplerin igerisine 60 pl

ELA4 soliisyonu eklendi. 12.500 rpm’de 1 dk. santrifiijlendi.

13. Kolon tiipler atilarak asagiya toplanan sivida var olabilecek RNA
orneginin kantitasyon asamasi i¢in tiiplerin kapaklari kapatildi ve +4 °C

de muhafaza edildi.

3.5.2. BNV Viral RNA Kantitasyon Testi

Bat1 Nil Viriisii genetik materyali, RNA’dan olustugu icin Reverse
Transkripsiyon PCR (RT-PCR) teknigi ile amplifiye edilir. Bu amagla ¢aligmada RT-
PCR esasina dayali (Bosphore West Nile Virus Quantification Kit, Tiirkiye) ticari kit
kullanildi. Bu yontemde patojenin genomik yapisi, oligoniikleotit problar {izerine
yerlestirilmis floresan boyalar araciligiyla saptanir. RT-PCR i¢in gerekli bilesenler
(PCR Master Mix, RT Mix, Internal Kontrol, Kantitasyon Standartlari, Pozitif ve

Negatif Kontroller) kit iceriginde hazir olarak bulunmaktadir.

3.5.2.1. Reaksiyon Bilesenleri ve Karisimlarin Hazirlanmasi

Tiim kit bilesenleri kullanmadan 6nce oda sisina getirilerek ¢ozdiiriildii. RNA
izolasyonunu ve PCR inhibisyonunu kontrol etmek amaciyla, kit igerisinde insan
genomundan elde edilmis sentetik bir DNA molekiilii olan Internal Kontrol (IC) hazir

olarak bulunmaktadir.

Internal Kontrol izolasyon asamasinda oOrnek basina 5 pl olarak eklendi.
Kantitasyon standartlar1 5 adet olup farkli konsantrasyonlara sahiptir. 10000, 1000, 100,
10, 2 kopya/ul konsantrasyonlara sahip kantitasyon standartlar1 sentetik plazmidlerden

olusmaktadir. (Sekil 3.1).

Pozitif kontrol sentetik plazmid i¢cermekte olup reaksiyon verimini test etmek

amaciyla PCR’a dahil edildi.

Negatif kontrol olarak kit igerisinde hazir olarak bulunan dH,O kullanildi.
Hazirlanan master miks (PCR-Master Mix ve RT-Mix) hacmi reaksiyon sayisi1 kadar
cogaltarak reaksiyon karisimi hazirlandi ve tiiplere 15 pl olarak pipetlendi. 10 pl RNA
(ornek, standartlar, pozitif/negatif kontroller) eklenip tiiplerin kapaklar1 sikica kapatildi

(Tablo 3-1).
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Tablo 3-1: Reaksiyon bilesenleri ve hacimleri

Bilesenler Reaksiyon hacmi
PCR-Master Mix 14.75 ul
RT-Mix 0.25 pl
Ornek 10 ul
Toplam Hacim 25 ul

Kullanilan ticari kitin termal protokolii, ilk Once bir reverse transkripsiyon
asamas1 ve ikinci olarak da Real-Time PCR asamasindan olusmaktadir. PCR-Master
Mix bilesenlerinden HotStartTaq DNA polimeraz aktivasyonu i¢in bir ilk denatiirasyon,
iki asamali amplifikasyon dongiileri ve son bir inkiibasyondan olugmaktadir. Real-Time

PCR verileri, amplifikasyon dongiisiiniin ikinci asamasinda toplanmaktadir (Tablo 3-2).

Tablo 3-2: Termal protokol

Reverse Transkripsiyon 50 °C 30:00 dk.
[k Denatiirasyon 95°C 14:30 dk.
Denatiirasyon 97°C 00:30 dk.
Baglanma ve Sentez 55.5°C 01:10 dk.
Inkiibasyon 22°C 05:00 dk.
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Sekil 3-1: Real Time PCR cihazinda 10000, 1000, 100, 10, 2 kopya/ul konsantrasyonlara
sahip bes adet kantitasyon standartlarimin goriiniimii.

3.5.2.2. Sonuclarin Degerlendirilmesi
PCR islemleri, Montania 483 (Anatolia Geneworks) marka Real Time PCR

cihazinda uygulandi. Sonuglar ¢alisma sonunda cihazin software programina ait

ekraninda pozitif, negatif ve internal kontroller ile birlikte degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kan Donérlerinin Demografik Bulgulan
Calismaya dahil edilen 226 saglikli kan dondrlerinden 21’1 kadin 205°1 erkek
olup dondrlerin yas araligi 20-60 yil (yas ortalamasi: 33,87) arasinda degisiklik
gostermektedir. Kadinlarin yas ortalamasi 33,04 yil, erkeklerin yas ortalamasi ise 33,96
yil olarak bulunmustur. Dondrlerin yas gruplarina ve cinsiyete gore dagilimi Tablo 4-

1°de verilmistir.

Tablo 4-1: Dondrlerin yas gruplarina ve cinsiyete gore dagilim.

Yas Grubu (yil) Kadin (n) Erkek (n) Toplam (n)
20-40 6 168 174
40-60 15 37 52
Genel toplam 21 205 226

Calisma kapsamma alman merkezlerden toplanan orneklerin 84’ii Istanbul
ilinden, 60 6rnek Edirne ilinden, 58 6rnek Kocaeli ilinden ve 24 6rnek Sakarya ilinden
toplanmistir. Kan merkezlerine basvuran donérlerin 81’1 (%35,9) Istanbul ili ve
ilcelerinde, 33’4 (%14,6) Edirne ili ve ilgelerinde, 31’1 (%13,7) Sakarya ili ve
ilcelerinde, 46’s1(%20,3) Kocaeli ili ve ilgelerinde, 17’s1 (%7,5) Kirklareli ilinden, 18’1
(%8) diger illerde (Tekirdag, Ankara, Balikesir, Antalya, Yalova, Canakkale, Kibris,
Gebze, Ardahan, Urfa) ikamet etmektedir.

