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ONSOZ

Giiniimiizde artropod kaynakli enfeksiyonlar artarak yayilmakta ve ciddi halk
saglig1 sorunlari olusturmaktadir. Amerika ve Afrika basta olmak lizere Dogu, Giiney
Avrupa ve lilkemizde bas gosteren enfeksiyonlar konunun Onemini bir kez daha

ortaya koymaktadir.

Bat1 Nil Viriisii (BNV) diinya iizerinde oldukc¢a genis bir alanda yayginlik
gOsteren baslica arboviruslardandir. Virts ilk kez Uganda’nin Bati Nil bolgesinde
izole edilmistir. Bindokuzyiizdoksandokuz yilinda Amerika Birlesik Devletlerinde
New York’ta bag gosteren salgin sonrasi yapilan arastirmalarin artmasi ile basta
iilkemiz olmak iizere diger pek cok lilkede enfeksiyonun varlig1 ve yaygimligi ortaya
konulmustur. Ulkemizde Arboviruslara bagl enfeksiyonlar daha ¢ok hayvanlarda
tespit edilmis olmasina ragmen 2010 yilinda Manisa’da ortaya ¢ikan bir olgu ile akut
BNV enfeksiyonu tespit edilmistir. Bu tez projesi ile sinirli bir bolgede Bati Nil
Viriisii enfeksiyonu’nun serolojik ve virolojik olarak tespit edilmesi, yayginliginin

arastirilmasi ve giincel verilerin elde edilmesi amaglanmistir.

Yiiksek lisans egitimimin ve ¢alismalarimin her asamasinda bilgi ve
deneyimlerini benden esirgemeyen Danisman Hocam Prof. Dr. M. Taner
KARAOGLU’na, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim
Dalr’nin imkanlarindan faydalanmami saglayan Anabilim Dali Baskani Prof.Dr.
Yilmaz AKCA’ya, yardim ve desteklerini esirgemeyen Viroloji Anabilim Dali
Ogretim Uyeleri Prof. Dr. Feray ALKAN’a, Prof. Dr. Aykut OZKUL’a, Prof. Dr.
Seval BILGE DAGALP’e ve Prof.Dr.T.Cigdem OGUZOGLU na, ¢alismamin proje
destegini saglayan kurumum Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii
Miidiirliigii'ne, saha calismalarinda yardimci olan Sanlwrfa il Gida, Tarim ve
Hayvancilik Miidiirliigii’'ne, doktora tez calismam boyunca birlikte gorev yaptigim
Arastirma Gorevlisi ve Doktora Ogrencisi arkadaslarima ve tez calismama katkida
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1. GIRIS

Bat1 Nil Viriisii (BNV) insanlar, atlar, kuslar ve ¢esitli vahsi hayvanlarda
ensefalit vakasi ile seyreden salginlara sebep olan, artopodlarla bulasan, Flaviviridae
ailesine mensup zoonoz bir viriistiir (Bernkopf ve ark., 1953 ve Diamond, 2009).
Viriis ilk defa Uganda’nin Bati Nil bolgesinde atesli hastalik gegiren bir kadindan
izole edilmistir (Smithburn ve ark., 1940). Daha sonra da Afrika, Orta Dogu ve
Giliney Avrupa’da insanlar, kuslar ve sivriseneklerde yaygin Flaviviruslar arasinda

yerini almistir (Bernkopf ve ark., 1953 ve Magurano ve ark., 2012).

Ulkemizin kuslarin onemli gd¢ yollar1 arasinda yer almasi enfeksiyonun
yayilmasi acgisindan 6nem arz etmektedir. Bilindigi iizere iilkemiz at yetistiriciligi
acisindan oldukga ileri bir noktadadir. BNV enfeksiyonu at yetistiriciliginde sebep
olabilecegi performans diistikliigii ve kayiplardan dolayr ekonomik yonden onemli

bir enfeksiyondur.

Vektorlerle bulagsan flaviviruslardan enfeksiyon agisindan en yaygin ve
onemli olanlari Bat1 Nil virtisii (West Nile virus, WNV = BNV), kene kaynakli
ensefalit viriisii (Tick-borne encephalitis virus, TBEV), Deng virusu (Dengue Virus,
DENV) ve sart humma virtisii (Yellow Fever Virus, YFV)’dur (Monarth, 1996 ve
Serter, 1980). Bu viriisler arasinda BNV, DENV ve YFV i¢in esas bulasma sebebi
sivrisinekler, TBEV igin ise kenelerdir (Shaffner ve ark., 2014 ve Sips ve ark.,
2012).

Viriisiin dogal tasiyicist Culex ve Aedes cinsi sivrisineklerdir. Seyrek olarak
kenelerle de bulastig1 bildirilmistir. Yabani kuslarla bu artropodlar arasinda 6nemli
bir gegis zincirine sahip olan viriis insan, at, kopek, koyun gibi memeli hayvanlar ile
tavuk gibi evcil kanatli hayvanlari da enfekte edebilmektedir (Taylor, 1953 ve
Zaayman ve ark., 2009). Viriisiin bulas dongiisiinde, kuslar ve sivrisinekler arasinda
gecis sirasinda virus tesadiifi olarak atlar1 ve insanlar1 da enfekte edebilmektedir.
Ancak bu son konakgilar viriisiin epidemiyolojik dongiisiinde yer almamaktadir

(Rosa ve ark., 2014).



Enfeksiyon atlarda genellikle asemptomatiktir ancak %20 kadarinda klinik
belirtiler ortaya ¢ikabilir. Bunlar ataksi, giigsiizliik sirtiistii yere yatma seklindedir.
Bu vakalarin biiyiik bir kismi 6liimle sonuglanmaktadir (Murray ve ark., 2010).
Enfekte insanlarda ates, dokiintii, artralji ve miyalji goriilebilir. Olgularin yaklasik
%1’inde ise ensefalit, meningoensefalit ve paraliz gibi klinik bulgularin sekillendigi
noroinvazif enfeksiyon gelisebilmektedir. Bu durum genellikle ileri yastaki
insanlarda ve immun sistemi ¢esitli sebeplerle baskilanmis bireylerde goriilmektedir

(Erglinay ve ark., 2010a ve Serter, 1980).

Fransa’da 1962 ve 1963 yillarinda goriilen salgin Avrupa’da bilinen ilk BNV
salgini olarak kayitlara gegmistir (Zeller ve Chuffenecker, 2004). Devam eden
yillarda ise Avrupa’nin pek ¢ok farkli bolgesinde enfeksiyon cesitli salginlarla
kendini goéstermistir. Viriis Giiney Avrupa, Dogu Avrupa ve Akdeniz Havzasi
boyunca yayilimini siirdiirmiis ve énemli bir halk sagligi problemi haline gelmistir.
Bu salginlar sebebiyle bir ¢ok iilkede gesitli siirveyans programlari uygulanmaya
baslamistir. BOylece salginlar izlenebilir ve kayit altina alinabilir hale gelmistir
(Zeller ve Chuffenecker, 2004). Ikibinonbir yilinda italya’da goriilen biiyiik salginda
bu siirveyans programi ile genotip 1 ve genotip 2’nin bolgedeki yayginligi
gosterilmistir (Magurano ve ark., 2012). Avrupa’da 2010 ve 2013 yillar1 arasinda
Avusturya, Bosna Hersek, Hirvatistan, Yunanistan, Macaristan, Italya, Kosova,
Makedonya, Sirbistan, Rusya Federasyonu, Ukrayna ve ispanya’da BNV salginlart
kayda gegmistir. Ozellikle Yunanistan ve Rusya’da her yil yiiksek oranda viriisiin
varlig1 bildirilmistir (ECDC, 2011).

Amerika’nin birgok farkli bolgesinde ise 1999 yilindan itibaren baggosteren
salginlarla birlikte enfeksiyonun bu kitadaki yayilimi devam etmis ve Amerika’da
2012 yilinda en biiyilk BNV salgin1 basgdstermistir. Bindokuzyiizdoksandokuz ile
2013 wyillart arasinda 39.557 olgu, 17.381 noéroinvaziv bulgu ve 1.667 olim
raporlanmistir (EDCD, 2011).



Lineage 1a

I Lineage 1b (Kunjin) .

- Lineage 1c (India)
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- Lineage 4* (tick isolates)
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Serological data only

*Putative lineage

Sekil. 1.1. Bati Nil viriis enfeksiyonlarinin diinya genelindeki yayilimi (MDPI, 2013).

Ulkemizde ilk akut BNV enfeksiyonu 2010 yilinda kayitlara gegmistir.
Kalaycioglu ve ark. tarafindan yiiriitiilen siirveyans verilerine gore 2010 ve 2011
yillarinda 47 vakada BNV enfeksiyonu tespit edilmis ve uluslararasi bildirimi
yapilmistir (Kalaycioglu ve ark., 2012).

Ulkemizde enfeksiyonla ilgili ¢alisma sayisi son yillarda artmakla birlikte,
Tiirkiye’nin pek c¢ok farkli noktasinda viriisiin sirkiilasyonda oldugu goézlenmis,
ozellikle Giineydogu Anadolu bolgesinde yasayan insanlarda diger illere oranla daha
yiiksek oranda antikor tespit edilmistir (Ergiinay ve ark., 2007; Radda, 1971; Serter,
1980).

Yerkiire lizerindeki sicak iklime sahip bolgelerde enfeksiyon o6zellikle yaz
mevsimi ve sonbaharin baslarinda artig gostermektedir. Bu bolgelerde enfeksiyonun
goriilme sikligr sivrisinek yogunlugunun fazla oldugu yerlerde maksimum seviyelere

ulagsmaktadir (Campbell ve ark., 2002).



Ozellikle Ulkemizde Akdeniz ve giineydogu Anadolu bélgeleri sicak iklim
kosullarina sahiptir ve birgok sivrisinek tiiriine ev sahipligi yapmaktadir. Bu ¢alisma
ile Sanlurfa ve cevresinde Bati Nil Viriisii enfeksiyonu’nun son konakgist olan
atlarda hastaligin serolojik ve virolojik olarak arastirilmasi amaglanmistir. Bu ¢alisma
ile elde edilecek veriler 6zellikle kuslarin gé¢ yolunda bulunan ve yerlesik at
yetistiriciliklerinin bulundugu bélgede enfeksiyonun varligi ve yayginligi hakkinda
bilgi verirken, yapilacak molekiiler ¢alismalar ile virtisiin genetik karakterizasyonuna

yonelik yeni verilerin elde edilmesi hedeflenmistir.

1.1.  Bati Nil Viriisiiniin Etiyolojik Ozellikleri

Bati Nil Virusii’niin klasifikasyondaki yerine bakildiginda; Flaviviridae
icinde 4 farkli cins yer almaktadir. Bunlar; Flaviviruslar, Hepaciviruslar, Pegiviruslar
ve Pestiviruslardir. Flaviviriis cinsi i¢cinde ise 53 tiir bulunmaktadir ve Bat1 Nil viriisii
da bu tiirlerden biridir. Flaviviriis cinsi i¢inde Bati Nil Viriisii disinda, sokucu
sineklerle bulasan Dengue, Japon ensefalitis viriis, Saint Louis viriis, Yellew fever

virlis ve Zika viriis gibi dnemli patojenler de yer almaktadir (NCBI, 2017).

