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OZET

Ayturan, S. Hacettepe Universitesi Kan Donérlerinde Bati Nil Virusu (BNV)
Seroprevalansinin Arastirilmasi. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Uzmanhk Tezi, Ankara, 2010. Flaviviridae ailesi
icinde siniflandirilan Bati Nil virusu (BNV), zarfli, ikozahedral yapil, tek iplikli pozitif
polariteli bir RNA virusudur. Insana sivrisinek (6zellikle Culex spp.) Isirmasiyla
bulasan BNV, asemptomatik enfeksiyonlardan ciddi meningoensefalite kadar degisen
genis bir spektrumda Klinik tablolar olusturabilmektedir. ilk kez 1937'de Uganda’nin
Bati Nil boélgesinde atesli bir hastadan izole edilen BNV, 1999 yilina kadar Afrika,
Orta Dogu, Hindistan, Bati ve Orta Avrupa gibi Eski Dinya ulkeleri ile sinirli kalmis,
Adustos 1999'daki New York salgini ile Kuzey Amerika'ya ulasmis ve Amerika
kitasinda da hizla yayilarak artropod kaynakli en énemli hastalik etkenleri arasinda
yerini almistir. BNV'nun dogadaki yasam dongisi kuslar ve sivrisinekler arasinda
gerceklesmekte, at ve insan gibi omurgallar ise tesadiifi konak olmaktadir.
Ulkemizde BNV enfeksiyonu varligi, 1977 yilindaki ilk serolojik calismayi takiben,
glnimuze kadar yapilan gesitli arastirmalar ile gosterilmistir. Son yillarda, Eski ve
Yeni Dunya Uulkelerinde BNV salginlarinda goérilen artig, virusun yeniden 6nem
kazanmasina neden olmus ve hastaligin seyrinde menenijit/ensefalit tablosunun 6ne
clkmasi, virlilansinin arttigini vurgulamistir. Bu calisma ile, secilmis saglikl bir
popllasyonda BNV seroprevalansinin belirlenmesi, dogrulanmasi ve enfeksiyonun
bolgemizdeki glincel durumu hakkinda bilgi saglanarak Tirkiye verilerine katkida
bulunulmasi amaclanmistir. Calismaya, Nisan-Aralik 2009 tarihlerinde Hacettepe
Universitesi Hastanesi Kan Merkezi'ne basvuran 1200 kan dondériine ait serum ornegi
dahil edilmistir. Dondrlerin 400G kadin, 800G erkek olup, yaslari 18-61 yil arasinda
(ortalama: 37.8) degismektedir. Serum 6rneklerinde BNV IgG antikor varligi ELISA
yontemi ile arastirilmig; taramada pozitif bulunan orneklere, virus ile karsilasma
zamaninin belirlenebilmesi igin BNV IgG avidite testi uygulanmistir. BNV 1gG antikor
pozitifliginin dogrulanmasi ise, indirekt immunofloresan antikor (IFA) testi ve
referans yontem olarak kabul edilen plak rediksiyon nétralizasyon testi (PRNT) ile
yapiimistir. Calismada; 19 (%1.6) dondre ait serum orneginde ELISA ile BNV 1gG
antikor pozitifligi saptanmis ve 6rneklerin timtnde yuksek aviditeli 1gG antikorlari
tespit edilmistir. Dogrulamaya alinan 19 serum 6rneginin 15i (%78.9) IFA ile, 10'u
(%52.6) ise PRNT testi ile pozitif bulunmustur. Flaviviruslar arasinda ortaya cikabilen
capraz reaksiyon olasiligina karsi arastirilan 19 6rnegin Gglinde ELISA ile Dengue
virus IgG, ikisinde ise IFA ile sari humma virusu IgG antikorlan pozitif bulunmus;
ELISA ile kene ensefaliti virusuna karsi IgG antikor pozitifligine rastlanmamistir.
Sonug olarak calismamizda, ELISA ile kan dondrlerinin %1.6 (19/1200)'sinda
saptanan pozitiflik, altin standart yontem olan PRNT ile %0.8 (10/1200) olarak
dogrulanmistir. Bu calismanin sonuglari, bdlgemiz icin diisik oranda bulunmasina
ragmen, Ulkemizdeki BNV enfeksiyonlarinin, siirveyans ve kontrol programlari
icerisine dahil edilebilir 6zellikte oldugunu distindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Bati Nil virusu, kan donéru, seroprevalans, ELISA, IFA, PRNT.