(Calismaya katilan donorlerin mesleklerine ve ugraslarina gére daglimi ise; 16’°s1
(%7) ciftei, 56°s1 (%25) memur, 114’1 (%51) serbest meslek sahibi, 18°1 (%8) dgrenci,
5’1 (%2) hayvancilik isiyle mesgul iken 17’°si (%7) herhangi bir meslek grubuna dahil
degildir.

Goniilli  dondrler tarafindan doldurulan anket sorgulamalar1 arboviral
enfeksiyon risk faktorleri goz oOniinde tutularak hazirlanmis ve dondrlere ait anket
verileri bu faktorlere verilen cevaplar dogrultusunda degerlendirlmistir. Yapilan

degerlendirmelerde risk faktorlerinden agik alanda bulunma (n=121) %353, sivrisinek
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maruziyeti (n=96) %42, kiimes hayvani/evcil hayvan/binek hayvani bulundurma (n=60)
%26, olii kusa rastlama oykiisii (n=16) %7, kene 1sirma Oykiisii (n=12) %35, ¢ig siit
irtinleri tiikketimi (n=78) %34,5 ve son alt1 ay i¢inde yurtdisinda bulunma/seyahat

oykiisii (n=16) %7 olarak bulunmustur.

4.2. Bat1 Nil Viriisii (BNV) ELISA IgM ve IgG Antikor Bulgulan
ELISA yontemi ile BNV antikor (IgM ve IgG) varligi aranan Orneklerin 2
(%0,9)’sinde 6zgiil BNV IgM antikor pozitifligi ve 2 (%0,9) o6rnekte BNV IgG
antikor pozitifligi saptanmustir. Orneklerin %97,7’si ELISA ile BNV IgM ve IgG

antikorlar1 varlig1 yoniinden negatif olarak bulunmustur.

BNV ELISA IgM antikor pozitifligi saptanan iki 6rnekten biri Kocaeli digeri
Edirne ili kan merkezlerine ait 6rnekler olup, Kocaeli merkezli (Kocaeli Universitesi
Tip Fakiiltesi Kan Merkezi) dondriin ikamet adresi Sakarya ili olarak saptanmistir.
Kocaeli merkezli BNV ELISA IgM antikor pozitifligi bulunan Ornegin, ¢aligma
baslangici itibariyle (15/06/2014) 4. haftanin 3. 6rnegi (4H/3/KOC)’dir. Edirne merkezli
(Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Kan Merkezi) BNV ELISA IgM pozitifligi saptanan
ornek ise 7. Hafta toplanan 6rnekler arasinda 2. giine ait (7H/2/TRK) 6rnektir.

BNV ELISA IgG antikor pozitifligi saptanan o&rnekler Istanbul ve Edirne
illerindeki calisma merkezlerine gdniillii kan bagisinda bulunan dondrlere aittir. Istanbul
merkezli (Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Kan Merkezi) alman 6rnek
calisma baslangici itibariyle 8. hafta alinan 2. 6rnektir (8H/2/CTF). Edirne merkezli
ELISA IgG pozitifligi saptanan serum Ornegi ise 9. haftada alman 1. Ornektir

(9H/1/TRK).

ELISA IgM ve IgG antikor varlig1 agisindan pozitif bulunan 6rneklerin kantitatif

degerleri ve demografik verileri Tablo 4-2’de verilmistir.
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Tablo 4-2: BNV ELISA IgM ve IgG pozitifligi saptanan oérneklerin kantitatif

degerleri ve demografik verileri.

BNV ELISA | BNV ELISA
Ornek Ikamet IgM IgG
No/Calisma| Cinsiyet/Y ag Ettigi il Meslek Risk Faktorleri Kantitatif Kantitatif
Merkezi g Degeri Degeri
(Ratio)* (RU/ml) **
Agik al
AH/3/KOC | E/32 Sakarya |Serbest ik alanda 2,131 Negatif
bulunma
Agik alanda bulunma,
risinek .
TH2/TRK | E/28 Edime  |Hayvancilik| > o Maruzyeth, |y 5o Negatif
¢ig siit tiiketimi, binek
hayvan bulundurma
. . . Agik al 1 .
8H/2/CTF E/22 Istanbul | Ogrenci _gl_ jd anda bu u.nm?l, Negatif 111,3
sivrisinek maruziyeti
Agik alanda bulunma,
9H/1/TRK |E/38 Edirne Serbest sivrisinek maruziyeti, Negatif 129,9

¢ig siit tiiketimi

E: Erkek; K: Kadin; KOC: Kocaeli; TRK: Trakya; CTF: Cerrahpasa Tip Fakiiltesi.

* 1gG degeri RU/ml biriminde olup, pozitiflik i¢in simr deger >22 RU/ml’dir.

*#* [gM pozitiflik i¢in siur deger Ratio (Oran: Ornek/Cut off) >1.1.
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4.3. Bat1 Nil Viriisii (BNV) Indirekt immiinofloresan Antikor (IFA) Testi
Bulgulan

ELISA yontemi ile yapilan taramada pozitif bulunan serum 6rnekleri ve ELISA
taramas1 ile negatif bulunan, fakat anket degerlendirmesi sonucunda arboviral
enfeksiyon yoniinden risk tasiyan dondrlerin serumlarinda BNV antikor varligi IFA testi

ile de arastirild1.

Donorlerin serumlar1 1/100 oraninda diliie edilerek BNV IFA testi yapildi. IFA
testi bulgular1 floresan mikroskopta (Eurostar 1) pozitif ve negatif kontrol serumlari ile
alman floresansin siddeti ile karsilastirilarak degerlendirildi (Sekil 4-1). Sonuglar kit
prosediiriine gore semi-kantitatif olarak zayif (1+), orta (2+) ve gii¢lii (3+) pozitif ve

cok giiclii (4+) seklinde yorumland:.

BNV ELISA testi IgM ve IgG antikor pozitifligi bulunan 4 serum 6rnegi BNV
IFA ile degerlendirildi. Bu 6rnekler IFA ile de pozitif olarak bulundu. Orneklerin

pozitiflik dereceleri Tablo 4-3’de verilmistir.