1.1.1. Virionun Yapisi

Viriis yaklagik 50 nm ¢apindadir ve kiibik simetrili zarfli bir yapiya sahiptir.
Tek zincirli pozitif polariteli RNA genomu igerir. RNA yaklastk 11-12 kb
uzunlugunda olup, 5' ve 3' uglarinda UTR (untranslated region)’leri bulunmaktadir ve
tek bir ORF (open reading frame-agik okuma g¢ergevesi) igermektedir (Monarth,
1996; Petersan ve Roehrig, 2001). Bu genom 10 farkli protein kodlamaktadir.
Bunlardan kapsit (C), premembran (prM), membran (M) ve zarf proteinleri virion
olusumu i¢in yapisal proteinlerdir. NS1, NS2a, NS2B, NS3, NS4a, NS4b ve NS5 ise

replikasyonda rol oynayan yapisal olmayan proteinlerdir (Rossi ve ark., 2010).

Viriise ait zarf iki onemli integral proteine sahiptir. Bu molekiillerden E-

glikoproteini yaklasik 20 kDa biiyiikliigiindedir ve virulans o&zellige sahip

4



hemaglutinindir. Diger 6nemli protein ise PrM olup, bu iki protein viris
replikasyonu, doku tropizmi ve T ve B lenfositlerin uyarilmasi gorevini iistlenirler

(Patricia ve Devine, 2003).

Yapisal Proteinler Yapisal Olmayan Proteinler UTR

lCM E 1 |2A|2B| 3 MI‘B 5 l

KEEAY r

Kapsit Serin Proteinaz RNA
Membran NTPaz Polimeraz
RNA helikaz

Sekil 1.2. Bat1 Nil viriisii genomu ve kodlanan yapisal-yapisal olmayan proteinlerin
sematik gosterimi (ICTV).

1.1.2. Viriisiin Filogenetik Ozellikleri

Diinya tizerindeki farkli bolgelerden izole edilen BNV suslarinin filogenetik
analizleri 2 esas genotip (lineage-koken) oldugunu gostermektedir. Avrupa, Asya,
Kuzey Afrika, Amerika kitas1 ve Avustralya ’dan izole edilen suslar koken 1; Afrika
ve Madagaskar’dan elde edilenler ise koken 2 kabul edilmektedir. Hastalik ve
oliimlerin koken 1°de koken 2’ye gére daha sik goriilmesi bu kokenin viriilansinin
daha yiiksek oldugunu diisiindiirmektedir. Koken 2 bulundugu bolgede etkinlik
gosteren daha az viriilense sahip kabul edilmektedir. BNV’nin tanimlanan 2 ana
genotipi disinda Avrupa, Asya ve Amerika’da yeni genotiplerin dolagimda oldugu da

gosterilmistir (Baconyi ve ark., 2006 ve Bondre ve ark., 2007).
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1.1.3. Viriisiin Replikasyonu

Bati Nil virlisii, dogal rezervuar1 olan kuslarda, konakgilar1 olan kanatli,
memeli ve vektor sineklerde replike olmaktadir. In vitro olarak ise viriis insekt tiirleri
gibi, oldukca cesitli tipte primer ve devamli hiicre kiiltiirlerinde replike olmaktadir
(Monarth ve ark., 1996 ve Yazici, 2005). Rezervuar ve konakgilarda hiicre yiizeyine
tutunurken kullandig1 reseptorler tam olarak bilinmemekle birlikte viriis tutunduktan
sonra endositoz yoluyla hiicreye girer (Sekil 1.4). Sitopatoloji, replikasyon yeterli
olsa da bazi hiicre kiiltiirlerinde gdzlenmemektedir. in vitro kosullarda heparin gibi
glikozaminoglikanlar1 dentritik hiicre ylizeyine spesifik DC-SIGN, DC-SIGNR gibi
lektinler ve Alfa Beta 3 gibi integrinler viriisiin baglandigi reseptérlerdir. Viriisiin
reseptorlere baglanmasi ile gerceklesen prM ve E proteinlerinin glikolizasyonundan
sonra viriise ait niikkleokapsid sitoplazma igerisine girer. Bu asamada RNA mRNA
gorevini lstlenir ve endoplazmik retikulum ile baglantili alana giris yapar ve
komplementer RNA sentezini saglar. Boylece bu molekiili baz alarak yeni
RNA’larin olusumunu, Olusan yeni RNA’lar ise sentez igslemininin devamini saglar.
Bir kismi ise kapsit i¢ine depolanir. Virus endoplazmik retikulum igerisinde
olgunlasarak tomurcuklanmak suretiyle salinirken olgun M proteinine sahip enfektif
virionlar gelismekte ve eksositoz yolu ile diger hiicrelere gegis yapmaktadir (Burke

ve Monath, 2001; Diamond, 2009).
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Sekil 1.4. BNV'nin replikasyon siklusu (National Academy of Sciences, 2002).

1.2. Viriisiin Enzootik Tasinim ve Patogenezi

Bati Nil viriisiiniin ana konakgis1 kuslardir. Kuglardan kan emmek suretiyle

enfeksiyon etkenini alan vektor sivrisinekler viriisii insanlara, atlara ve diger

memelilere bulastirirlar (Sekil 1.5). Viriis, son konak olan memelilerde biyolojik

dongiistinii devam ettirememektedir (Ergilinay ve ark., 2010a; Murray ve ark., 2010

ve Zeller ve Schuffenecker, 2004).
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Sekil 1.5. Bat1 Nil viriisiiniin bulas dongiisii (Animal and Veterinary Sciences, 2014).

Primer konak kuslarda vireminin yiiksek ve uzun siireli olmasina karsin
enfeksiyon genellikle asemptomatiktir. Vireminin siiresi 100 giinden fazla
olabilmekte, bu siire icerisinde tekrarlayan enfeksiyonlar gelisebilmektedir. Kus
tiirleri arasinda letal enfeksiyona kars1 duyarliliklarda da degiskenlik goriilmektedir
(Gyure, 2009).

Gogmen kuslar, rezervuar olarak viriisiin kitalar arasinda yayilimindan

sorumludur (Sekil 1.6).



GOCMEN KUS ROTALARI

Sekil 1.6. Ulkemizden gecen kus go¢ yollar1 haritas1 (KGM, 2012).

Yaz mevsimi boyunca dolagimda olan viriis kis mevsiminde disi vektorlerden
vertikal yolla yeni nesillere gecerek enfeksiyonun bir sonraki ilkbahar ve yaz

aylarinda muhtemel yayilimina neden olmaktadir (Reisen ve Brault, 2007).

Culex cinsi sinekler tasinma siklusunda en énemli vektorler olup, C. pipiens,
C. restuans, C. quinnquefasciatus ve C. tarsalis BNV'nin tasinmasinda rol alan
onemli tiirlerdir (Cizelge 1.1). Ancak Aedes ve Anopheles tiirleri ile Avrupa, Afrika
ve Kuzey Amerika'daki bir¢ok sinek tiirtinden de viriis izole edilmistir (Hollidge ve
ark., 2010).
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Cizelge 1.1. BNV genomu tespit edilen sivrisinek tiirleri (CDC, 2008).

BNV pozitif bulunan sivrisinek tiirleri

1 Aedes albopictus

2 Aedes cinereus

3 Aedes dorsalis

4 Aedes infirmatus

5 Aedes japonicus

6 Aedes melanimon

7 Aedes Aedes nigromaculis

8 Aedes sollicitans

9 Aedes stimulans

10 Aedes taeniorhynchus
11 Aedes triseriatus

12 Aedes trivittatus

13 Aedes vexans

14 Anopheles crucians

15 Anopheles Anopheles punctipennis
16 Anopheles quadrimaculatus
17 Coquillettidia Coquillettidia perturbans
18 Culex coronator

19 Culex erraticus

20 Culex erythrothorax
21 Culex nigripalpus

22 Culex pipiens

23 Culex Culex quinquefasciatus
24 Culex restuans

25 Culex salinarius

26 Culex stigmatosoma
27 Culex tarsalis

28 Culex territans

29 Culiseta incidens

30 Culiseta inornata

31 Culiseta Culiseta melanura

32 Culiseta morsitans

33 Psorophora Psorophora columbiae
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Sivrisinekler 1liman bolgelerde gdl kenarlarina, balgik ve durgun sulara,
sazliklara, su kanallarina yumurtlamakta ve bir kag¢ hafta i¢erisinde olgunlasarak 5-6
ay bu bolgelerde yasamaktadir. Sivrisinekler yine bu sulak alanlarda kuslarin kanini
emerek beslenirler. Virus enfekte kan ile vektoriin viicuduna alinmakta, mide
ceperlerine tutunma saglandiktan sonra dokularda replike olmakta ve insektin yasami
boyunca persiste olmasima neden olmaktadir. Vektor hiicrelerinde sitopatik etki
yapmayan virus, sineklerin yakin bolgelerdeki memelilerden kan emmesi esnasinda
son konakgilara bulasarak enfeksiyon sonunda memelilerde ciddi hasara ve

enfeksiyona neden olur (Kilig ve Doganci, 2003 ve Yazici, 2005).

K %ﬁ } . — Q“N‘S%'m;i
| < \ ~ .

Sekil 1.7. BNV’nin Avrupa’daki yayilimi (2010-2012).

Bazi kaynaklarda virusun anneden yavruya gegtigi ayrica kan nakli ve organ
transplantasyonu ile de diger bireylere nakledildig bildirilmistir (Hayes ve ark., 2005
ve Pealer, 2003).

Memelilerde enfeksiyon enfekte sivrisinegin viriisii deriye inokiile etmesiyle
keratinosit, Langerhans ve dendritik hiicrelerinde baslamaktadir. Daha sonra lokal
dokular ve bolgesel lenf nodiillerinde ilk replikasyon meydana gelmektedir. Viris

lenfatik kanallar ile kan dolagimina taginmakta, bu olgu primer viremi olarak
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adlandirilmaktadir. Viriisiin retikiiloendotelyal sisteme yayilmasi vireminin daha da
artmasina sebep olmaktadir. BNV daha sonra sistematik olarak bobrek ve dalak gibi
i¢c organlara, epitel hiicrelere ve makrofajlara yayilarak ikinci viremi
gerceklesmektedir. Viremi seviyesine bagli olarak BNV kan beyin bariyerini gegerek
beyine ulagabilmekte ve meningoensefalite sebep olabilmektedir (Sampathkumar,
2003 ve Tosun, 2010).

1.3. Klinik Bulgular

Viriis sivrisinegin sokmasi ile viicuda alinir ve 3-15 giin arasinda degisen
inkubasyon siiresi sonunda viremi olusturur. BNV enfeksiyonu o6zellikle kuslarda
Olumlere, son konak¢i veya tesadiifi konak¢i olan insanlarda, atlarda ve diger
memelilerde yasa bagli olarak ensefalitle seyreden norolojik semptomlara ve

6liimlere neden olabilmektedir (sekil 1.8).

Sekil 1.8. Ensefalit semptomlu bir at.



http://backtothewild.com

Sekil 1.9. Bat1 Nil Viriis enfeksiyonunun neden oldugu toplu kus 6liimleri.