Bu tez, Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi tarafindan desteklenmistir
(Proje no: 09A101004).
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ABSTRACT

Ayturan, §. Investigation of West Nile Virus (WNV) Seroprevalence in
Hacettepe Hospital Blood Donors. Hacettepe University Faculty of
Medicine, Department of Medical Microbiology, Specialist Thesis, Ankara,
2010. West Nile virus (WNV), a member of Flaviviridae family, is an enveloped,
icosahedral symmetric, single-stranded positive-sense RNA virus. WNV is
transmitted to humans by infected mosquitoe (mainly Culex spp.) bites and cause a
variety of clinical outcomes, ranging from asymptomatic infection to severe
meningoencephalitis. WNV was first identified in 1937 from a febrile patient in West
Nile region, Uganda. Geographical distribution of WNV was limited to the Old World,
namely Africa, the Middle East, India, western and central Europe until 1999,
however, the virus has reached to United States with the New York City outbreak in
August 1999. WNV has then spread rapidly in America, becoming an important
arthropod-borne virus infection with public health concern. The natural life cycle of
WNV is between birds and mosquitos, whereas horses and humans are accidental
hosts. The presence of WNV infections in our country has been first shown
serologically in 1977, and since then WNV activity has been confirmed in Turkey by
different studies. An increasing trend of epidemics in both Old and New World
countries, has lead WNV to come into question recently, and the predominancy of
meningitis/encephalitis cases has emphasized an increase in its virulence. The aims
of this study were to determine and confirm the BNV seroprevalence in a chosen
healthy population and to provide epidemiological data for Turkey about the recent
status of the infection at our region. A total of 1200 serum samples collected from
blood donors (400 were female, 800 were male; age range: 18-61, mean age: 37.8
years) who were admitted to Hacettepe University Hospital Blood Donation Center
between April to December 2009, were included to the study. The presence of WNV
IgG antibodies were screened by ELISA, and the positive samples have been further
investigated by WNV IgG avidity test in order to estimate the encountering time of
infection. Indirect immunofluorescence antibody (IFA) test and plaque reduction
neutralization test (PRNT) which is accepted as reference method, were performed
for the confirmation of WNV IgG positive results. Nineteen (1.6%) of the samples
yielded WNV IgG positivity with ELISA, and all of which were IgGs with high
avidities. Of 19 samples that were taken into confirmation tests, 15 (78.9%) were
found positive with IFA, and 10 (52.6%) were found positive with PRNT. WNV 1gG
positive samples were also tested for the presence of IgGs against dengue (DENV),
tick-borne encephalitis (TBEV) and yellow fever (YFV) viruses, in terms of probability
of cross reactions which are common between flaviviruses. DENV 1gG positivity was
found in three samples by ELISA, YFV IgG positivity was found in two by IFA, and
none was found positive for TBEV by ELISA methods. As a result, the positivity rate
(19/1200; 1.6%) of WNV IgG detected by ELISA in blood donors has been
confirmed as 0.8% (10/1200) by a gold standart method, PRNT. The data of this
study indicated that the prevalence of WNV infections, although low in our region,
deserves to considered in surveillance and control programs related to WNV in
Turkey.

Keywords: West Nile virus, blood donor, seroprevalence, ELISA, IFA, PRNT.

This thesis has been supported by Hacettepe University Scientific Research Unit
(Project no: 09A101004).
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GIRIS

Ilk kez 1937 yilinda tanimlanan Bati Nil virusu (BNV), Faviviridae
ailesi, Flavivirus cinsi ve Japon ensefaliti virusu (JEV) serokompleksi icerisinde
yer alan, 45-50 nm buyukligiinde, zarfli ve ikozahedral yapili bir virustur.
BNV'nun tek iplikli pozitif polariteli RNA genomu; kapsid (C), membran
(prM/M) ve zarf (E) proteinleri olmak Uzere (¢ yapisal ve yedi yapisal
olmayan (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) protein kodlamaktadir.
Yapisal proteinler, olgun virionun yapisini olustururken, yapisal olmayan
proteinler viral transkripsiyon ve replikasyonu diizenlemekte ve konadin

virusa karsi savunma mekanizmalarini zayiflatmaktadir (1-3).

Bati Nil virusunun dogal yasam dongisi, basta Cu/ex turleri olmak tizere
sivrisinekler ve kuslar arasinda gerceklesir. BNV'nin insana bulagmasinda en
onemli ve primer yol enfekte sivrisineklerin isirmasidir; ancak kan
transflzyonu, organ transplantasyonu, transplasental yol, anne sutlu ve

laboratuvardan kazanilan enfeksiyonlar da bildirilmistir (3-5).

Bati Nil virusu ile dodal yolla olusan (sivrisinek 1sirngi) insan
enfeksiyonlarinda inkiibasyon siiresi ortalama 2-6 giindir. Insanda BNV
enfeksiyonlar buylk oranda (%80) asemptomatik seyretmekte, enfekte olan
kisilerin yaklasik %20'sinde kendiliginden iyilesen hafif atesli hastalik (Bati Nil
Atesi) gelismektedir. BNV enfeksiyonu olan hastalarda merkezi sinir sistemi
(MSS) tutulumu ile ciddi hastalik gelisme orani ise %1'den az oranda
bildirilmektedir. Enfekte kisilerde, miyokardit, pankreatit ve fulminant hepatit
gibi norolojik olmayan diger ciddi komplikasyonlar ise nadiren saptanmaktadir
(2-4).