Anket verilerinde arboviral enfeksiyon yoniinden yiiksek risk faktorlerine (acik
alanda bulunma, sivrisinek maruziyeti, evcil/kiimes/binak hayvan bulundurma, ¢ig siit
tikketimi, 6lii kusa rastlama Oykiisii, kene 1sirma Oykiisii) sahip oldugu tespit edilen 42
adet donore ait serum Ornekleri de BNV IFA testi ile IgM ve IgG antikor varligi
yoniinden incelendi. Yapilan inceleme sonucunda 42 adet serum Orneginin 4
(%9,5)’tinde IFA ile BNV IgM pozitif saptanirken yine farkli 4 dondrde de BNV IgG
pozitifligi (n:4, %9,5) bulundu.

BNV IgM IFA pozitifligi saptanan 6 serum 6rneginin 1’1 zayif pozitif (1+), 2’si
orta pozitif (2+), 1 drnek giiclii pozitif (3+) ve 2 6rnek ¢ok giiglii pozitif (4+) olarak
degerlendirilmistir. IFA ile IgM pozitif bulunan dondrlerin bulgular1 ve demografik

ozellikleri Tablo 4-3°de verilmistir.

BNV IgG IFA testinde pozitifligi saptanan 6 serum 6rneginin 4’1 zayif pozitif
(1+), 2’s1 ¢ok giiclii pozitif (4+) olarak degerlendirildi. IFA ile IgG pozitif bulunan

donorlerin bulgular1 ve demografik 6zellikleri Tablo 4-4’de verilmistir.
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Sekil 4-1: BNV IFA IgM ve IgG yonteminde Pozitif ve Negatif kontrol

serumlarinin goriiniimii

4.4. BNV IgG ve IgM Antikor Pozitifliklerinin Risk Faktorlerine Gore
Degerlendirilmesi

Marmara Bolgesinde yer alan 4 farkli kan merkezi ile yiirlittiigiimiiz tez
calismasinda, goniillii kan dondrlerine ait anket verileri arboviral enfeksiyonlar
acisindan tasidigr risk faktorleri yoniinden incelendi. Yapilan degerlendirmede,
arboviral enfeksiyonlar agisindan en az herhangi bir risk faktoriinii bulunduran donér

sayisinin 168 (168/226, %74) oldugu saptandi.

Risk faktorlerine sahip 168 dondrden 6’sinda (%3,5) ELISA ve/veya IFA ile
BNV IgM antikoru ve 6 dondrde (%3,5) ise BNV IgG antikor pozitifligi bulundu.
IFA/ELISA testi ile BNV IgM ve IgG pozitifligi saptanan orneklerin test sonuclar1 ve

donorlerin demografik 6zellikleri Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’te verilmistir.

Dondrlere ait anket verileri incelendiginde son 6 ay icerisinde acik alanda
bulundugunu belirten donodr sayist 121 (121/226, %53,5)’dir. 121 dondriin 6 (%5)’sinda
ELISA ve/veya IFA BNV IgM, 4’inde (%3,3) BNV IgG antikor pozitifligi

bulunmustur.

Sivirisnek maruziyetini belirten donor sayis1 96 dir (96/226, %42,4). 96 dondriin
ELISA ve/veya IFA ile 5’inde (%5,2) BNV IgM, 5’inde (%5,2) BNV IgG antikor

pozitifligi bulunmustur.
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Evcil/kiimes/binek hayvan bulundugunu belirten dondr sayisi 60’°tir (60/226,
%26,5). 60 donoriin 4’iinde (%6,6) ELISA ve/veya IFA ile BNV IgM, 2’sinde (%3,3)
BNV IgG antikor pozitifligi bulunmustur.

Olii kusa rastladigmi belirten 16 (16/226, %7) dondrdiir. 16 dondriin 3
(%18,7)’tinde ELISA ve/veya IFA ile BNV IgM, 2’sinde (%12,5) BNV IgG antikor

pozitifligi bulunmustur.

Kene 1sirma o6ykiisii bulunan dondr sayist 12 (12/226, %5,3)’dir. 12 dondriin
I’inde (%8,3) ELISA ve/veya IFA ile BNV IgM, I’inde (%8,3) BNV IgG antikor

pozitifligi bulunmustur.

Cig siit tiikettigini belirten donor sayis1 78 (78/226, %34,5)’dir. 78 dondriin
3’tinde (%3,8) ELISA ve/veya IFA ile BNV IgM, 3’linde (%3,8) BNV IgG antikorlar1

pozitif bulunmustur.

Son 6 ay igerisinde yurtdisina seyahati bulunan 16 dondr, yurt dis1 seyahatinde
arboviral asilanma Oykiisii bulunan 2 dondr ve son 6 ay icerisinde yabani fare temasi
bulunan 4 donorde ise antikor ELISA ve/veya IFA ile BNV IgM ve IgG pozitifligi

saptanmamistir.

Herhangi bir risk faktorii bulunmayan 58 dondrden sadece 1(%1,7)’inde IFA ile
IgG antikor pozitifligi saptanmustir.

Tablo 4-3: IFA ve/veya ELISA testi ile BNV IgM pozitifligi saptanan 6rneklerin
sonuclar1 ve demografik ozellikleri

Ornek
Yas/ ; . .. . ELISA IFA BNV
No/Call§ma Cinsiyet Meslek Ikamet | Risk Faktorleri BNV IgM* | IgM
Merkezi
4H/3/KOC | E/32 Serbest Sakarya | Acik alanda bulunma (5(’);13; ) %?f)f
. . | Acik alan, sivrisinek, evcil/kiimes 0,288 Giiglii
1H/3/TRK E/33 Memur Tekirdag hayvan bulundurma (Negatif) 34)
. . . Agik alan, evcil hayvan, sivrisinek, 0,125 Cok giiclii
ZH/4/TRK E/24 Ogrenci Edime kene 1sir1g1, ¢ig siit tiiketimi (Negatif) (4+)
. . . Acik alan, 6lii kuga rastlama, 0,771 Orta
2H/S'TRK E/23 Ogrenci Edime sivrisinek, ¢ig siit tiiketimi (Negatif) (2+)
o . . Agik alan, evcil/kiimes hayvan, olil 0,349 Orta
4H/I/TRK E21 Ogrenci Edime kusa rastlama sivrisinek (Negatif) (2+)
Agik alan, 6lii kusa rastlama, .
7H/2/TRK | E/28 Hayvancilik | Edirne sivrisinek, ¢ig siit tiiketimi, evcil (Ii,);f;t?f) (gil)u
hayvan bulundurma