Viriis ile enfekte atlarda genellikle hastalik bulgusu goriilmemektedir. Atlarda
hafif ya da siddetli ataksiler, kaseksi, kas seyirmeleri ve kafa sinirlerinde fonksiyon
bozuklugu goriilebilir (Ergiinay ve ark., 2010b; Murray ve ark., 2010 ve Rossi ve
ark., 2010). Her vakada ates goriilmeyebilir. Bu bulgular gegebilir ya da atin ayakta
duramamasi bulgusuyla hastalik agir bir sekle doniisebilir. Atlarda goriilen en 6nemli
Klinik bulgu ensefalittir, ancak bu bulguya nadir olarak rastlanir (Ergiinay ve ark.,
2010b). Enfekte olan ve klinik bulgulara sahip atlarda %35-40 oraninda olim
sekillenebilmekte veya enfeksiyonun olasi komplikasyonlari neticesinde Gtenazi
uygulanabilmektedir. Hasta atlara destekleyici tedavi uygulanabilmekte, iyilesme

goriilen atlarda kalici1 nérolojik bulgular olusabilmektedir.

Kan-beyin bariyerini gecen norotropik bir etken olan viriis dogal olarak
enfekte olan atlarda tipik olarak davramis degisikliklerine (uyku hali, halsizlik,
endise-korku hali, depresyon veya asir1 duyarlilik gibi), kas seyirmeleri ve bacak

parezisi veya paralizi gibi norolojik bulgulara sebep olmaktadir (Gyure, 2009). Ates
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disinda BNV'nin klinik bulgular1 hemen hemen tamamen nérolojiktir (Murray ve
ark., 2010).

Cizelge 1.2 BNV ile enfekte atlarda klinik belirtilerin dagilimi1 (Diamond, 2009).

Bulgular %
Ataksi 85
Bacaklarda Zayiflik 48
Uzanma-Yatma 45
Kas seyirmeleri 40
Ates 23
Felgli veya sarkmis dudaklar 18
Yiizde seyirmeler veya agiz agikligi 13
Dis gicirdatma 7
Korliik 5)

Enfeksiyondan sonra gegici atesli bir periyot olabilmekte, ancak bu durum her
zaman gozlenmemektedir. En yaygin semptomlar omurilik hasari ile iliskili olup,
bunlar; ataksi, bacaklardaki parezi veya paralizi (bir, iki veya dort bacagi da
etkileyebilmektedir) ve daha sonrasinda da sirt iistii yatmaya kadar ilerleyen durum
degisiklikleridir. Siklikla bu bulgulara deride ince seyirmeler (faskiilasyon), kas
tremorlart ve kas sertligi eslik etmektedir. ABD'de 1999 yilindaki salginda atlarin
biiyiilk bir kisminin, medulla oblongata, pons, talamus, serebellum ve beyin
korteksinde hasar goriildiigii bildirilmis, bu salgin sirasinda bazi atlarda da VII, XII
ve IX. kraniyal fasiyal sinir paralizi, dil parezisi ve disfajinin goriildiigi bildirilmistir

(Gyure, 2009).

BNV ile klinik enfekte atlarin biiyiik bir kisminda iyilesme gozlenememekte,
enfeksiyon spontan 6liim ya da Otenazi ile sonlanmaktadir. Klinik olarak etkilenen
atlarda mortalite oran1 2000 yilinda Amerika’daki salginlarda %38, 2000 yilinda
Fransa'daki salginlarda %57,1 ve 1998 yilinda Italya'daki salgmlarda %42 olarak
belirtilmistir (Gyure, 2009; Murray ve ark., 2010 ve Rosa ve ark. 2014).
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1.4. Teshis

Enfeksiyon serolojik, virolojik ve molekiiler yontemlerle teshis edilebilecegi
gibi  uygun hiicre kiiltiirlerinde izolasyonu da yapilabilmektedir. ELISA, Plak
Rediiksiyon Nétralizasyon testi (PRNT), indirekt immunofloresans testi (IFAT),
Hemagliitinasyon inhibisyon (HI) testi ve PCR hastaligin tanisinda siklikla kullanilan
yontemlerdir. Cesitli iilkelerde hayvanlarda hizli teshis kitleri ile taramalar
yapilmaktadir. Ancak bu tanmin dogrulanmasi igin; BNV spesifik antikorlarin,
niikleik asit veya enfeksiydz virusun kan veya BOS'da gosterilmesi gibi baz1 spesifik
laboratuvar testlerine ihtiya¢ duyulmaktadir (Petersen ve Maffin, 2002 ve Rossi ve
ark., 2010).

1.4.1. Serolojik Teshis

BNV enfeksiyonu’nun tanisinda en uygun yaklasim serolojidir (Reisen ve
Brault, 2007). Bu nedenle taninin, akut olarak enfekte bireylerde virusa spesifik IgM
antikorlarinin IgM-capture ELISA testi ile serolojik olarak tespit edilmesi
gerekmektedir. BNV antijen spesifik ELISA’da enfeksiyonu dogrulamaktadir. Ayrica
akut veya konvelesan serum veya BOS o6rneklerinde ELISA ile BNV'ye spesifik
antikor tespiti ile enfeksiyonun varligi saptanabilmektedir (CDCD, 2003 ve Rossi ve
ark., 2010).

Akut donem olgularda serolojik hedefli en uygun tanisal yaklagim, klinik
semptomlar goriilmeye basladiktan 8-21 giin iginde alinan serum O6rneklerinde IgM
spesifik ELISA uygulamasidir (Rossi ve ark., 2010). Serumda IgM antikorlar1 1
yildan daha uzun siire bulunabilmektedir. Bu nedenle 6rneklerde saptanabilen 1gM
antikorlarin siireci ile ilgili degerlendirmelerde, klinisyenlerin olguya iliskin klinik
degerlendirmeleri 6nem arzetmektedir. ELISA'min flaviviruslar arasinda c¢apraz
reaksiyon gostermesi sebebiyle, sadece tarama testi olarak kullanilmasi
gerekmektedir. Baglangigta serolojik olarak pozitif bulunan 6rneklerin nétralizasyon

testi ile dogrulanmas1 gerekmektedir. Bu 6rneklerin 6zellikle bolgede aktif olan veya
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daha once varligi bilinen diger arboviriisler yoniinden de taranmasi gerekmektedir

(Rossi ve ark., 2010).

Hastaligin serolojik tanisinda, plak rediiksiyon nétralizasyon testi (PRNT) ve
klasik viriis notralizasyon testleri, antikor spesifitesinin belirlenmesinde altin standart
testler olarak kabul edilmektedir. Ozellikle akut ve konvelesan dénemde elde edilen
serum Orneklerinde 4 kat veya daha fazla titre artis1 anlamhidir. HI ve indirekt
floresan antikor testi (IFAT) de flaviviriis antikorlar1 yoniinden orneklerin

taranmasinda kullanilabilmektedir (Rossi ve ark., 2010).

1.4.2. Virolojik Teshis

BNV, Vero veya sivrisinek hiicre kiiltiirlerinde izole edilebilmekte, virusa
spesifik antiserum kullanilarak, immunfloresan, immunohistokimyasal boyama ve
RT-PCR ile identifiye edilebilmektedir. Sivrisinek orijinli hiicre kiiltiirlerinde
sitopatik etki goriilmeyebilmekte, viriisle enfekte hiicrelerin immunfloresan boyama

yontemleri ile dogrulanmasi1 gerekmektedir (Rossi ve ark., 2010).

1.5. Korunma ve Kontrol

BNV'nin diinya tizerindeki siirekli yayilim1 ve enfeksiyonun insidansi ile ilgili
degerlendirmeler, viriisiin gelecekte biiyiik bir halk sagligi problemi olabilecegi
ihtimalini gostermektedir. Bu nedenle uygun bir as1 gelistirilmesi konusunda elde
edilen c¢ok sayida deneysel asinin preklinik ve klinik denemeleri umut verici
bulunmustur. Ancak as1 etkinligi ve glivenliginin, bir¢ok risk altindaki popiilasyonda
ciddi ve olimciil BNV infeksiyonu ile komplike oldugu bildirilmistir. Bu sebeple
astlamanin yasli ve immunsuprese bireylere uygulandigi bildirilmistir (Samuel ve

Diamond, 2006).

Insanlar igin "Food and Drug Administration” (FDA) onayr almis asi

bulunmamasina ragmen (Faz | ve Faz Il asamasinda as1 adaylar1 bulunmaktadir),
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atlarin profilaksisi igin lisans almis viral vektor ile rekombine edilmis
(RecombitecTM), inaktive (InnovatorTM) ve atteniie as1 alternatifleri bulunmaktadir.
BNV as1 gelistirilmesinde degisik stratejiler bulunmakta olup, bunlarin bazisinda
klinik denemeler devam etmektedir. Chimerivax-WNQO2 asis1 ise canli, atteniie,
rekombinant viriis olup, giiniimiizde klinik denemelerde oldukga ilerleme

kaydetmistir (Samuel ve Diamond, 2006).

Virlis kimyasal soliisyonlara karsi dayanikli degildir ve bu nedenle bu
soliisyonlarla yapilacak temizlik ve dezenfeksiyon énemlidir. Ulkemizde hastaligin
yayilis1 vektor ve tasiyict konaklarin izlenmesi ve vektdr miicadelesi ile 6nlenmeye

calisilmaktadir ( Hayes ve ark., 2005).

Vektor sinekler uygun sartlar altinda fazla miktarda iireme 6zelligi gostererek
miicadelede zorluklara sebep olmaktadir. Bir ¢ok bdlgede miicadelede kimyasal
soliisyonlar, biyolojik ajanlar ve fiziksel baz1 6nlemler alinarak enfeksiyonun yayilisi
onlenmeye calisiimaktadir. Ancak Ozellikle kimyasallarin bilingsiz  kullanimi
uygulanan bolgenin dogal ekolojik ortamini bozmakta ve diger canlilarin yasama ve
tireme alanlar1 tahrip olmaktadir. Sivrisineklerle miicadelede larvalar tizerinde etkili
Bacillus  bakterileri kullanilabilmektedir. Ozellikle enfeksiyonun — goriildiigii
bolgelerinde viicudu saran kiyafetler, sinek savar spreyler kullanilmalidir. Kap1 ve
pencerelerden sinek gecisine engel olacak tenteler takilmalidir. Ayrica Ozellikle
gocmen kuslarin rotalar iizerinde meydana gelen fazla sayida kus ve at oliimleri
dikkate alinmali ve bu hayvanlara ait materyallere direk temas edilmemeli ve
bolgedeki yetkili birimler haberdar edilmelidir (Ertiirk ve ark., 2009; NCBI, 2017;
Ozkul ve ark., 2012; Rossi ve ark., 2010 ve Smithburn ve ark., 1940).

1.6. Tezin Amaci

Tiirkiye’de atlarda Flavivirus enfeksiyonlarmin varligi daha dnceden yapilan
calismalarda bildirilmistir (Ar1, 1972; Heperkan, 1977; Ozkul, 2006; Serter, 1980).
S6z konusu ¢alismalarda atlarda antikor varligit ELISA yontemiyle arastirilmis elde

edilen sonuglar ayrica Plak Rediiksiyon Notralizasyon Testi ile dogrulanmistir
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(Ozkul, 2006; Serter, 1980). Ancak bazi Flaviviriislerin antijenik yakinligindan
dolay1 mevcut test sistemleri ile gapraz reaksiyon verebildikleri diistintildiigiinde, s6z
konusu caligmalarda belirtilen seropozitiflik oranlari ile etkenin varligi/yayginligi
arasindaki iligki net olarak ortaya konulamamaktadir. Bu nedenle enfeksiyonun
atlarda varligi/yayginliginin arastirilmasi ve olusturdugu klinik bulgulara bagli olarak

ekonomik anlamda etkilerinin belirlenmesine ihtiya¢ vardir.