Bati Nil virus enfeksiyonlarinin tanisi, klinik olarak hastalik belirtilerinin
gorilmesi ve 6zgul laboratuvar test sonuclarinin klinik ile uyumu sonucu
konulur. Virolojik tanida, kan veya beyin-omurilik sivisinda (BOS) BNV'na

0zgul antikorlarin veya viral niikleik asidin gosterilmesi esastir.



Klinik drnekten virus izolasyonu ise, viremi dlzeyinin disik ve kisa streli

olmasi nedeniyle genellikle basarili olmamaktadir. (4-6).

Bati Nil virusu giiniimiizde Afrika, Orta Dogu, Asya, Avustralya, Avrupa
ve Amerika’da bircok Ulkede saptanmaktadir (7, 8). Cografi agidan Turkiye,
BNV salginlarinin oldugu ve insan/hayvan olgularinin siklikla tespit edildigi
ulkelerle yakin iligkili bir konumda yer almaktadir. Ayrica Ulkemizin gerek iklim
ozellikleri, gerekse vektor aktiviteleri, BNV'nun Tarkiye'deki varligi konusunda
stiphe birakmamaktadir. Ulkemizde BNV seropozitifligi ile ilgili veriler 30
yildan uzun slredir bilinmekte ve her gegen glin yeni yayinlarla
desteklenmektedir. Son olarak Agustos 2010 tarihinde, Manisa ve ¢evresinde
menenijit tablosu ile seyreden olgularin ortaya cikisi ve hastalardan Gglnin
olimi ile de, bu virus Ulkemizin gindemindeki yerini almistir

(http://www.saglik.gov.tr/TR/belge/1-10898/eski2yeni.html).

Turkiye'deki varliginin gosterilmesine karsin, BNV seroprevalansinin
bolgelerimize gore dagilimina iliskin veriler sinirlidir. Buna ek olarak, gercek
BNV seropozitifliginin belirlenmesi icin, calismalarda yaygin olarak kullanilan
ELISA gibi hizh serolojik testler ile alinan pozitif sonuglarin, filaviviruslar
arasinda goriilen capraz reaksiyonlar nedeniyle dogrulanma zorunlulugu
vardir. Bu calismanin amaci, Hacettepe Universitesi Hastanesi Kan Merkezine
basvuran saglikli kan donorlerinde BNV seroprevalansinin arastiriimasi ve elde
edilen pozitif sonuclarin altin standart bir ydntemle dogrulanmasidir.
Bolgemizdeki gercek BNV seropozitifliginin saptanmasi, hastali§in glincel
durumu hakkinda bilgi saglanmasi, tip ve saglik cevresinde farkindaligin
olusturulmasi ve Tlrkiye'de BNV enfeksiyonlarinin seroepidemiyolojik

verilerine katkida bulunulmasi agisindan énem tasimaktadir.


http://www.saglik.gov.tr/TR/belge/1-10898/eski2yeni.html�

GENEL BILGILER
2.1. Tarihge

Bati Nil virusu, ilk kez 1937 yilinda Uganda’nin Bati Nil bélgesinde,
atesi olan erigkin bir kadin hastanin kanindan izole edilmistir (1). 1940
yillarda, bu virusun Japon ensefaliti virusu ile yakin iliskili oldudu tespit
edilmis ve sivrisineklerle bulasma 6zelligi, hem laboratuvar kosullarinda hem
de saha calismalari ile desteklenmistir. Ayni yillarda kuslarin ¢ogaltici konak
olarak rol oynadigi belirlenmis, 1950’li yillarin basinda Misir'da, sivrisinek, kus
ve insanlarda virusun varligi gosterilmistir (2). Kaydedilen ilk epidemi 1951-
1954 ve 1957 yilinda Israilde ortaya cikmistir. 1957'de Israil'deki salgin
sirasinda BNV, yash hastalarda meningoensefalit etkeni olarak tanimlanmis;
1960’ yillarin basinda ilk kez atlarda hastalik olusturdugu saptanmistir.
Avrupa’da ortaya c¢lkan epidemi ise 1962 yilinda Fransa’nin Rhone
bélgesinden bildirilmis; bunu 1974 yilinda Gliney Afrika'da gerceklesen
kaydedilmis en bilylk epidemi izlemistir (3).