E: Erkek; K: Kadin; H: hafta; KOC: Kocaeli; TRK: Trakya;

* [gM pozitiflik igin sinir deger Ratio >1.1, Negatif < 0.8.
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Tablo 4-4: IFA ve/veya ELISA testi ile BNV IgG pozitifligi saptanan 6rneklerin

sonuclar1 ve demografik ozellikleri

) Yas/ ] ELISA
Ornek No Meslek Ikamet Risk Faktorleri BNV IFA BNV
Cinsiyet IgG* IgG
SH/5/CTF | K/32 Diger fstanbul | &€ siit tiketimi, sivrisinek 1039 1 zanf (1+)
maruziyeti (Negatif)
) . ivrisi 1113 ficlii
SH/2/CTF | B/22 Ogrenci istanbul Agik a'lan('ia bulunma, sivrisinek Cok giiclii
maruziyeti (Pozitif) (4+)
Agik alan, evcil/kiimes hayvan, <
2H/2/TRK |E/34 Ciftei Edirne 0lii kusa rastlama sivrisinek, kene ' Zayif (1+)
1sirma, ¢ig siit tiiketimi (Negatif)
Acik alan, 6lii kuga rastlama, 344
3H/4/TRK |E/48 Serbest Edirne sivrisinek, kiimes/evcil hayvan ’ ' Zayif (1+)
bulunma (Negatif)
. . 10,32
8H/4/TRK |E/44 Serbest Kirklareli | Risk faktorii yok Zayif (1+)
(Negatif)
. Agik alan, sivrisinek, ¢ig siit 129,9 Cok Giiglii
9H/1/TRK |E/38 Serbest Edirne R >
tiikketimi, (POZitif) (4+)

E: Erkek; K: Kadin; H: hafta; CTF:

Cerrahpasa Tip Fakiiltesi; TRK: Trakya;

*IgG degeri RU/ml biriminde olup, pozitiflik i¢in sinir deger >22 RU/ml’dir.
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o 12M Pozitif (ELISA+IFA)
() IgG Pozitif (ELISA+IFA)

) 'eM Pozitif (IFA)
O lgG Pozitif (IFA)

Sekil 4-2: Calismada antikor pozitifliklerinin illere gore dagilinm
(Herbir sekil bir hastaya tekabiil etmektedir)

4.5. BNV Real Time RT-PCR Sonuclan

226 donoriin tamamindan plazma Ornekleri alinmistir. Plazma orneklerinden
yapilan ekstraksiyon iiriinlerinden ¢alisgilan BNV Real Time RT-PCR sonucunda hig bir

ornekte viral genom saptanmamuistir.
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5. TARTISMA

BNV enfeksiyonu kan kaynaklarinin giivenilirligini tehdit eden, transfiizyonla
bulasan ve hafife alinmamas: gereken ciddi bir enfeksiyon hastaligidir. Ilk olarak
1937°de Uganda’da bulunan viriisiin, 1950’lerde Orta Dogu’da ates ve ensefalit belirtili
epidemilerin nedeni oldugu anlasilana kadar, halk sagligini tehdit eden bir ajan olarak
goriilmemistir. Cografi dagilimi genis bir yayilima sahip olan basta Culex tiirii
sivrisinekler olmak tizere bir¢ok sivrisinek tiirii tarafindan tasinarak kus, insan ve diger
memeliler arasinda yasam dongiisiinii stirdiirmektedir. Viriisiin yasam dongiisiinde yer
alan vektorler ve kuslar aracilig ile ilk olarak kesfedildigi Afrika Kitasindan, bir¢ok
kitaya genis cografi yayilim gostermesi, BNV nin ¢esitli ekosistemlerde var olabilme ve
varligmi siirdiirebilme  becerisini gosterir. Virlis bulasinda ve yayiliminda etken
vektorlerin ¢esitliligi ile enfekte ettigi omurgali hayvan tiirlerinin g¢esitliligi g6z oniine

almdiginda halk sagligini tehdit eden 6nemli bir sorun oldugu goriilmektedir (88).

Ik kesfedildigi 1937°den beri varligi Afrika, Avrupa, Asya, Ortadogu ve
Avustralya ile sinirli olan BNV’nin 1999 yili ve sonraki yillarda Amerika Kitasi’nda
salginlar halinde goriilmesi ve Amerika kitasindaki hizli yayilimi, arboviriis bulag
dongiisiinde yeterli vektor, uygun vertebrali konak¢i ve uygun iklim sartlar1 mevcut
oldugu durumlarda yeni yerlerde ortaya cikabildikleri gercegine dikkat ¢ekmektedir.
Ozellikle hizla artis gdsteren uluslararasi ticaret ve seyahatlerin olmasi, egzotik
patojenlerin kitalararasi kolaylikla tasinabiliyor olmasi, pespese goriilen salginlara ve
viriisiin yeni bolgelere yayilimina agiklik getirmektedir. Bu sebeple BNV enfeksiyonlar1
ile bas etmede enfekte sivrisinek maruziyetinden korunma ve vektor kontrolii esas
yaklasim olmal1 ve hekimler, veterinerler, halk sagligi ¢alisanlari, laboratuar ¢alisanlari
importe hastaliklarin sebep oldugu beklenmedik salginlar agisindan tedbirli olmahidir

(35,17,89).

BNV seroprevalansinin diinyanm farkli bolgelerinde degisiklik gdsterdigi
yapilan c¢aligmalarla gosterilmistir. 1950’11 yillardan sonra BNV’nin neden oldugu
salgmlar Akdeniz havzasinda; Israil ve Misir , Ortadoguda; Tunus ve Fas, Avrupa’da;
Fransa, Italya, Yunanistan, Romanya ve Rusya’dan bildirilmistir. 1999 yilimda BNV ’nin
Amerika New York City’de ilk olarak varlig1 gosterilmis ve 1999- 2001 yillar1 boyunca

hizla kitadaki diger eyaletlere, ABD’ nin dogu yarisina ve Kanada’nin giiney bdlgesine
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yayilmistir. 1999 yilinda salgmlara ve 6liimlere sebep olan viriis susu ile yapilan genetik
analizler sonucunda, Israil’den bildirilen salginlarla New York salginlarina sebep olan

virilislerin birbiriyle benzer genetik 6zellikte oldugu gosterilmistir (4,20).