Bu calisma ile Sanlurfa ve ¢evresinde Bat1 Nil Viriisii enfeksiyonu’nun son
konakc¢ist olan atlarda hastaligin serolojik ve virolojik olarak arastiriimasi
amaglanmistir. Elde edilecek veriler ile 6zellikle kuslarin go¢ yolunda bulunan ve
yerlesik at yetistiriciliklerinin bulundugu Sanhurfa ili ve c¢evresinde BNV
enfeksiyonun varligr ve yaygmligi hakkinda bilgi edinilirken, yapilacak molekiiler
caligmalar ile virusun genetik karakterizasyonuna yonelik yeni verilerin elde edilmesi

hedeflenmistir.

Bu amagla atlardan alinan kan serum ornekleri 6ncelikle BNV’na karst 1gG
ve IgM varligi yoniinden ELISA ile test edilmis, pozitif olarak belirlenen 6rnekler ile
stipheli ornekler daha sonra PRNTye tabi tutularak, bolgedeki ger¢ek Bati Nil viriis
seropozitifligi ortaya konulmustur. Bu ornekler ayn1 zamanda RT-PCR testine tabi

tutularak viral genomik RNA varlig1 da arastirilmistir.

Arastirma bulgulari, ¢calismanin yapildigr cografi konumun go¢men kuslarin
goc yollar ilizerinde yer almasi, bdlgenin 1liman iklim kusaginda bulunmasi ve sulak
arazi oraninin ylksek olmasi enfeksiyonun yayilmasi agisindan onemli ipuglar
verirken, arastirmada Orneklenen yerlesik at popiilasyonu yaninda yilin belirli
zamanlarinda yaris programi kapsaminda olan Sanhiurfa’ya {ilkenin degisik
sehirlerinden gelen yaris atlar1 icin de Bat1 Nil Viriis enfeksiyonu riskinin algilanmasi
ve bu yolla yurdun degisik bolgelerine viriis iletimi olasiliklarinin degerlendirilmesi

adina 6nemli bulgular arz etmektedir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. GEREC

2.1.1. Orneklenen Isletmeler

Bu c¢alismada, Sanliurfa il merkezi ve c¢evresindeki ilgelerde damizlik at
yetistiriciligi yapan 10 ayri isletmede bulunan toplam 277 attan alinan kan serumu
ornekleri kullanild1 (Cizelge 2.1). Mevcut isletmelerde bulunan atlarin yasamlari
boyunca bulunduklari il/ilge’den farkli bir yere gotiiriilmedikleri ve Bat1 Nil virusu

enfeksiyonuna kars1 agilama yapilmadigr bildirilmistir.

Cizelge 2.1. Ornekleme yapilan isletmeler.

Isletme No Isletmenin ‘ Ormneklenen Ornekleme Zamani
Bulundugu Ilce Hayvan Sayisi

I Merkez/Eyyiibiye 21 Ocak 2016
I Merkez/Karakoprii 51 Ocak 2016
" Siverek 47 Ocak 2016
v Siverek/Haliliye 44 Ocak 2016
\ Surug 53 Ocak 2016
VI Hilvan 47 Ocak 2016
VIl Akgakale 5 Ocak 2016
VIII Halfeti 2 Ocak 2016
IX Viransehir 1 Ocak 2016
X Bozova 6 Ocak 2016
Toplam 277
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2.1.2. Hiicre

Arastirmada, BNV’nin iretilmesi, virusun titresinin hesaplanmasi ve PRNT
testinde Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali stoklarinda
mevcut olan Vero E6 (Afrika Yesil Maymun Bobrek) (ATCC CCL81) devamli hiicre

kiltliriinden yararlanildi.

2.1.3. Viriis

Arastirmada, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Viroloji Anabilim Dal1
stoklarinda mevcut BNV susu (West Nile virus NY-99 strain) kullanildi. Viriis Vero
E6 hiicre kiiltiiriinde tiretildi ve ayni hiicre kiiltliriinde titrasyonu yapildi. PRN
testinde kullanilacak viriis 3x10%/mL plak olusturan {inite titresinde hazirlanarak test

edilinceye kadar -80°C’ lik derin dondurucularda stoklandi.

2.2. YONTEM

2.2.1. Kan Serum Orneklerinin Hazirlanmasi

Silikonlu tiiplere alinan kan ornekleri pihtilagtiktan sonra 2000 devirde 10
dakika santriflij edilip serumlar1 ayrildi. Serumlar test edilinceye kadar -20°C’de
muhafaza edildi. PRNT o&ncesi serum 6rnekleri 56°C’de 30 dakika siireyle inaktive
edildi.

2.2.2. Viriisiin Uretilmesi

Arastirmada kullanilan BNV NY-99 susu, 24 saat dncesinde uygun 6l¢iideki
hiicre kiiltiirii siselerinde (75 cm?) tek tabaka olacak sekilde iiretilmis Vero E6
hiicrelerine 0.01 MOI dozda (3x10* POU) adsorbsiyonlu teknik ile inokule edildi ve
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inkubasyon sonunda, viriis inokulumu doékiilmeksizin hiicreler Dulbecco’s Mimimum
Essential Medium (DMEM- Sigma, ABD) ile inkubasyona alindi. Viriisiin
inokulasyonu sonrasinda hiicreler giinliik olarak sitopatik etki (CPE) varlig
yoniinden izlendi ve hiicrelerin % 80-90'inda hiicre yuvarlaklasmasi ve lizis ile
karakterize CPE'nin goriildiigii 4. giin sonunda, hiicre kiiltiirii sisesi -80°C'lik derin
dondurucuya kaldirildi. Ertesi giin uygulanan ¢6zme islemi sonucu, hiicreler sise
yiizeyinden kaldirildi, hiicre siispansiyonu iyice homojenize edilerek, 4°C'de, 3000
devirde 30 dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra virusun bulundugu iist

stvi alind1 ve birer ml'lik hacimlerde porsiyonlanarak -80°C'de saklandi.

2.2.3. BNV Ab ELISA Testi

BNV proteinlerine karst olusan antikorlarin tespiti amaciyla INGEZIM West
Nile COMPAC antikor ELISA ticari kiti kullanildi. Testler iiretici firmanin
belirledigi prosediire gore yapildi. BNV antikor tespiti amaciyla yapilan test
basamaklar1 asagida bildirildigi sekilde uygulandi:

1.Tim reaksiyon bilesenleri oda 1sisina alindi ve vortekslenerek homojen hale
getirildi.

2. 8x12 gozli ELISA tabletinin her goziine 40’ar pL sulandirma soliisyonu konuldu.
Disey iki goze (Al, B1) 10’ar pL pozitif kontrol, sonraki 2 goze (C1, D1) 10’ar pL
negatif kontrol, kalan diger gozlere de 10’ar pL test edilecek serumlar sira dahilinde
konuldu, 5 dakika oda sicakliginda (20-24°C) c¢alkalayicida homojenizasyon
saglandi.

3. Tabletler oda sicakliginda (20-24°C) 151k gormeyecek sekilde 16-24 saat
inkubasyona birakildi.

4. Bir gecelik inkubasyondan sonra tiim gozler 300'er uL yikama soliisyonu ile 3'er
kez yikandx.

5. Biitiin gozlere 50 puL konjugat ilave edildi ve oda sicakliginda 1 saat inkubasyona
birakildu.

6. Inkubasyondan sonra tiim gdzler 300'er uL yikama soliisyonu ile 3'er kez yikandi.
7. Biitliin gozlere 50 uL TMB substrat konuldu.
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8. Tabletler 151k almayan bir ortamda 15 dakika inkubasyona birakildi.
9. Biitiin gozlere 50 pL reaksiyon durdurma soliisyonu eklendi.
10. Srrasiyla tiim tabletler ELISA okuma cihazinda 450 nm filtreler ile okundu ve

sonuglar degerlendirildi.

Testin degerlendirilmesi:

IP= 100-[(test serum 6rneginin OD'si/NC OD)x100]

Tiim serum ornekleri i¢in alinan optik dansite (OD) degerleri bu formiile uygulandi
ve elde edilen deger % 40'dan biiyiik ise sonug pozitif, %30'dan kiiciik ise negatif
olarak degerlendirildi. Yiizde 30-40 arasinda ¢ikan sonuglar ise siipheli kabul edilip
tekrar test edildi.

2.2.4. BNV IgM ELISA Testi:

Mevcut seropozitif ornekler icerisinde akut BNV’ye spesifik akut donem
antikorlarin tespiti amaciyla IDEXX West Nile Virus IgM Antikor ELISA ticari Kiti
kullanildi. Test iretici firmanin belirledigi prosediire gore yapildi. BNV IgM
antikorlariin tespiti amaciyla uygulanan test basamaklari asagida bildirildigi sekilde

uygulandi:

1. Biitiin reaksiyon bilesenleri oda sicakligina alind1 ve vortekslenerek homojen hale
getirildi.

2. ELISA 6n sulandirma tabletleri 2 kisma ayrilarak test basamaklarin ilerleyen
prosediirlerine gore dizayn edildi.

3. On sulandirma tabletinin her gdziine 90 pL sulandirma soliisyonu konuldu.
Ayrilmis olan her iki kismi igin ayri ayr ilk iki géze 10 pL pozitif kontrol, sonraki
iki géze 10 pL negatif kontrol, kalan diger gozlere de 10 uL test edilecek serumlar
sira dahilinde konuldu, 5 dakika oda sicakliginda (20-24°C) calkalayicida

homojenizasyonu saglandi.
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4. ikinci 6n sulandirma tableti de belirtilen sekilde dizayn edildi ve her gdze 180 puL
sulandirma soliisyonu konuldu. Uzerine ilk dilusyon tabletinden 20’ser pL alindi, 5
dakika oda sicakliginda (20-24°C) calkalayicida homojenizasyon saglandi ve ikinci
sulandirma basamagi tamamlandi.

5. Sulandirmasi yapilmis pozitif kontrol, negatif kontrol ve serum &rneklerinin her
birinden tabletin ayrilmis olan iki kismina da ayr1 ayr1 50°ser uL aktarildi.

6. Tabletler 37°C’de 151k géormeyecek sekilde 1 saat inkubasyona birakildi.

7. Inkubasyondan sonra tiim gozler 300'er pL yikama soliisyonu ile 3'er kez yikandi.
8. Iki kisma ayrilmis olan test tabletinin ilk kismina 50 pL Normal cell antigen
(NCA), diger kisma ise West Nile recombinant antigen (WNRA) ilave edildi ve oda
sicakliginda (20-24°C) 16-24 saat inkubasyona birakildi.

9. Inkubasyondan sonra tiim gozler 300'er pL yikama soliisyonu ile 3'er kez yikandi.
10. Biitiin gozlere 50 pL konjugat ilave edildi ve 37°C’de 1 saat inkubasyona birakildi.
11. inkubasyondan sonra tiim gdzler 300'er uL yikama soliisyonu ile 3'er kez yikandh.
12. Biitiin gozlere 75 pL TMB substrat konuldu.

13. Tabletler 151k almayan bir ortamda 10 dakika inkube edildi.

14. Biitiin gozlere 50 pL reaksiyon durdurma soliisyonu eklendi.

15. Sirasiyla tiim tabletler ELISA okuma cihazinda 450 nm filtreler ile okundu ve

sonuclar degerlendirildi.