1990’ yillarin ortalarina kadar endemik oldugu Afrika, Asya, Orta
Dogu, Avrupa ve Avustralya gibi dogu yarimkiire (Eski Dinya) bélgelerinde
atesli, grip benzeri, hafif klinik tablolarla seyreden sporadik enfeksiyonlar ve
salginlar olusturan BNV; 1990 yillarin ikinci yarisinda daha sik ve daha ciddi
epidemiler olusturmaya baglamistir. Meningoensefalit tablosunun 6n plana
ciktigi bu salginlar, Romanya (1996), Fas (1996/2003), Italya (1998), Rusya
(1999) ve Israil (1998-2000)'den bildirilmistir (3-6) (Sekil 2.1). BNV’nun bati
yarimkireye (Yeni Diunya) gecisi ise ilk kez 1999 yilinda New York salgini ile
gerceklesmistir (7). Agustos 1999 tarihinde Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)'nin New York sehrinde, meningoensefalit ve flasid paralizi gelisen 59
olgunun ortaya cikmasi Uzerine yapilan epidemiyolojik ve cevresel analizler,
artropod kaynakli bir virusu (arbovirus) isaret etmistir (7, 8). Bu salginin
sorumlusunun oOnce St.Louis ensefaliti (SLE) virusu oldugu dustndimis;
ancak ayni donemde sehir icinde cok sayida kus 6liminin olmasi ve SLE

virusunun kuslari enfekte etme Ozelliginin olmamasi, dikkatlerin baska bir



arbovirus (izerinde yodunlasmasina neden olmustur. Hastallk Kontrol ve
Korunma Merkezi (Centers for Disease Control and Prevention, CDC)
tarafindan yapilan galismalarla, etken Bati Nil virusu olarak tanimlanmis ve bu
susun 1998 yilinda Israil'de dolasan virus ile homolog oldugu belirlenmistir
(5, 8).

Bati Nil virusu, 2000-2001 vyillarinda ABD’nin gliney ve ortabati
kisimlarina hizla yayilmis ve Haziran-Arallk 2002 tarihleri arasinda,
dogrulanan 4.156 BNV enfeksiyonu ve 284 6lim ile, ABD tarihinde saptanan
en buyuk arboviral ensefalit salginina yol agmistir (3). Virusun, Kanada ve
Kolombiya, Karayipler ve Meksika gibi Gliney Amerika Ulkelerine yayilimi ile
Amerika kitasi da, BNV enfeksiyonlari igin endemik bdlge haline gelmistir.
BNV'nun ilk olarak 1999 yilinda ortaya ciktigi Kuzey Amerika kitasina nasil
ulastii tam olarak bilinmemekle birlikte, New York'a uluslararasi ucak
yolculugu yapan sivrisinekler, viremili kisiler ya da ithal edilen ekzotik kuslar
ile oldugu distnlimektedir (3, 8).

Olgu sayisi

Sekil 2.1. Avrupa ve Akdeniz Havzasinda 1994-2006 Yillari Arasinda
Saptanan Bati Nil Atesi Epidemi ve Epizootikleri (6)



2.2. Siniflandirma

Bati Nil virusu, Flaviviridae ailesi, Flavivirus cinsi ve Japon ensefaliti
virusu (JEV) serokompleksi icerisinde siniflandiriimaktadir (9). Flavivirus cinsi;
JEV serokompleksi viruslarinin yani sira, sari humma ve Denque gibi 6nemli
insan patojenlerinin de yer aldigi yaklasik 70 virustan olusmaktadir. JEV
serokompleksi icinde ise, BNV'ndan basgka, JEV, St. Louis ensefaliti virusu
(SLEV), Cacipacore virus (CPCV), Koutango virus (KOUV), Murray Valley
ensefaliti virusu (MVEV), Alfuy virus (ALFV), Usutu virus (USUV), Yaounde
virus (YAOV) ve Kunjin virus yer almaktadir (Sekil 2.2) (10). Ozellikle Kunjin
virus, BNV'nun antijenik ve genetik olarak iligkili bir alt tipi olarak
tanimlanmaktadir. Bu viruslar insanlarda, belirtisiz veya hafif grip benzeri
enfeksiyonlardan, klinik ensefalite kadar degisen genis bir spektrumda
hastalik sendromlarina neden olabilmektedir.

Flavivirus cinsi icindeki viruslar arasinda 6nemli dlzeyde antijenik
benzerlik mevcut olup, serolojik olarak ylksek oranda capraz reaksiyon
gorulmektedir (11).