Gocmen kuslar, BNV nin yeni bdlgelere girisinde ve yayilimindaki esas konak,
olarak nitelendirilmektedir. BNV’ nin yayiliminin asil siiphelisi olarak gd¢men kuslarin
nitelendirilmesinde One siiriilen goriislerden biri; salginlarin genellikle yaz mevsiminin
sonunda ve sonbahar mevsimi baslangicinda goriilmesi ile go¢cmen kuslarin ve
sivrisineklerin ~ populasyon  yogunlugunun biiyiikk konsantrasyonlara ulasma
donemlerinin ¢akigmasidir. Siklikla sulak alanlarm bulundugu bdlgelerde yada sulak
alanlara yakin bolgelerde yasayan insanlar arasinda ortaya ¢ikan bu salginlarin
goriildiigli alanlar, cok sayida ornitofilik sivrisinekler ile yiiksek populasyon

yogunluguna sahip kuslarin temasinin goriildiigii alanlardir (9,35).

Ulkemizin ekolojik sartlarmin uygunluguna ve cografi konumuna bakildiginda
ve iilkemizin kus gé¢ yollarinin {izerinde bulunmasi, bulasta rol alan vektoér faunasi ve
gocmen kuslarin dinlenme ve beslenme alanlar1 olan sulak alanlarin mevcudiyeti, Bat1
Nil virtisii enfeksiyonunun tilkemizdeki varligmi desteklemekte ve viriis dolasimina

acik bir konumda oldugunu gostermektedir (90).

BNV’nin iilkemizdeki varligina dair yapilan calismalardan serolojik bulgularin
elde edildigi ilk ¢alisma Mego tarafindan 1970’li yillarda yapilmistir. Giineydogu
Anadolu Bolgesi’'nde 937 kisinin serum Orneklerinin hemagliitinasyon inhibisyon
yontemiyle taranamasi sonucunda BNV pozitifligi %42 bulunmustur (44). 2007 yilinda
Ergunay ve ark. tarafindan Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde yiiriitillen calismada,
Sanlwurfa ve Siverek’ten toplanan 181 serum 6rneginde BNV nétralizan antikor varligi
%9,4 olarak gosterilmistir. 1970’11 yillarda yapilan ¢alismada sonuglarin plak
rediiksiyon notralizasyon testi (PRNT) ile dogrulanmamis olmasi, HI testinin flavivirus
grup spesifik antikorlar1 tespit etmesi ve flaviviruslar arasi ¢apraz reaksiyonlarin
bulunmasi seropozitifligin yiiksek oranlarda bulunmasinin sebebini agiklamaktadir
(48,65). 1980 yilinda Serter tarafindan Ege Bolgesi’nde yiiriitiilen ¢alismada toplanan

231 serum 6rneginde HI yontemi ile seropozitiflik %29,1 bulunmustur (46).

2006 yilinda Ozkul ve ark.’nin BNV seropozitifli§ini saptamak amaciyla cesitli

bolgelerden, cesitli memeli tlirlerine ait 764 serum Ornegi toplayarak ylriittiikleri
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calismada 88 insan serum Orneginde BNV seropozitifligi %20,4 olarak saptanmistir

(47).

Orta ve Kuzey Anadolu’da 2516 kan dondriiyle yapilan genis kapsamli bir
calismada ise ELISA yontemi ile %0,99 pozitiflik bulunmus olup, pozitif bulunan
ornekler PRNT yontemi ile dogrulandiginda %0,56 BNV pozitifligi saptanmistir (49).

Baska bir genis kapsamli ¢alisma ise Ankara bdlgesinde 2821 saglkli kan
dondriine ait serum Ornekleri ile yapilmis olup, ELISA yontemi ile yapilan ¢caligmada
seropozitiflik oranmnin %2,4 oldugu gdsterilmistir (52). Ankara bolgesi 2011 yilinda
Sahiner ve arkadaslar1 tarafindan 729 goniillii kan donorii dahil edilerek yiiriitiilen
calismada 729 gercek zamanli RT-PCR analizleri sonucunda, ¢alismaya dahil edilen

serum Orneklerinin higbirisinde BNV viral RNA varlig1 saptanmamustir (91).

BNV oncelikli olarak kuslar arasinda aktarilan ve insanlarm son konak olarak
rol aldig1 sivrisinek kaynakli bir flavivirustur. BNV enfeksiyonu, 2002 yilinda
Amerika’da 44 eyalete yayilmis ve 4200 insan vakasi bildirilmistir. 2002 yilindan 6nce
BNV’nin  kan transfiizyonuyla bulasina dair herhangi bir vaka bildirilmemesine
ragmen, enfeksiyon sonrasi kisa siireli-gegici viremi goriilmesi ve asemptomatik
goriilen enfeksiyonlarin oranmin, orta siddetli goriilen enfeksiyonlara oranla daha
yiiksek olmasi transflizyonla bulas yolunun olast oldugu fikrini akla getirmistir. Bu
sebeple ABD’de 2003 yilinda ¢esitli kan merkezlerine basvuran kan donorlerinin NAT
yontemi ile taranmasi sonucunda 677,603 dondrden 183’1 (%0,027) BNV RNA
yoniinden reaktif bulunmustur. BNV RNA reaktif 183 donériin yalnizca 16’sinda IgM
pozitifligi saptanmistir ve calismada diistiik titrede viral yiike sahip dondrlerden

transflizyonla bulagin miimkiin oldugu gosterilmistir (92).