Testin Degerlendirilmesi:

ISR= OD WNRA/OD NCA
Pozitif kontrol, Negatif kontrol ve tiim serum 6rnekleri bu formiile gére hesaplandi.
Cikan sonug¢ 3.00’ten biiyiik ise pozitif, 2.00’den kiigiik ise negatif, 2.00 ile 3.00

arasinda ise siipheli olarak degerlendirildi.

2.2.5. Plak Rediiksiyon Notralizasyon Testi (PRNT)
ELISA testlerinde pozitif olarak degerlendirilen 42 6rnek ile siipheli aralikta

kalan 16 Ornek olmak iizere toplam 58 ornek PRN testine tabi tutuldular. Test

asagidaki protokole gore uygulandi:

24



1. Yirmidort g6zl mikroplatelerde Vero E6 hiicreleri monolayer olarak {iretildi.

2. Serum ornekleri 56°C’de 30 dakika bekletilmek suretiyle inaktive edildi.

3. Her bir 6rnegin DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) vasati ile 1/5
oraninda sulandirmalari hazirlandi.

4. Stok viriis susu ¢oziilerek DMEM icinde 3x10*> POU olacak sekilde (1/10°
oraninda) sulandirildi ve her bir serum dilusyonu ile esit hacimde (her biri 250uL
olacak sekilde) steril eppendorf tiipler igerisinde karistirildi.

5. Inkubatérde (37°C’de) 1 saat inkubasyondan sonra viriis ile karistirilmis 6rnek
sulandirmalar1 24 gozIli tablette iiretilmis ve vasatlart bosaltilmis hiicre kiiltiiri
tizerine 200’er pL inokule edildi.

6. Her 6rnek sulandirmast i¢in ikiser géz kullanildi.

7. Mikroplate’in son sirasindaki birer goz ise hiicre kontrol ve viriis kontrol igin
ayrild.

8. Mikroplateler %5 CO>’li etiivde 37°C’de 1 saat inkiibe edilerek viriisiin hiicrelere
adsorbsiyonu saglandi.

9. Inkiibasyon sonunda her géze 2 ml hacimde DMEM icinde hazirlanan %1.6lik
karboksi-metil-seliiloz (CMC-Sigma-Aldrich) ilave edildi.

10. Ginliik olarak plak varligmin izlenmesi amaciyla 37°C’lik CO2’li etiivde
inkiibasyona birakildu.

11. Inkiibasyonun 4. giiniinde hiicre iizerindeki CMC uzaklastirilmadan tiim gozlere
% 10’luk formaldehit soliisyonu eklendi ve hiicreler 20 dakika siireyle oda 1sisinda
fikze edildi.

12. Fikzasyon sonras1 hiicreler % 0,35’lik kristal viyole ile boyand1 ve kurutuldu.

13. Her 6rnek sulandirmasina ait gozlerde olusan plaklar sayildi.

Testin Degerlendirilmesi:

Hiicre kontrol gozlerinde hi¢ plak olusmamasi ve viriis kontrol gozlerinde % 80’den
fazla plak olusumunun (en az 200 plak) tespit edilmesi testin gegerli sayildigini

gostermektedir.

Viriis kontrol gozlerinden elde edilen ortalama plak ile serum sulandirmalarinin

bulundugu gozlerdeki ortalama plak sayis1 karsilastirildi. Virus kontrol gézlerindeki
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plak sayisinin % 80 ve daha yliksek oranda azalmasina yol agan serum sulandirmasi
o 6rnegin BNV ye kars1 spesifik notralizan antikor tagidigi yoniinde degerlendirildi.

CMC Hazirlanmast:

1- 7,5 gr CMC, 10 mL % 100 Etil Alkol i¢inde ¢ozildiikten sonra 20 mL distile su
karisimu ilave edildi ve mikrodalga firinda dikkatlice eritildi.

2- Manyetik karistiricida 15 dakika homojenize edildi ve otoklavlanda.

3- DMEM’den 5,095 gram tartildi ve 250 mL distile su ile sulandirildi.

4- 14 mL Na-karbonat karisimindan (3gr NAHCO3 + 40 mL distile su) ilave edildi ve
manyetik karistiricitda homojenize edildi.

5- Otoklavdan ¢ikan CMC soguduktan sonra 2xDMEM karisim1 enjektor filtre ile
stiziilerek buraya eklendi.

6- Antibiyotik (100 1U Penisilin ve 0,1 mg Streptomisin) eklenerek kullanima hazir
halde tutuldu.

%10 Formaldehit:

10 ml %37’1lik formaldehit ile 90 mL distile su homojenize edildi ve kullanima hazir

halde tutuldu.

Kristal Viyole:

1- 1,7 gram kristal viyole, 10 mL % 95°lik etanolde ¢6ziildii.
2- Distile su ile 500 mL’ye tamamlandi.

3- Homojenize edilerek kullanima hazir hale getirildi.

2.2.6. Real Time Revers Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (rtRT-PCR)

Seropozitif 42 ve siipheli 16 olmak iizere toplam 58 6rnek teste tabi tutuldu.

Seropozitif ve RNA ekstraksiyonu: Viral genomik RNA izolasyonu ticari
QlAamp Viral RNA Mini Kit kullanarak, asagida bildirilen sekilde yapildi.
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1. Test edilecek serum 6rneginden 200 uL eppendorf tiipiine alindi.

2. Yirmi uL proteinaz K ilave edildi ve 10 saniye vortekslenerek homojenizasyon
saglandi.

3. Karigima 100 pL VXL buffer eklendi ve 10 saniye vortekslenerek homojenizasyonu
saglandi. Elde edilen karisim 15 dakika oda sicakliginda (20-24°C) bekletildi.

4. Sitre sonunda elde edilen karistma 350 pL ABC buffer ilave edildi ve
vortekslenerek homojenize edildi.

5. Elde edilen {irliniin tamami Qiamp kolonuna aktarildi ve 8000 devirde 1 dakika
santrifiij edildi.

6. Santrifiij sonrasi kolon temiz bir tiipe aktarildi.

7. Uzerine 600 pL AW1 eklendi ve 8000 devirde 1 dakika santrifiij edildi.

8. Santrifiij sonras1 kolon temiz bir tiipe aktarildi.

9. Uzerine 600 uL AW2 eklendi ve 8000 devirde 1 dakika santrifiij edildi

10. Santrifiij sonras1 kolon temiz bir tiipe aktarildi, tiip ve bos kolon 14000 devirde 2
dakika santrifiij edildi.

11.Santriflij sonrasi kolon temiz bir tiipe aktarildi ve kolonun altindaki beyaz
membranin tam merkezine gelecek sekilde 50 uL AVE buffer ilave edildi ve oda
sicakliginda (20-24°C) 1 dakika bekletildi.

12. 14000 devirde 1 dakika santrifiij edildi.

13. Tiip igerisindeki 50 pL’lik siipernatant viral RNA kaynag1 olarak kullanildu.

rtRT-PCR testi: BNV IgM pozitif bulunan test serumlar1 viral genomik RNA varligi

agisindan gercek zamanl ters transkripsiyonlu polimeraz zincir reaksiyonuna tabi
tutuldu. Bu amagla Thermo Fisher tarafindan gelistirilmis Lineage-1 ve Lineage-2'yi

tespit etme 6zelligine sahip primer ve problar kullanildi.

Primer ve prob dizaynlar1 agagida sunulmustur.

NS2A-Fwd 5°-GGG CCT TCT GGT CGT GTT C-3'
NS2A-Prob 5'-FAM-CCA CCC AGG AGG TCC TTC GCA A-TAMRA-3’
NS2A-Rev 5-GAT CTT GGC YGT CCA CCT C-3'
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Kullanilacak internal pozitif kontrol i¢in primer ve prob dizaynlar1 asagida

sunulmustur.

NS5-2-Fwd 5-GAA GAG ACC TCG GGC TCA TG-3'
NS5-2-Prob 5'-VIC-CCA ACG CCATTT GCT CCG CTG-TAMRA-3'
NS5-2-Rev  5-CGG TAG GGA CCC AAT TCA CA-3'

Testte kullanilacak Realtime RT-PCR reaksiyon karisimini hazirlamak i¢in gerekli

bilesenler tabloda belirtildigi miktarlarda kullanildi.

Cizelge 2.2. Real Time RT-PCR karisim bilesenleri ve miktarlari.

Bilesen Miktar(uL)
2xReaksiyon Karigimi 12,5 uL
Primer Forward (50 pmol/uL) 1 uL
Primer Reverse ( 50 pmol/puL) 1 uL
DNAse, RNAse ari HoO 5,00 puL
Superscript mix 0,5uL
Toplam 20 uL

Elde edilen Realtime RT-PCR reaksiyon karisimi 5 pL. RNA ekstrakti ile +4°C’deki
sogutucu bloklarda karigtirildi. Elde edilen 25 pL iiriindeki saptama CFX96 Touch
Real-Time PCR Detection System cihazi ile ¢izelgede verilen siire ve dongiilerden

olusan programla gerceklestirildi.

Cizelge 2.3. Real Time RT-PCR 1s1 dongiisii ve dongii sayisi.

Safhalar Sicakhik Siire Siklus sayisi
cDNA Sentezi 50°C 15 dk 1

On Denatiirasyon 95°C 120 sn 1
Denatiirasyon 95° C 10 sn

Baglanma/Uzama 60° C 30 sn %
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Degerlendirme:

Test Orneklerine ait elde edilen sonuglar pozitif ve negatif kontrollerle
karsilastirilarak degerlendirildi. Pozitif orneklerde Ct degeri 35'den kiigiik ve
yiikselen bir sigmoid logaritmik egri gozlendi. Negatif kontrol ve negatif 6rneklerde
ise Ct degeri 35’ten biiyiik ve diiz bir floresan ¢izgisi izlendi. Ct degeri 30-35

arasinda olan 6rnekler ise zayif pozitif olarak degerlendirildi ve tekrar test edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Viriisiin Titresi

BNV susunun Vero E6 hiicre kiiltlirline yapilan inokulasyonu takiben 4.
giinde Bat1 Nil viriisii icin tipik sitopatik degisiklikler izlendi. Arastirmada kullanilan
WNV susunun Vero E6 hiicre kiiltiiriinde yapilan plak testinde enfeksiyozite giicii
3.0 x10° PFU/mI olarak belirlendi.

3.2. ELISA Sonuclari

Ornekleme yapilan toplam 10 adet isletmenin 6 tanesinde Bat1 Nil viriisiine
ait antikor varlig tespit edildi. Toplam 277 at’a ait kan serum Orneginin Ab ELISA
ile kontrolii sonucunda Orneklerin 42 adeti seropozitif olarak tespit edildi. On alti
adet serum Ornegi ise testin degerlendirme kriterine gore silipheli olarak
degerlendirildi. S6z konusu siipheli 6rnekler 2. kez ayni teste tabi tutuldu ve yine
stipheli aralikta degerlendirildiler. Seropozitif olarak tespit edilen ornekler (42 adet)
ile stipheli aralikta kalan 6rnekler (16 adet) IgM ELISA testi ile ikinci bir teste tabi
tutularak s6z konusu seropozitif hayvanlarin kaginin akut enfekte oldugunun tespiti
yapildi. S6z konusu 42 seropozitif 6rnekten 1 adeti IgM pozitif olarak bulunurken
geri kalan 41 ornek IgG olarak degerlendirildi. Siipheli aralikta yer alan 16 adet
ornekten higbirinde IgM varlig1 tespit edilmedi. ELISA sonuglari isletmeler bazinda
degerlendirildiginde; 1gG pozitif bireyler 1, 11, 1ll, IV, V ve VI numarali isletmelerde
tespit edilirken, IgM pozitif 6rnek IV numaral isletmede saptandi (Cizelge 3.1).
Isletmelere gore pozitiflik orani IgG spesifik antikor varhg degerlendirilmek
suretiyle; 1T numarali isletme ig¢in % 14,28, II numarali isletme i¢in %9,80, Il
numarali isletme i¢in %14,89, IV numarali isletme i¢in %4,54, V numaral isletme
igin %20,75, VI numarali iletme i¢in %27,65 olarak bulundu. IgM spesifik antikor
varligl degerlendirilmek suretiyle IV numarali isletme i¢in bu oran %2,27 olarak

bulundu.
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Cizelge 3.1. Isletmelere gore ELISA sonuglarinin dagilima.