SLEV JEV ALVF

usuv

CPCV

MVEV

YAQV

KOUV

NY99a /\Y Chin01
Rus98 / 1s98 5%51
Rab

Tu97Ro961t9
v Tu97R089a

0.1

Sekil 2.2. Japon Ensefaliti Virus Serokompleksi ve Bati Nil Virusu Suslari
Arasindaki Filogenetik Iliski (10)



2.2.1. Molekuler Epidemiyoloji

Bati Nil virusu, nikleik asit dizi analizi galigmalari sonunda, nikleotid
diizeyinde %30 oraninda farkliik gosteren beg farkl genetik kdkene (/ineage)
ayriimaktadir (10, 12, 13). “Lineage-1" BNV suslar, Kuzey Amerika, Afrika,
Orta Dodu, Asya ve Avustralya (Kunjin) izolatlarini; “Lineage-2” Sahra-alti
Afrika izolatlarini; “Lineage-3”, Cek Cumhuriyeti'nde Culex pijpiens sivrisinek
izolatlarini (Rabensburg virus), “Lineage-4”, Rusya’nin Kafkasya bdlgesinde
Dermacentor turi kene izolatlarini; “Lineage-5” ise, Hindistan’a ait ayrn bir
genotipi icermektedir (Tablo 2.1) (13). Izolatlarin filogenetik gruplandirmasi
cografi dagihm ile iliskili olmayip, virusun yayiliminda kuslarin potansiyel

onemini vurgulamaktadir.

Tablo 2.1. Bati Nil Virusu Suslari ve Filogenetik Analizleri (10)

_ Izolasyon

Isim Kod vil Konak Bolge Koken
WNV HNY1999 NY99a 1999 insan New York la
WNV NY99 NY99b 1999 Flamingo New York la
flamingo38299

WNV 1S98STD 1s98 1998 Leylek Israil la
WNV goose - Hu03 2003 Kaz Macaristan la
Hungary/03

WNV Italy 1998 1t98 1998 At italya la
Equine

WNV RO9750 R096 1996 Culex pipiens Romanya la
WNV VLG4 Rus99a 1999 Insan Volgograd, Rusya la
WNV LEIV-VIg99 Rus99b 1999 insan Volgograd, Rusya la
WNV PaH001 Tu97 1997 Insan Tunus la
WNV PaAn001 FrOO 2000 At Fransa la
WNV Eg 101 Eg51 1951 insan Misir la
WNV Chin-01 Chin01  1950s ? Rusya la
WNV Kunjin Kunjin 1960 Cx. annulirostris  Avustralya 1b
MRM61C

WNYV Sarafend Sarafend Laboratuvar susu 2
WNV B956 ug37 1937 Insan Uganda 2
(WNFCG)

WNV goshawk- Hu04 2004 Akbaba Macaristan 2
Hungary/04

Rabensburg virus RabV 1997 Cx. pipiens Cek Cum. 3
(97-103)

WNV LEIV-Krnd88 Rus98 1998  Dermacentor Kafkasya 4

marginatus (Glrcistan?)



Insan ensefaliti olgularinin ortaya cikti§i biitiin biiyiik salginlardan
“Lineage-1” BNV suslari sorumludur. “Lineage-2” izolatlar ise insanda
noroinvazif yayihm 6zelligine sahip degildir. Bu durum, virusun genetik yapisi

ile klinik hastalik tipi arasinda 6nemli bir iliskili oldugunu gostermektedir (13).

Nikleotid dizi analizi caligsmalari, 1999 ve 2000 yillari arasinda izole
edilen Kuzey Amerika suslarinin, 1998 ve 2000 yillarinda izole edilen Israil
suslari ile neredeyse ayni oldugunu (%99.8 homoloji) ortaya koymustur (14).
Bu yakin iliski, 1999 yilinda New York sehrine tasinmis olan virusun, bir Israil

susu oldugunu distindiirmektedir.
2.3. Virusun Yapisi ve Genomu

Bati Nil virusu, 45-50 nm biydkliginde, zarfli, ikozahedral
niikleokapsidli, tek iplikli pozitif polariteli bir RNA virusudur (Sekil 2.3) (11).
Viral zarf, E glikoproteini ve M proteini olmak Uzere iki integral yapl
icermektedir. Kriyo-elektron mikroskobik incelemede, zarf lzerinde cikintilarin
olmadigi dikkati cekmekte ve virusun farkli yogunluklarda cok tabakali bir
yaplya sahip oldugu izlenmektedir. En yiiksek yodunluga sahip olan dis
tabaka E ve M transmembran proteinlerini igerirken, bunun altinda cift
katmanl lipid tabaka ve en i¢ kisimda nikleokapsid kor kismi yer alir (Sekil
2.3) (15).

Bati Nil virusunun genomu; lineer, tek iplikli, pozitif polariteli, yaklasik
11 kilobaz (kb) biiyiikligiinde RNA'dan olusmaktadir. Genomik RNA, 5’ ve 3’
uglarinda protein kodlamayan (untranslated region, UTR) kisimlar ile tek bir
uzun aclk okuma cercevesi (Open Reading Frame, ORF) tasimaktadir (Sekil
2.3) (16, 17). ORF tarafindan kodlanan poliprotein, translasyondan sonra
viral ve hucresel proteazlarla pargalanarak fonksiyon kazanan proteinleri

olusturmaktadir.
2.4. Viral Proteinler

Bati Nil virusunun RNA genomu; Ug¢ yapisal [kapsid (C), membran
onculi (prM) ve zarf (E)] ve 7 yapisal olmayan (NS1, NS2A, NS2B, NS3,



NS4A, NS4B VE NS5) protein kodlamaktadir (Sekil 2.4) (16). Yapisal
proteinler, olgun virionun yapisini olustururken, yapisal olmayan proteinler
viral transkripsiyon ve replikasyonu diizenlemekte ve konadin virusa karsi

savunma mekanizmalarini zayiflatmaktadir.