Kan transfiizyonu ve doku/organ transplantasyonu, bircok tibbi uygulamada
tamamlayic1 tedavi yontemi olarak uygulanmaktadir. Ancak 2002 yilinda ABD’de
goriilen epidemi sirasinda, transplantasyon uygulamasi sonrasi viremik bir organ
donoriine ait dort organin (kalp, akciger, iki bobrek) transplante edildigi alicilardan
iiclinde BNV IgM positifligi saptanirken, bir alicinin beyin dokusundan virilis izole

edilmistir (56).

2004 yilinda yine Amerika kitasinda, Kanada’da kan donoérlerinin NAT testi ile

rutin taramasinda, kan bagisinda bulunmak iizere basvuran 14 donérde BNV RNA
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reaktif bulunmus ve BNV RNA pozitif bulunan donodrlerden yalnizca iiclinde IgM
pozitifligi saptanmistir (93).

BNV’nin endemik olarak goriildiigii Avrupa {lkelerinden komsumuz
Yunanistan’da 2006-2007 yillar1 arasinda saglikli kan dondrlerinden serum ve plazma
ornekleri ile, aseptik menenjit bulgulari goriilen hastalardan BOS o6rneklerinin
toplanmasi ile yiiriitiilmiis olan caligmada NAT yontemi ile BNV RNA saptanamamistir
(94). Diger bir Avrupa iilkesi olan Italya’da 2009 yazinda 5726 kan dondrii NAT ile
BNV viriis RNA’s1 agisindan taranmis ve bir dondrde pozitiflik saptanmistir. Calisma
sonucunda ¢ok diisiik oranda pozitiflik saptansa bile BNV bulas riskini azaltmak ic¢in

taramaya ihtiya¢ oldugu yoniinde goriis bildirilmistir (95).

Ortadogu iilkesi olan komsumuz Iran’da ise BNV nin, kan merkezlerinin kan
temini acisindan olas1 enfeksiyon riski olup olmadigini ortaya ¢ikarmak icin yapilan
calismada, 500 sagliklh kan vericisine ait serum Ornekleri BNV IgM ve IgG antikor
varlig1 yoniinden taranmistir. Calismada IgM antikoru pozitif 6rnek bulunamamis fakat
25 (%5) dondrde BNV IgG antikor pozitifligi saptanmistir. Ayn1 calismada dondrlere
ait plazma orneklerinde BNV RNA varligini arastirmak amaciyla real time RT-PCR

yontemiyle analizler yapilmis ancak viral RNA saptayamamislardir(96).

Marmara Bolgesinde bulunan 4 farkli kan merkezine(CTF, TRK, KOC, SAK)
kan bagisinda bulunmak {izere bagvuran kan dondrlerinin serumunda BNV IgM ve 1gG
varliginm1 ELISA yontemi ile arastirarak antikor varhigin tespit ettigimiz orneklerde ise
destekleyici olarak IFA testinin yapilmasi ve plazma orneklerinin tiimiinde ise real time
RT-PCR ile BNV viral RNA’nin aranmas1 amag¢lanmistir. Marmara bolgesinde 4 farkl
ilde bulunan kan merkezlerinde kan bagis¢ilarina ait serum ve plazma 6rneklerinin 2014
yilt  haziran-eyliil aylar1 arasinda toplanmasi ile calismanin bu bdlgedeki BNV

seroepidemiyolojik verilerine katkida bulunmasi 6ngorilmiistiir.

2010 yilinda Ulkemizde 47 BNV enfeksiyonu vakasi (35 olas1 vaka, 12
laboratuarda dogrulanan) gosterilmistir. 2010 ve 2011 yilliarnda rutin siirveyans ve
seropozitiflik varlig1 arastirma amacl yapilan calismalarda Sakarya ilinden 12 vaka
bildirilmistir Bu vakalar rutin siirveyans sirasinda tespit edilen ilk vakalardir. Ozellikle
iilkemizin bat1 illerinden bildirilen vakalarla BNV nin Tiirkiye’nin batisinda endemik

olmaya basladig1r goriilmiistiir. Bu sebeple yaptigimiz calisma kapsamina Marmara
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Bolgesi’nden Istanbul, Edirne, Sakarya ve Kocaeli illeri kan merkezleri dahil edilmistir
(11).

Dort farklhh merkezde 226 kan dondriinden 6rneklerin haftalik bazda es zamanl
olarak toplanmasiyla yiiriittiiglimiiz calismada Sakarya ve Edirne illerine ait serum
orneklerinde ELISA ile BNV IgM seropozitifligi %0,9 (2/226), ve Istanbul ve Edirne
illerine ait serum oOrneklerinde ise BNV IgG seropozitifligi %0,9 (2/226) oraninda
saptanmistir. Calismada saptanan izole IgM pozitifligi, ENIVD kriterlerine gore olasi
vaka olarak belirtilmektedir. Ayn1 zamanda Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu’nun Bulasici
Hastaliklarm Laboratuvar Tanis1t Igin Saha Rehberi’nde belirtilen kriterlerine gore

sonuclarimiz "olas1 vaka" tanimlamasina uymaktadir (97,98) (Form 2).

2003 yilinda BNV RNA (+) viremik kan dondrleriyle; IgM, IgA, IgG tip
antikorlarm ortaya c¢ikis siirelerini ve kandaki siirekliliklerini tespit etmek amaciyla
calisma yapilmistir. Bu ¢alismada IgM ve IgA tip antikorlarin kanda en erken ortaya
cikist BNV RNA pozitifliginden sonra 3. giin goriilmiis, 9. giin ise tiim donoérlerde IgM
ve IgA varlig1 gosterilmistir. IgG tip antikorlarin RNA pozitifliginden sonra kanda en
erken ortaya cikiglar1 4. giinde goriilmiis, 16. giin sonunda tiim viremik dondrlerin
kaninda IgG antikor pozitiflesmistir. Ayn1 donor grubuyla yapilan calismada 21. giinden
sonra (22-440 giline kadar) IgM tip antikorlarn kandaki siirekliliginin %88 oldugu
saptanmistir. BNV viral yiik enfekte bir sivrisinegin 1sirmasindan sonra ortalama 8 giin
icinde olusmakta ve iki katina ¢ikmaktadir. Fakat kisa siireli viremi goriilmesi BNV ye

ait RNA’nin kanda tespit edilmesini zorlastirmaktadir (99).