Isletme  Isletmenin Orneklenen  Negatif Pozitif (%)

No Bulundugu Ilge Hayvan Sayisi BNVADb (+) IgM (+)**
I Merkez/Eyyiibiye 21 18 3(14,2) -

I Merkez/Karakoprii 51 46 5(9,8) -

" Siverek 47 40 7(14,8) -

v Siverek/Haliliye 44 41 2 (4,5) 1(2,3)
\% Surug 53 42 11 (20,7) -

VI Hilvan 47 34 13 (27,6) -

\1 Akgakale 5 5 0 -

VIII Halfeti 2 2 0 -

IX Virangehir 1 1 0 -

X Bozova 6 6 0 -
Toplam 277 235  42(15,1) 1(0,3)
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Cizelge 3.2. ELISA testleri ile PRNT Sonuglar1 Karsilastirma Tablosu.

Sira No.| Ornek No. | WNV Ingezim Compac Ab WNV ldexx PRNT
ELISA Sonucu IgM Ab ELISA

1 78 Pozitif Negatif POZITIF
2 82 Pozitif Negatif Negatif
3 83 Pozitif Negatif POZITIF
4 84 Pozitif Negatif Negatif
5 85 Pozitif Negatif Negatif
6 92 Pozitif Negatif POZITIF
7 163 Pozitif Negatif POZITIF
8 171 Pozitif Negatif POZITIF
9 174 Pozitif Negatif POZITIF
10 177 Pozitif Negatif Negatif
11 178 Pozitif Negatif POZITIF
12 179 Pozitif Negatif Negatif
13 186 Pozitif Negatif Negatif
14 188 Pozitif Negatif Negatif
15 192 Pozitif Negatif POZITIF
16 193 Pozitif Negatif Negatif
17 195 Pozitif POZITIF Negatif
18 196 Pozitif Negatif Negatif
19 204 Pozitif Negatif Negatif
20 218 Pozitif Negatif Negatif
21 219 Pozitif Negatif Negatif
22 220 Pozitif Negatif Negatif
23 223 Pozitif Negatif Negatif
24 224 Pozitif Negatif Negatif
25 225 Pozitif Negatif Negatif
26 228 Pozitif Negatif Negatif
27 231 Pozitif Negatif Negatif
28 233 Pozitif Negatif Negatif
29 234 Pozitif Negatif POZITIF
30 235 Pozitif Negatif POZITIF
31 236 Pozitif Negatif Negatif
32 237 Pozitif Negatif Negatif
33 238 Pozitif Negatif POZITIF
34 240 Pozitif Negatif Negatif
35 241 Pozitif Negatif Negatif
36 242 Pozitif Negatif Negatif
37 248 Pozitif Negatif Negatif
38 251 Pozitif Negatif Negatif
39 254 Pozitif Negatif Negatif
40 257 Pozitif Negatif Negatif
41 259 Pozitif Negatif Negatif
42 269 Pozitif Negatif Negatif
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3.3. Plak Rediiksiyon Notralizasyon Testi (PRNT) Sonuclar

Bati Nil Viriise iliskin serokonversiyonlarin tespiti icin lretilen ELISA
temelli test sistemleri, Flavivirus cinsi igindeki diger viriislere karsi olusan antikorlar
ile ¢apraz reaksiyon verebilmekte, yapilan gesitli arastirmalarda BNV ELISA Antikor
test sistemlerinin St Louis ensefalitis viriis, Japon ensefalitis viriis, Usutu viriis veya
tick-borne encephalitis (TBE) gibi diger baz1 flaviviruslara karsi olusan antikorlar ile
capraz reaksiyon verebildigi belirtilmektedir. PRNT testi BNV i¢in uygulanan
serolojik testler arasinda en spesifik olanidir ve OIE tarafindan da 6nerilmektedir
(OIE, 2008). Bu nedenle ELISA testi ile tespit edilen seropozitifliklerin Bat1 Nil
viriis’e kars1 spesifik olup olmadiginin saptanmasina yonelik olarak BNV ELISA
pozitif tespit edilen 42 6rnek ile siipheli 16 6rnek Plak Rediiksiyon Notralizasyon
testine alindi. BNV ELISA 1gG pozitif 42 6rnek iginden 11 adedi (% 26,1) PRN
Testinde pozitif olarak tespit edildi ve bu bireyler BN viriise kars1 spesifik antikor
olusturan bireyler olarak kabul edildi. ELISA ile IgM pozitif olarak degerlendirilen 1
ornekte ve 2 kez tekrarlanan IgG ELISA testi sonucunda siipheli aralikta yer alan 16
ornegin higbirinde PRN testinde pozitiflik saptanmadi. ELISA ve PRN testlerinin

sonuglari karsilastirmali olarak Cizelge 3.2’de sunuldu.

Cizelge 3.3. ELISA ve PRNT sonuglarinin ilgelere gore dagilim.

Isletmenin Orneklenen ELISA Pozitif PRNT Pozitif
Bulundugu ilce hayvan sayis1 ~ hayvan sayis1 (%) hayvan sayis1 (%)
Merkez/Eyyiibiye 21 3(14.2) 1(4,7)
Merkez/Karakoprii 51 5 (9,8 4(7,8)
Siverek 47 7 (14,8) 3(6,3)
Siverek/Haliliye 44 3 (6,8) 0

Surug 53 11 (20,7) 1(1,8)
Hilvan 47 13 (27,6) 2(4,2)
Akcakale 5 0 0

Halfeti 2 0 0
Viransehir 1 0 0

Bozova 6 0 0

Toplam 277 42 (15,1) 11 (3,9)
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3.4. Real Time Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu Sonuglari

Ab ELISA pozitif (42 adet) ve siipheli (16 adet) bulunan toplam 58 serum
orneginin ekstraksiyonu yapildi. Elde edilen iiriin Real Time RT-PCR ile test edildi.
Ellisekiz 6rnegin hicbirinde Lineage 1 ve Lineage 2’ye dahil BNV genomik RNA’s1

tespit edilemedi.

Sekil 3.1. Real Time RT-PCR test sonucu goriintiisii.
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4. TARTISMA

Virus ilk kez Uganda’da Bati Nil adi verilen bolgede yiiksek atesi olan bir
kadin hastadan izole edilmistir (Smithburn ve ark., 1940). Viriis farkli zamanlarda
Ozellikle Afrika ve Asya’nin orta kisimlarinda yine yliksek atese sahip ¢ocuklardan
izole edilmis ve Bati Nil Atesinin etkeni oldugu kabul edilmistir. Israil'de 1957
yilinda yasl bireylerde meydana gelen BNV ensefalit olgulari, viriisiin ciddi merkezi
sinir sistemi enfeksiyonuna sebep olabilecegini gosteren ilk bulgular olarak
gosterilmistir (Chambers ve Monath, 2003 ve Hayes ve ark., 2005). BNV'nin sebep
oldugu at ensefaliti olgular ise ilk kez 1960'1 yillarin baslarinda Misir ve Fransa'da

bildirilmistir (Chambers ve Monath, 2003).

Giiney Afrika'da 1974 yilinda BNV'nin sebep oldugu yaklasik 10.000 atesli
insan olgusu, en biiyilk BNV salgini olarak bilinmektedir (Chambers ve Monath,
2003). Romanya'da 1996 yilinda BNV, arboviral ensefalitin biiyiik bir sebebi olarak
ortaya c¢ikmis olup, altist 6liim ile sonuglanan 393 ensefalitli insan olgusu
bildirilmistir. Bindokuzyiizdoksanalti yilindan sonra insanlarda ve atlarda BNV
ensefalit olgularinin Akdeniz havzasinda, Rusya ve Avusturya'da hizli bir sekilde

arttig1 bildirilmistir (Chambers ve Monath, 2003).

Bati Nil viriis enfeksiyonu cesitli zamanlarda Asya, Afrika, Orta dogu,
Balkanlar, Avrupa’nin dogusu ve giineyinde atlar ve diger memelilerde salginlara
neden olmustur. Giinlimiizde Avrupa, Orta Asya, Afrika, Asya, Avustralya ve Kuzey
Amerika'da endemik olarak goriilen Bati Nil Viriis enfeksiyonu iilkemizdeki
varhigiin belirlenmesinden sonra da dikkat ¢ekici bir noktaya gelmistir (Hayes ve
ark., 2005; Monarth ve Heinz, 1996 ve Tosun, 2011).

Ulkemizde Bati Nil viriis enfeksiyonu ile ilgili insanlarda da yapilmis cesitli
caligmalar bulunmaktadir. Bu konuda yapilmis ilk serolojik aragtirma, 1964’de Refik
Saydam Hifzisihha Enstitiisii’nden Heperkan ve Ari ile John Hopkins iiniversitesinin
beraber yaptig1 ¢alisma olup Izmir, Erzurum, Adana ve Diyarbakir illerinde bes yas

alti, 6-15 yas ve 16 yas lstii olmak {izere ii¢ gruptan toplam 559 serum 6rneginde
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hemagliitinasyon inhibisyon yontemiyle Bati Nil veya buna benzer bir ajanla
meydana gelen bir enfeksiyonun {ilkemizde varlig1 gosterilmistir (Heperkan ve Ari,
1964).

Serter (1966) tarafindan yapilan bir arastirmada izmir ve civarindan sinirsel
belirtilerle hastaneye gelen bireylerin tigte birinin Bat1 Nil viriis ile enfekte oldugu ve
vakalarin ¢ogunun Arboviruslar tarafindan meydana gelen gecirilmis enfeksiyonlar
oldugu ileri siiriilmiistiir. Arastirict benzer sekilde Izmir ve cevresinde tick-borne
viriis meningoensefalitlerini arastirmis ve Tick-borne, West Nile, Dengue Fever,

Tahyna ve Sindois viriislerine kars1 antikor varligini tespit etmistir (Serter, 1968).

Radda (1971) tarafindan Ankara ve Hatay illerini kapsayan ve Bat1 Nil viriis
sirkiilasyonunun arastirildig: bir calismada 214 adet evcil hayvan serumunda yapilan
antikor taramasi neticesinde %0,9-20 arasinda degisen oranlarda pozitiflik elde

edilmistir.

Heperkan ve Ar1 (1964) yaptiklar1 bir calismada; Izmir, Istanbul, Ankara ve
Konya’da koyun ve insan serumlarinda BNV seropozitifligini tespit etmis, sonucta

Bati1 Nil viriisii kaynakli enfeksiyonlarin tilkemizde varligini bildirmislerdir.