Membran (M proteini) A

Kapsid
(C proteini)

Zarf
(E glikoproteini)

Sekil 2.3. Bati Nil Virusunun A) Sematik yapisi, B) Elektron mikroskopik

gbérunimu (http://www.expasy.ch/viralzone/all_by species/24.html ve

http://www.medscape.com/viewarticle/466976_3'den uyarlanmistir)

Yapisal proteinler Yapisal olmayan proteinler
N e N
5 Y N3
I ClpM| E 1 |2A|12B 3 4A|4B ) I
Kapsid [ Zarf NS3 serin | j . t I
proteaz erin proteaz + RNA’ya bagimli
Membran kofaktsrii ~ NTPaz RNA polimeraz
* RNA helikaz ]
RNA replikasyonu * Metil transferaz

Sekil 2.4. Batt Nil Virusunun Genomik Yapisi ve Proteinleri

(http://carnot.utmb.edu/flavitrack/images/flavivirus genome.png’den

uyarlanmistir)
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Major ylzey proteini olan E proteini (53 kDa), zarf Uzerinde
homodimerler seklinde dizilmis olup her bir monomer (¢ kangaldan
olusmaktadir. Bu kangallar, hiicre ylzeyi reseptdriine tutunma, hiicre
membrani ile flizyon ve konagin nétralizan antikor yanitinin indiiklenmesinde
rol oynar (15, 17). Merkezde bulunan birinci kangal N-glikozilasyon bélgesini
tagiyan antijenik kangaldir. Ikinci yapisal kangalin, endositik vezikil icinde
pH'ya bagimh fiizyondan sorumlu oldudu; {glincii yapisal kangalin ise
reseptore baglanma bdlgesi oldudu disiindlmektedir (15, 18). Hemaglitinin
ozelligi de tasiyan E glikoproteini, virusa karsi olusan nétralizan antikorlarin

en onemli hedefidir.

Bir diger yapisal protein olan M proteini, 6ncll protein (precursor M,
prM; 18-20 kDa) olarak sentezlenir ve virus olgunlagsmasinin ge¢ déneminde
bir konvertaz enzimi (furin) araciligiyla M proteinine (8 kDa) donistiirilerek
olgun virion yapisina girer (9, 16).

Virusun C proteini (12 kDa), viral RNA'ya bagli olarak bulunmakta ve
nikleokapsidi olusturmaktadir. Nikleokapsid kor yapisi, kapsid proteininin

cok sayida kopyasini ve RNA genomunu icermektedir (19).

Yapisal olmayan proteinler icinde en blyuk yapiya sahip NS5 proteini,
RNA'ya bagimli RNA polimeraz (RdRp) enzimidir. NS5, ayni zamanda RNA
“cap’ olusumunda gdrev yapan metiltransferaz aktivitesine de sahiptir (18,
19). NS3 proteininin N-terminal bolgesi, viral serin proteaz aktivitesi
gostermekte ve bu aktivite icin kofaktdr olarak NS2B'ye gereksinim
duymaktadir. NS3 proteini ayrica, RNA “capping’ olayinda rol oynayan RNA
trifosfataz (NTPaz) ve RNA helikaz aktivitelerine de sahiptir (Sekil 2.4).
Yapisal olmayan diger proteinler olan NS2A, NS4A ve NS4B, kiiglik hidrofobik
proteinler olup, fonksiyonlari tam olarak bilinmemekle birlikte, viral replikazin
hiicresel membranlara tutunmasini kolaylastirdiklari distntlmektedir (16,
17). NS2A, interferon (IFN) yanitini inhibe eder ve viral (nitelerin bir araya
toplanmasi sirasinda rol oynar. NS1, NS2A'nin, sentez edildikten hemen sonra
endoplazmik retikulumda (ER) bulunan bir konak proteinazi tarafindan

kesilmesiyle olusur. Homodimerler olusturan bir glikoprotein olan NS1, heniiz
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tam olarak aciklanamayan bir mekanizma ile hiicre membraniyla etkilesim
icindedir. NS1, sitoplazma disinda bulunmasina ragmen viral replikaz icin
gerekli bir kofaktordir (15). Enfekte hcrelerin ylzeyinde eksprese edilen
NS1'in, notralizan olmayan antikor yanitina yol actigi disiiniimektedir (20).
NS4A ve NS4B proteinleri de, hiicrenin IFN-o/B sinyal yolagini degistirerek,

virusun, konadin antiviral etkisinden kagisinda rol oynamaktadir (21).
2.5. Virusun Replikasyonu