Calismamizda dondrlerden toplanan tiim 6rneklere real time RT-PCR  yapilmis
fakat viral RNA saptanamamistir. [gM pozitifligi saptanan orneklerde yada negatif
orneklerde goriilen durum vireminin kisa siireli olmasma, uzamis IgM
serokonversiyonuna yada diger flavivuslarla c¢apraz reaksiyon vermelerinden
kaynaklanabilir. Yine benzer sekilde iilkemizde Izmir’den, Yunanistan ve iran’da kan
dondrlerinde plazma Orneklerinde real time RT-PCR yontemiyle BNV viral RNA
aranmig ancak bulunmadigi bildirilmistir (52,94,96).

BNV icin ELISA ile pozitif buldugumuz 6rneklerin sonuglarinin teyit edilmesi
duyarlilig1 ve 6zgiilliigli gorece olarak ELISA’dan daha yiiksek bir test olan IFA ile
yapilmistir. ELISA ile pozitif bulunan 6rnekler IFA ile de pozitif bulunmustur. Ayni

zamanda ELISA ile negatif bulunan fakat anket verileri incelendiginde arboviral
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enfeksiyonlar acisindan yiiksek risk faktorlerini bulundurdugu kabul edilen 42 donére
ait ornege IFA testi uygulanmis ve 42 Ornegin 4 (%9,5)’lnde (9,5) IgM antikor
pozitifligi, 4 (%9,5)’linde ise IgG antikor pozitifligi saptanmistir(Form 1). Tiirkiye
Halk Sagligi kurumunun belirttigi epidemiyolojik kriterler incelendiginde pozitiflik
saptadigimiz donorlerde bu kriterlerin varligi (hayvan ile temas, kene 1sirma oykiisii,
sivrisinek maruziyeti) goriilmiistiir. Ayn1 zamanda Orneklerin toplanma siireci olarak
belirlenen tarih araliklar1 (15 haziran-15 eyliil aylarr) iilkemizin iklim ve ekolojik

sartlar1 sebebiyle sivirisnek populasyonunun en sik gorildigii araliktir (98).

Yalnizca IFA ile IgM pozitifligi saptanan 4 6rnegin 3 (%75)’t Edirne ilimize
bir 6rnek ise Edirne merkezli olup, dondriin ikameti Tekirdag ilidir. Yalnizca IFA ile
IgG pozitifligi saptanan 4 ornekten 2(%50)’si Edirne ilimize, 1(%25) 6rnek Edirne
merkezli olup ikameti Kirklareli iline, diger 1 (%25) &rnegin ise ikameti Istanbul
ilimize aittir. Elde edilen sonucglarda IgM ve IgG pozitifliklerinin salginlarin sik
goriildiigli Yunanistan’a hem sinir komsulugu bulunan hemde ticaret/akrabalik/seyahat
gibi sebeplerle giris ¢ikislarin sik goriildiigii Trakya Bolgesi’nde goriilmesi anlamli
olarak goriinmektedir (sekil 4-2). Yiiksek risk faktorleri varligi belirlenen gruptan,
Edirne merkezli toplanan Orneklerde yalnizca IFA testi sonuclarinda Kirklareli’nde
ikamet eden dondre ait 6rnek IgG pozitif ve Tekirdag ilinde ikamet eden dondre ait
ornek IgM pozitif saptanmistir. Sahadan toplanan sivrisinek tiirleriyle yapilan bir
arboviral siirveyans calismasinda, BNV vektorii sivrisinek tiirlerinden Ochlerotus
caspius ve Culex pipiens’te swrastyla BNV genotip 1 varligi %15,6 ve %36,3 tespit
edilmistir. Bu calismayla beraber buldugumuz sonuglar Trakya Bolgesi’nde viriisiin
varligna ve sirkiilasyonuna igaret etmektedir. Ve bu bolgede daha genis kapsaml
seroprevalans ve siirveyans calismalarmin yapilmasi gerekliligini gostermektedir

(90,100).

2010-2011 yillarinda Edirne, Manisa, Sakarya ve Mugla illerinde yiiriitiilen rutin
siirveyans calismalar1 sirasinda 47 BNV enfeksiyonu tespit edilmis ve ilk kez akut
BNV enfeksiyonu vakalar1 bildirilmistir. Ozellikle {ilkemizin bat1 illerinden bildirilen
vakalarla BNV’nin Tiirkiye’nin batisinda endemik olmaya basladigi goriilmiistiir.
Ulkemizin batisinda ortaya ¢ikan bu olgularm, yakin komsumuz Yunanistan’da ayni
tarihlerde ortaya ¢ikan bir salgmin hemen sonrasinda saptanmasi, vektor ve rezervuar

hareketlerinin {ilkemizi yakindan etkiledigini vurgulamaktadir (11,101). Kalaycioglu ve
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ark’nin yaptig1 calismada rutin siirveyans olgulariin 37’si1 olas1 vaka, 12’°s1 kesin vaka
olarak tanimlanmistir. Calismada akut BNV enfeksiyonu insidansi 0,19 bulunurken, 12
vakanin goriildiigi Sakarya ilinde en yiiksek insidans (1,39) goriilmiistiir. 2010-2011
yillarinda akut vakalarin goriildiigii Sakarya ili, kapsamli siirveyans ve seroprevalans
calismalarinin yapilmasi acisindan 6nem arzetmektedir. Calismamizda Sakarya ilinden
60 donore ait 6rnegin belirlenen tarih araliklarinda topalanmasi planlanmistir. Fakat
calismamiza dahil edilen kan merkezindeki teknik aksakliklar ve degisimler sebebiyle
planlanan sayida 6rnek toplanamamistir. Toplanan 24 6rnekte ELISA ile IgM ve 1gG
pozitfligi ve real time RT-PCR ile viral RNA saptanamamistir. Fakat Kocaeli ilindeki
calisma dahilinde olan kan merkezine bagvuran dondrlerden ikamet adresi Sakarya olan
bir dondriin 6rneginde ELISA ile IgM pozitifligi saptanmis ve IFA testi ile de IgM
pozitifligi teyit edilmistir (11).