Mego (1977), Giineydogu Anadolu bolgesinde 1970’lerde yaptigr bir
caligmada 937 bireye ait kan serumu orneklerinde hemagliitinasyon inhibisyon
yontemiyle BNV seropozitifligini arastirmis ve bu bolgedeki farkli illerde %38 - 47,8
arasinda degisen oranlarda seropozitiflik bulmus ve seropozitifligin yasla birlikte

arttigini vurgulamistir.

Serter’in 1980°de yiiriittiigli bir baska ¢alismada ise Ege illerinde yaptigi
orneklemelerde hemaglutinasyon inhibisyon ile 1074 bireyin %29,1'inde virusa
spesifik antikorlar saptanmis, bunun %74'i de nétralizasyon testi ile dogrulanmigtir
(Serter, 1980). Fakat elde edilen verilerin yiiksek oranda Flaviviriisler arasinda

meydana gelen antijenik ¢apraz reaksiyonlardan kaynaklandigi belirtilmistir.
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Bati Nil virlis enfeksiyonu iilkemizde son 15 yil igerisinde ozellikle at
yetistiriciligi yapilan isletmelerde Onemli bir enfeksiyon olarak karsimiza
cikabilmektedir. Ulkemizde yapilan bildirimler incelendiginde enfeksiyonun
ozellikle ilkbahar yaz mevsimlerinde havanin isinmasi ile artig gosterdigi, gdgmen
kus poptlasyonlariin durak yerlerinde ve sulak arazi oraninin fazla oldugu
bolgelerde yayilima sahip oldugu goriilmektedir (Ergiinay ve ark., 2010; Ozer ve
ark., 2007)

Bu tez calismasi kapsaminda Sanlurfa ve g¢evresinde yerlesik bulunan ve
saglikli goriinen Bat1 Nil Viriisli enfeksiyonunun son konakgisi olan damizlik atlarda
hastaligin serolojik ve virolojik olarak arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagcla
Sanlurfa il merkezi ve ¢evresindeki ilgeleri kapsayan toplam 10 farkli merkezde yer
alan ve mevcut yerlerinden ornekleme anina kadar farkli bir yere gotiiriillmeyen ve
yer degisikligi yapilmayan toplam 277 saglikli goriiniimli damizlik ata ait kan
serumu Ornekleri kullanilmistir. S6z konusu ornekler oncelikle Bati Nil viriisiine
kars1 antikor ELISA testine tabi tutulmus, test edilen toplam 277 ata ait kan serumu
orneginin 42 adedinde (%15,1) antikor varlig1 saptanmistir. On alt1 adet serum 6rnegi
ise testin degerlendirme kriterine gore siipheli aralikta bulundugundan dolay1 2. kez
ayni teste tabi tutulmus ve yine siipheli aralikta kalmiglardir. Calismada 6rneklenen
hayvanlarin kan serumlarina yapilan ELISA testleri ile dncelikli olarak hayvanlarin
enfeksiyona maruz kalip kalmadig: tespit edildi. Antikor pozitif olarak tespit edilen
hayvanlar bu defa Bat1 Nil viriisii [gM ELISA testine tabi tutularak hangilerinin akut
enfekte, hangilerinin ise konvelesan dénemde oldugunun tespitine yonelik bir

c¢ikarima tabi tutuldular.

Seropozitif olarak tespit edilen 42 adet ornek ile 16 adet siipheli 6rnek IgM
ELISA testi ile ikinci kez test edildi ve 42 ornegin 1 adeti IgM pozitif olarak
saptanirken geri kalan 41 ornek IgG pozitif olarak degerlendirildi. S6z konusu IgM
seropozitif hayvanin IV no’lu merkezden Orneklendigi ve mevcut 3 adet
seropozitifligin iki adedinin IgG ve bir adedinin IgM seklinde oldugu sonucuna
varildi. Siipheli 16 6rnekten de herhangi birisinde IgM seropozitifligi saptanmadi.
Her ne kadar IgM varlig1 klasik enfeksiyonlar i¢in akut enfeksiyon tablosunun bir

gostergesi olarak kabul edilse de Bati Nil ve diger baz1 arboviriis enfeksiyonlar
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sirasinda primer enfeksiyonu izleyen 3. aya kadar spesifik IgM tespitleri
bildirilmistir. Bu bilgiden hareketle arastirma kapsaminda tespit edilen IgM pozitif
hayvan i¢in muhtemel bir yeni enfeksiyondan bahsedilebilmektedir. Diger taraftan
bu hayvana ait serum Ornegi ile yapilan PRN testinde ndtralizan antikor tespiti

gergeklestirilememistir.

Orneklemenin yapildig1 on adet merkezden 6 adedinde (I, II, III, IV, V, VI)
antikor varlig1 tespit edilirken, 4 adet merkezden 6rneklenen hayvanlarin kan serum

orneginde (VII, VIII, IX, X) antikor varligina rastlanmamustir.

Antikor varligi tespit edilen merkezler tek tek degerlendirildiginde; en yiiksek
seropozitiflik oran1 VI no’lu merkezde %27,6 (13/47) olarak tespit edilmistir. Bunu
strastyla; V nolu merkezde %20,7 (11/53), III no’lu merkezde %14,8 (7/47), I no’lu
merkezde %14,2 (3/21), II no’lu merkezde %9,8 (5/51) ve IV no’lu merkezde %6,81
(3/44)’1ik seropozitiflik degerleri takip etmistir.

Arastirmaya katilan VII, VIII, IX ve X no’lu merkezlerde ise herhangi bir
antikor tiirii yoniinden seropozitiflige rastlanamamistir. S6z konusu merkezlerden
yapilan Ornekleme sayisina bakildiginda VII no’lu merkezden 5, VIII no’lu
merkezden 2, IX no’lu merkezden 1 ve X no’lu merkezden 6 6rnegin kullanildig:
gorilmektedir. Bu merkezlerden yapilan oOrneklemelerden elde edilen sonuglar
enfeksiyonun o igletmelerdeki varligi veya yoklugu hakkinda s6z soyleyebilmek igin
yetersiz olarak degerlendirilmistir. Ancak 6rneklem biiyiikliigliniin biraz daha fazla
oldugu komsu ilgelerin sonuglarma bakildiginda, s6z konusu hastaliga yonelik
seroprevalansin %9,8 (II no’lu merkez) ile %27,6 (VI no’lu merkez) arasinda

degistigi goriilmektedir.

Aragtirmada Orneklenen 277 at serumuna yapilan ELISA testleri sonunda
toplam 42 adet Ornekte antikor varligi tespit edilmistir. Ancak bazi serolojik
metotlarin Flaviviriislerle iligkili bazi antikorlar ile (6rn; St. Louis encephalitis viriis,
Usutu viriis, Japanese encephalitis viriis, tick born encephalitis virlis gibi) capraz
reaksiyonlar verebilecegi ve spesifik olmayan pozitifliklerin sekillenmesine neden

olabilecegi unutulmamalidir. Nitekim Diinya Hayvan Sagligi Organizasyonu’nun
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(OIE, 2008) ilgili web sayfalarinda da konu ile ilgili dikkat ¢ekilerek, Bat1 Nil viriis’e
kars1 serolojik testler i¢inde en spesifik olan testin PRNT oldugu ifade edilmekte ve
onerilmektedir. Bu nedenden dolay1 arastirmada elde edilen toplam 42 adet ELISA
seropozitif ve 16 adet siipheli 6rnege PRNT uygulanmigtir. Test sonucunda toplam
42 adet pozitif serum 6rneginin 11 adedinde (%26,1) Bati Nil viriisii antikoru tespit
edilmistir. PRNT sonuglar1 géz oniine alindiginda 6rneklemelerin yapildigi toplam
10 adet merkezin 5’inde Bat1 Nil viriise kars1 spesifik antikor tasiyan bireyler tespit
edilmistir. Orneklemelerin yapildig1 merkezler tek tek degerlendirildiginde ise Bati
Nil viriise karst olusmus spesifik antikor varligmin en yiiksek II no’lu merkezde
%7,8 (4/51) oldugu tespit edilmistir. Diger seropozitif merkezlerde bu oran sirasiyla;
IIT no’lu merkezde %6,3 (3/47), I no’lu merkezde %4,7 (1/21), VI no’lu merkezde
%4,2 (2/47) ve V no’lu merkezde %1,8 (1/53) olarak bulunmustur (Cizelge 3.3).
Arastirmada IV, VII, VIII, IX ve X no’lu merkezlerden yapilan 6rneklemelerde ise
Bati1 Nil virusa spesifik antikor varlig: tasiyan bireylere rastlanmamustir. ELISA testi
ile seropozitif olarak tespit edilen ancak PRNT’de negatif olarak degerlendirilen
orneklerdeki, ELISA antikor pozitifliginin, ayni1 grup viriislerle olas1 c¢apraz

reaksiyonlara bagli olabilecegi sonucuna varilmaistir.

Sirbistan’da yapilan benzer bir ¢alismada da 2007-2011 yillar1 arasinda 252
attan toplanan serum 6rnekleri ELISA (Ingezim West Nile Compac ELISA, Ispanya)
ile teste tabi tutulmus ve 72 adet ornek (%28,5) seropozitif olarak tespit edilmistir.
Mevcut 72 seropozitif drnege yapilan PRNT sonucunda orneklerden 48 adedinin
(%19) spesifik Bat1 Nil viriise karst olusmus antikor tasidigr sonucuna varilmistir

(Medic¢ S. ve ark., 2014).

Bolgesel viriis sirkiilasyonunun dogrulanmasina yonelik olarak bolgedeki
insanlarda yapilan farkli serolojik taramalar da ¢alismamizin sonuglarini destekler
mahiyettedir. Sanliurfa’da ve Siverek ilgesinde 2007 yilinda yiiriitilen bir
aragtirmada, 181 adet saglikli bireyden alinan kan serum orneklerinde indirekt
immufloresan yontemi kullanilarak virusa spesifik IgG antikorlarmin tespiti
amaglanmistir. Arastirma kapsaminda ¢alisilan  6rneklerde %16 oraninda
seropozitiflik elde edilmis ve bu seropozitifiklerin %9,5’1 PRNT ile teyit edilmistir.

Arastirma sonunda  bolgedeki sivrisinek hareketliligi ile dogru orantili olarak
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bireylerde olas1 Bat1 Nil viriis enfeksiyonlarinin varligi da kanitlanmistir (Ergilinay
ve ark., 2007 ve Ozer ve ark., 2007). Orta Anadolu’da 2516 bireyde yapilan baska
bir aragtirmada ise viriise karst olusan IgG antikorlarinin ELISA testiyle taramasi
yaptlmistir. Arasgtirma sonucunda  %0,99 (25/2516) oraninda IgG pozitifigi
belirlenmis ve orneklerin %0,56 (14/2516)’s1 PRNT ile dogrulanmistir. Bu arastirma
Orta Anadolu’da virusun bolgedeki aktivitesini kamitlamistir (Ergiinay ve ark.,
2007).

Gerek bu arastirmada elde edilen sonucglar ve gerekse yukarida agiklanan
arastirma sonuglar1 bazi serolojik metotlarin Flaviviriislerle iligkili baz1 antikorlar ile
(6rn; St. Louis encephalitis viriis, Usutu viriis, Japanese encephalitis viriis, tick born
encephalitis viriis gibi) capraz reaksiyonlar verebilecegi ve spesifik olmayan
pozitifliklerin sekillenmesine neden olabilecegi bilgisini dogrulamaktadir. Nitekim
Diinya Hayvan Sagligi Organizasyonu’nun (OIE) ilgili web sayfalarinda (OIE, 2008)
da konu ile ilgili dikkat ¢ekilmis ve Bati Nil viriis’e karsi serolojik testler iginde en
spesifik olan testin PRN Testi oldugu referans ile yukaridaki arastirmalarda Bat1 Nil

viriise spesifik antikor varliginin tespiti PRNT ile gerceklestirilmistir.