Replikasyonun ilk basamadi, virionun hiicre ylzeyindeki 6zgul
reseptdre tutunmasidir. Son yillarda yapilan in vitro galismalar, BNV'nun
hiicreye tutunmasinda DC-SIGN, DC-SIGN-R ve integrin a,s gibi dendritik
hiicre adezyon molekullerinin reseptor olarak rol aldigini ortaya koymustur
(22, 23). Ancak, néronlar gibi fizyolojik olarak énem tasiyan hiicre tipleri icin

in vivo tutunma reseptorleri heniiz tam olarak tanimlanamamistir (21).

Hicre reseptoriine baglandiktan sonra virus, hiicre igerisine reseptor
aracili, pH-bagimli endositoz yoluyla alinir (11). Bu asamayi, endozom
icerisindeki asidik ortamda endozomal vezikil membrani ile viral zarfin
kaynasmasi ve nikleokapsidin sitozole gegisi takip eder (Sekil 2.5). Pozitif tek
iplikli genomik RNA, mRNA olarak gorev yapar ve buyuk tek molekil halinde
bir poliprotein énclli sentez edilir. Viral serin proteaz (NS2B-NS3) ve gesitli
hiicre proteazlari, bu poliproteine birden fazla bdlgeden baglanarak viral
proteinleri keser ve fonksiyonel hale getirirler. Viral RNA polimeraz (NS5),
diger yapisal olmayan viral proteinlerin ve htcre proteinlerinin yardimiyla
genomik pozitif iplikli RNA kalibindan, komplementer negatif iplikli RNA'yi
kopyalar. Negatif polariteli bu RNAlar, yeni genomik RNA’larin
transkripsiyonu icin kalip gorevi goérmektedir. Flaviviruslarin RNA sentezi

semikonservatif ve asimetriktir (16).

Bati Nil virusunun yeni sentezlenen kapsid proteinleri ile progeni
RNA’lar endoplazmik retikulum (ER) membranlarinda bir araya toplanmakta
ve virion olgunlasmasi hiicrenin salgisal yolaginda gerceklesmektedir (21).

ER membraninda kapsid proteinleri ile viral genom paketlenir; nikleokapsid
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ER limeninden tomurcuklanirken prM ve E heterodimerlerini alarak
olgunlasmamis partikdilleri olusturur. Olgunlasmamig partikiiller vezikillerde
birikirler ve daha sonra E ve prM (izerindeki glikanlarin farklilastigi konak
salgisal yolagina tasinirlar (21). Trans-Golgi agindan gegcis sirasinda, diistik
pH'nin da etkisiyle prM proteini hiicresel furin ya da furin-benzeri proteazlar
ile kesilir; prM proteininin kesimi ile pr peptidinin molekilden ayrilmasi, virus
partikGliniin yeniden diizenlenmesini ve olgunlasmasini saglar. Olgunlasmis
virionlar, vezikil icerisinde plazma membranina aktarilir ve ekzositoz yolu ile
hiicre digina salinir (Sekil 2.5) (15, 18). Virusun hticreden cikisinda aktin

filamentlerinin rol oynadigi gosterilmistir (24).

BNV’'nun hiicre igindeki latent dénemi (4-6 saat), diger flaviviruslarla
karsilastirldiginda (16-24 saat) oldukca kisadir. Enfeksiyondan 12 saat sonra
progeni virionlarin enfekte hiicrelerin sitoplazmik membranlarindan yodun

olarak tomurcuklandigi gosterilmistir (22).

Dogal BNV enfeksiyonu sirasinda, hiicre iginde olgun virionlarin yani
sira enfeksiydz olmayan virus-benzeri partikiller (Virus-Like Particles, VLP) de
olusmakta ve hicre disina salinmaktadir (25). Bu partikiller; E, M ve bazen
de prM proteinlerini iceren hiicre membranlarindan olusurlar. Yapisal ve
fizyokimyasal o©zellikleri olgun virus partiktline olduk¢a benzer olan bu
yapilar, konakta antijenik etki olusturduklarindan rekombinant olarak
hazirlanarak gerek asi calismalarinda gerekse serolojik testlerde antijen
olarak kullaniimaktadirlar (25, 26).