Izmir’de 2010 yilinda Ege Universitesi Kan Merkezi'ne bagvuran saglikli 438
kan donoriiyle yapilan ¢alismada tiim 6rneklerde viral RNA negatif bulunmustur. Fakat
11(%2,51) ornekte IgG antikor pozitifligi bulunmustur. Yapti§imiz ¢alisma smirl
sayida kan donoriinii kapsamasma ragmen bulunan seropozitiflik orani iilkemizin
batisinda yapilan caligmalarla diisiik oranlarda da olsa paralellik gdstermekte olup
virlisiin bolgedeki populasyon arasinda sirkiilasyonuna isaret etmektedir. Caligmada
saptadigimiz pozitifliklerde BNV nin diger flaviviruslarla verebilecegi ¢apraz reaksiyon
thtimali de dikkate almarak, tiim Ornekler BNV RNA negatif bulunmus olmasina
ragmen, bolgede saptanilan seropozitiflikler, viriisiin sirkiilasyonda oldugu ve kan
iirtinleriyle bulas riskinin gdzardi edilmemesi gerektigine isaret etmektedir. Bu sebeple
iilkemizde kan dondrlerinde BNV taramas1 yapilmadigindan, yiliksek viral aktivitenin
goriildiigli yaz mevsiminde kan merkezlerinde BNV enfeksiyon bilincine dayali, daha
ayrmtili dondr formlarinin hazirlanmasi, asemptomatik BNV viremik dondrlerin

elenmesine yardimci olacaktir (102,103,104,106).

Seropozitiflik oranmin belirlenmesinde ELISA  yOntemini kullandigimiz
calismamizda, ELISA ile pozitif buldugumuz 6rneklerde ve ELISA sonuclar1 negatif
olan fakat risk faktorleri bulunduran dondrlerin 6rneklerine tegit amaciyla IFA testi
uygulandi. Calismada ELISA sonuglar1 negatif bulunan 8 6rnekte IFA ile pozitiflik
saptanmis olmasi kantitatif ELISA testi degerleri ile kalitatif IFA testi sonuglar

arasinda korelasyon olmadigimi gostermektedir. Calismamizda buldugumuz BNV IgM
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ve IgG antikor pozitifliklerinin daha duyarli bir test olan PRNT ile dogrulanmasi
gerekliligine ragmen, calisma biit¢esinin kisitliligi, donanimli bir viroloji laboratuvari
gereksinimi, canli virus susunun temin edilebilme ve uygun hiicre kiiltiirlerinde
iretilebilme sorunu, teknik ekipman ve deneyimli personel eksikligi gibi faktorden

otliri PRNT testi yapilamamustir.

Tim bu sonuglar, BNV enfeksiyonu yoniinden iilkemizin 6zellikle Trakya ve
Marmara Bolgesinin risk altinda oldugunu ve kapsamli epidemiyolojik ve siirveyans

calismalarinin yapilmasi gerekliligini gostermektedir.
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ISTANBUL NI _‘_/ICRSi"l‘ESi .
CERRAHPASA TIP FAKULTESI DEKANLIGI
KILINIK ARAST!RMALAR ETIK KURULU

9 /aL-m.:ssa_

Konu:

09 Mans 2014

Temel Tip Bilimleri Bsliimii
Bagkanliina

Ilgi: 16.04.2014 tarihli, 76624604-588 sayill yaziniza:

Boliimiiniize bagli Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali &gretim iiyesi Do¢.Dr.Yavuz UYAR"I
danismanhiginda Yiiksek Lisans Ogrencisi Biolog Esra BAKIR"In yiiriitiiciiliigiinde Prof.Dr.Zafer
BASLAR, Prof.Dr.Muzaffer DEMIR, Dog¢.Dr.Mehmet KOROGLU ve Prof.Dr.Birsen MUTLU'nun
yardimel aragtirmact olarak gorev aldiklan  "Batt Nil Viriisii Varbgimn Marmara Bélgesi Kan
Donérlerinde Serolojik ve Molekiiler Yéntemler Ile Arastinlmas" baghkli Yiiksek Lisans Tezi
hakkinda ilgi yazimz ve ekleri 06 Mayis 2014 tarihinde toplanan Fakiiltemiz Klinik Aragtirmalar Etik
Kurulunca miizakere edilmis olup; Bilimsel Arastirma Projeleri ( BAP) destegi alinmast kosuluyla etik agidan
uygun olduguna karar verilmistir.

Bilgilerinizi, durumun ad1 gegen anabilim dal1 baskanligina bildirilmesini rica ederim

Prof.Dr. Ozgiir KASAPCOPUR
Klinik Aragtirmalar Etik
Kurulu Bagkan:

1 dosya

Not: Yantlarimizda yazumizin giin ve saywsinm belirtibnesi rica olanur.
Istanbul Universitesi Cervahipags Tap Faliiltesi 34303 Cerrahpaga/ISTANBUL
Telefon 0 (212) 414 32 82 Bahili: 22300 Faks: 0(212) 632 00 40 c-postazetfetikanistanbul.cditr,
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OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Ad1 Esra Soyadi BAKIR
Dog.Yeri |ISTANBUL Dog.Tar. |02.04.1987
TC Ki
Uyrugu |T.C. ™M 51718161460
No
Email bakir.esr@gmail.com Tel 5344730199
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yih
Doktora
Yiik.Lis. |Istanbul Universitesi 2015
Lisans Trakya Universitesi 2012
Lise Davutpasa (YDA) Lisesi 2005
Is Deneyimi (Sondan ge¢mise dogru siralayin)
Gorevi Kurum Siire (Y1l - Y1)
1. -
2. -
3. -
KPDS/UD
Yabanc1 |Okudugunu Konusma* | Yazma* S (Diger)
Dilleri Anlama* } Puam
Puam

Ingilizce |iyi lyi iyi 66
*Cok 1yi, 1y1, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhk Sozel

LES Puam

(Diger)

Puam




Bilgisayar Bilgisi

73

Program

Kullanma becerisi

MS Ofis Programlar1 (Word, Excel ve

PowerPoint)

1yl

Yayinlar/Tebligleri Sertifikalari/Odiilleri

Ozel lgi Alanlar (Hobileri):