Sunulan bu arastirmada, Sanhiurfa ve cevresinde yerlesik damizlik atlarda
enfeksiyonun varligi ve yaygmligi arastiritlmis, seropozitif olarak degerlendirilen
orneklere yapilan PRNT ile Sanlwrfa ve ilgelerinde orneklemelerin yapildigi
merkezlerde %3,9 (11/277) oraninda spesifik Bat1 Nil virilis antikoruna rastlandigi
sonucuna varilmigtir. Ayrica zoonoz olan Bati Nil Viriisiiniin muhtemel insan
vakalarina da sebep olabilecegi g6z Oniine alindiginda o6zellikle hastaligin
bulastirilmasinda rol oynayan sokucu sinek popiilasyonlarinin yasamini daha uzun
stire siirdiirebildigi, mevsimsel olarak daha iliman bélgelerde enfeksiyonun her
zaman akilda tutulmasinda fayda bulunmaktadir. Ergilinay ve arkadaslarinin 2006’da
yapmis oldugu bir ¢alismada Tiirkiye’de 10 farkli bolgedeki insan ve hayvanlarda
alinan orneklerde antikor varligr arastirilmis ve hayvanlarda seropozitiflik %1-37,7,

insanlarda ise %20,4 olarak tespit edilmistir (Ergiinay ve ark., 2007).
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Bu caligmada, Sanlwurfa ili ve ¢evresinde yerlesik damizlik atlarda Bati1 Nil
virlisii enfeksiyonunun serolojik ve virolojik olarak arastirilmasi hedeflenmis ve
yapilan Orneklemeler neticesinde bdlgede %3,9 (11/277) oraninda Bati1 Nil viriis

spesifik antikor varligina ulagilmistir.

Calisma kapsaminda birinci asamada ELISA ile seropozitif olarak
degerlendirilen 42 ornek ile slipheli olarak degerlendirilen diger 16 6rnege (toplam
58 ornek) uygulanan Real Time RT-PCR testinde pozitiflik saptanamadigindan
molekiiler epidemiyolojik degerlendirmeye tabi tutulacak bir veriye ulasilamamistir.
Enfeksiyona maruz kalan tek tirnaklilarda viremi doneminin oldukc¢a kisa siirdiigi
bilinen bir gergektir (Ergiinay ve ark., 2010a). Dolayisiyla ¢alisma kapsaminda
orneklenen hayvanlarda Ornekleme aninda herhangi bir akut hastalik tablosu da
bildirilmemis olmasi ve viriisiin dogasinda tanimlanmis bir uzun siireli viremi
bulunmamasi sebebiyle bu sonu¢ normal karsilanmistir. Bu anlamda virusun
tilkemizdeki sirkiilasyonun belirlenmesi i¢in daha genis saha ¢aligmalarina

gereksinim duyulmaktadir.

Arastirma bulgulari, ¢calismanin yapildigi cografi konumun gé¢men kuslarin
goc yollar ilizerinde yer almasi, bolgenin 1liman iklim kusaginda bulunmasi ve sulak
arazi oraninin yiikksek olmasi enfeksiyonun yayilmasi agisindan 6nemli ipuglari
verirken, arastirmada Orneklenen yerlesik at popiilasyonu yaninda yilin belirli
zamanlarinda yaris programi kapsaminda olan Sanlhurfa’ya {lkenin degisik
sehirlerinden gelen yaris atlar1 icin de Bat1 Nil Viriis enfeksiyonu riskinin algilanmasi
ve bu yolla yurdun degisik bolgelerine viriis iletimi olasiliklarinin degerlendirilmesi

adina 6nemli bulgular arz etmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Arboviral enfeksiyonlar arasinda halk sagligi acisindan ciddi tehdit olusturan
en onemli etkenlerden biri Bat1 Nil viriisiidiir. Ulkemizin sahip oldugu cografi konum
ve 1liman iklim, ayrica sulak arazi alanlarinin yayginligi ve onemli kiiresel gog
yollarinin kavsak noktalarini barindirmasi sebebiyle enfeksiyonun yayilimi her gegcen
giin artmaktadir. Son yillarda BNV’nin 6nemi anlasilmis ve hastaliga yonelik 6nlem

politikalart alinmis olmasina ragmen hala yeterli diizeyde degildir.

Yapilan bu ¢alisma ile Sanlrfa Ili ve cevresinde yerlesik olarak yetistirilen
damizlik atlarda BNV enfeksiyonunun varligi/yayginligi serolojik ve virolojik olarak

arastirilmistir.

e Tamamlanan Yiiksek Lisans tezinde, orneklenen 277 damizlik ata ait
kan serumu 6rnegi ticari ELISA sistemi ile Bati Nil viriisiine karsi
antikor varligi yoniinden teste tabi tutulmus, oérneklenen hayvanlarin

42’s1 (%15,1) seropozitif olarak bulunmustur.

e Bu ornekler saptanan antikor yanitinin 6zgilliigliniin dogrulanmasi
amactyla Diinya Hayvan Sagligi Organizasyonu (OIE) tarafindan
Onerilen PRNT’ye tabi tutulmus, sonugta IgG pozitif &rneklerin

11°inde (%26,1) spesifik ndtralizan antikor varligi tespit edilmistir.

e Bu baglamda bolgedeki atlarda BNV-spesifik seropozitifligi %3,97
(11/277) olarak kaydedilmistir.

e Elde edilen veriler 1518inda bolgedeki BVN ile iligkili diger viral
enfeksiyonlarin arastirilmasina onciiliik eden stipheli

serokonversiyonlar ortaya konulmustur.

e (Caligma kapsaminda oOrneklenen atlarda viremik  hayvan
bulunamamuis, ancak viriis sirkiilasyonunun gerek hayvan ve gerekse

diger ¢aligmalarda insan Ornekleri ile gosterilmis olmasi, bolgenin
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iklim ve dogal yapisi nedeniyle virlisiin diger bolgelere ulastirilmasi

acisindan ciddi potansiyeli oldugunu gostermistir.

ELISA’nin insan saglhiginda daha once gosterildigi gibi hayvan sagligi
acisindan da 6nemli bir tarama testi oldugu, verdigi sonuclarin PRNT
ile dogrulandiktan sonra yorumlanmasi gerekliligi  ortaya

konulmustur.

Tamamlanan bu calisma, bolgede sirkiilasyonu gosterilen BNV’iin
izole edilerek karakterizasyonunun yapilmasi ve daha once iilkemizde
tanimlanan viriislerle olan iliskisinin ortaya konulmasi gerekliligini

dogurmustur.

Bu noktada elde edilecek bolgeye 6zel entomolojik verilerin ve tespit
edilecek potansiyel vektor tlirlerin enfeksiyona iliskin dinamiklerinin

incelenmesi de Onem arzetmektedir.

Boylelikle bolgedeki virlisiin orijini ve iilke geneli ic¢in tasidig
veteriner ve halk sagligi risklerinin degerlendirilmesi daha saglikli

yapilabilecektir.
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OZET

Sanhurfa ili ve Cevresinde Yerlesik Damzhk Atlarda Bati Nil Virusu
Enfeksiyonunun Serolojik ve Virolojik Olarak Arastirilmasi

Bat1 Nil Viriisii (BNV) insanlar, atlar, kuslar ve ¢esitli vahsi hayvanlarda
ensefalit vakasi ile seyreden, salginlara sebep olabilen, artopodlarla bulasan ve
Flaviviridae ailesine mensup zoonoz bir viriistiir. BNV nin dogal vektorii Culex ve
Aedes cinsi sivrisinekler olup, bu artropodlar ile yabani kuslar arasinda énemli bir
bulasma zincirine sahip olan BNV’nin enfeksiyon spektrumunda at, insan, kdpek,
koyun gibi memeli hayvanlar ile tavuk gibi evcil kanatli hayvanlar da bulunmaktadir.

Bu tez calismasinda Sanlurfa ili ve ¢evresinde yerlesik damizlik atlarda Bati
Nil viriisii enfeksiyonunun serolojik (ELISA ve PRNT) ve virolojik (Real Time RT-
PCR) olarak arastirllmasi hedeflenmistir. Bu amagla Sanlwrfa ili ve gevre
ilcelerindeki 10 merkezden ve daha 6nce bulundugu yerden ayrilmamis toplam 277
damizlik attan alinan kan serum ornekleri kullanildi. Ornekler &ncelikle ELISA
testine tabi tutularak antikor yamit varlig1 agisindan degerlendirildi. Orneklerden 42
adedi (% 15.1) seropozitif, 16 adedi (%S5,7) siipheli olarak degerlendirildi. Mevcut
seropozitif ve siipheli 6rnekler PRNT’ye tabi tutuldular. S6z konusu 42 6rnekten 11
adedi (26.1)’nin spesifik Bati Nil viriis antikoru tasidigi tespit edildi. Siipheli
orneklerin hicbirinde PRNT seropozitifligine rastlanmadi. Orneklenen 277 damizlik
atin 11 adedinde (% 3,9) spesifik Bat1 Nil viriis antikoru saptandi. ELISA testi ile
seropozitif olarak tespit edilen 42 6rnek ile 16 adet siipheli 6rnegin higbirisinde Real
Time Revers Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (rtRT-PCR) ile viral RNA
saptanamamigtir.

Anahtar Sézciikler: Bati Nil Viriis, ELISA, PCR, PRNT.
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SUMMARY

Serological and Virological Investigation of West Nile virus infection in resident
breeder horses at Sanhurfa Province and surrounding.

The West Nile Virus (BNV) is a zoonotic virus that is transmitted to humans,
horses, birds and various wild animals through encephalitis, caused by outbreaks,
transmitted by arthropods, and belonging to the Flaviviridae family. The natural
vectors of BNV are Culex and Aedes mosquitoes, which have an important chain of
infection between these arthropods and wild birds. In the spectrum of infection,
mammals such as horse, human, dog, sheep and domestic poultry such as chickens
are also present.

In this thesis study, it was aimed to investigate serologic (ELISA and PRNT)
and virological (Real Time RT-PCR) of West Nile virus infection in breeding horses
built in and around Sanliurfa province. For this purpose, serum samples were taken
from 10 centers in Sanlurfa province and neighboring provinces and 277 breeder
attitudes which were not separated from their previous sites. The samples were first
assessed for antibody response by ELISA test. Of the samples, 42 (15.1%) were
seropositive and 16 (5.7%) were suspected. EXisting seropositive and suspected
samples were subjected to PRNT. Of the 42 samples, 11 (26.1) were found to carry
the specific West Nile virus antibody. No seropositivity of PRNT was found in any
of the suspicious specimens. Specified West Nile virus antibodies were detected in
11 (27%) of the 277 breeding stocks (3.9%). With 42 samples seropositive by ELISA
test, no viral RNA was detected by Real Time Revers Transcriptase-Polymerase
Chain Reaction (rtRT-PCR) in any of the 16 suspected samples.

Keywords: ELISA, PCR, PRNT, West Nile Virus.
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