Bati Nil virusu, in vitro olarak primer tavuk, ordek ve fare embriyo
hiicreleri, maymun, insan, domuz ve kobaylardan elde edilen devamli hiicre
kiltlrlerinde Uretilebilmekte ve hiicrelerde kiliclilme, yuvarlaklasma, nadiren

de sinsitya olusumu seklinde sitopatik etki olusturmaktadir (27).
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Sekil 2.5. Bati Nil Virusunun Replikasyon Dongtist (18)

A) Virionun hicre ylzeyi reseptériine tutunmasi ve endositoz ile hlcreye
giris; B) Endozom icinde dislik pH ortaminda viral glikoproteinler ile
endozomal membranin flizyonu, genomik RNA'nin sitoplazmaya gegcisi; C)
Viral RNA'nin translasyonu ve olusan buyuk poliproteinin viral ve hicresel
proteazlarla kesimi; D) Yapisal olmayan viral proteinlerin yardimiyla progeni
RNA’larin  transkripsiyonu; E) Endoplazmik retikulum (ER) membraninda
kapsid proteinleri ve progeni RNA'larin paketlenmesi, ER limeninden E+prM
heterodimerlerini iceren zarfi alarak tomurcuklanma; F) Olgunlagmamis viral
partikillerin salgisal yolada gegisi, trans-Golgi aginda (TGN) prM proteininin
furin tarafindan kesimi ve virionlarin olgunlasmasi; G) Olgun virionlarin
sitoplazmadan gecerek ekzositoz ile ¢gikisi.

(http://jiang.bio.purdue.edu/images/flavivirus.jpg ‘den uyarlanmistir)
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2.6. Virusun Dogadaki Yasam Donguisu

Bati Nil virusunun dogadaki yasam dongisl, kuslar ve ornitofilik
sivrisinekler arasinda (enzootik doéngil) gerceklesmektedir (Sekil 2.6) (5).
Yabani kuslar virusun primer konagi (rezervuar), sivrisinekler (Culicidae) ise
virusun primer vektoradir. Virusun dodadaki kalichginda daha ziyade
Passeriforme takiminda (6ttct kuslar) yer alan kuslarin (karga, kara tavuk,
ispinoz, call bulbill, serce) rol oynadigi ifade edilmektedir; zira bu tiirlerde
viremi son derece yiiksek (10° pfu/ml) diizeyde ve uzun (7-8 giin) sirelidir.
Iinsanlar ve atlar ise, vireminin disiik (<10° pfu/ml) ve kisa siireli (ortalama 3
giin) olmasi nedeniyle, virusu sivrisineklere bulastirmada cok etkin
gorinmemekte ve bu nedenle son konak (dead-end host) olarak kabul
edilmektedir (3-5).

insan
Kuslar
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. dongusu . 2
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B _')’ "\ g
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Sekil 2.6. Batti Nil Virusunun Dodadaki Yasam  Doéngusi

(http://www.mayoclinic.com/health/medical/IM00836'dan uyarlanmistir)



http://www.mayoclinic.com/health/medical/IM00836'dan�

14

ABD'nde yapilan calismalar, 146 kus ve 29 sivrisinek tirinin BNV ile
enfekte oldugunu gostermistir (4). Virus, Avrupa'da 4, Afrika ve Amerika'da
ise 11 farkli cinse ait 43'den fazla sivrisinek tiriinden izole edilmis olmakla
birlikte, bulastiriciikta en etkili tilrlerin  Culex cinsine ait oldugu
bildiriimektedir (28). BNV'nun ana vektorleri; Afrika ve Orta Dogu'da
Cx.univittatus, Avrupa’'da Cx.pipiens, Cx.modestus ve Coquillettidia richiardli,
Asya'da ise Cx.quinquefasciatus, Cx.tritaeniorhynchus ve Cx.vishnui turleridir
(3, 29).

Enfekte kuslardan kan emerek virusu alan sivrisinekler, 10 giin ile 2
hafta arasinda degisen bir inkiibasyon déneminden sonra, virusu yasam
sureleri boyunca dider bir kusa veya insan dahil olmak Uzere diger
omurgalilara bulastirabilirler (28). Iliman iklime sahip cografi bdlgelerde,
kuytu alanlarda kisi gegirmeyi basaran sivrisinekler, sicakligin artisiyla birlikte
aktivite kazanarak virusu bulastirmaya devam edebilirler. Virusun, dolagima
yeni girdigi bolgelerde dogal seyir, duyarl kuslarin 6limd ve takiben genel
kus popiilasyonunda bagisikligin gelismesi seklindedir. Insanlara bulasin
siddeti ise, enfekte sivrisineklerin bolluguna, beslenme diizenine ve yerel
ekolojiye baghdir (29).

Bati Nil virusunun bulasinda kenelerin olasi roli ile ilgili olarak yapilan
calismalarda, virus, yumusak (Argasidae, Argas spp.) ve sert (/xodidae,
Hyalomma spp.) kenelerden izole edilmis, buna karsin vektor olarak rolleri
aclklik  kazanmamistir  (29). Kenelerin endemik alanlarda virusun
devamliliginda rol oynayabilecegi, ancak epidemiler sirasinda vektor olarak
onem tasimadigi disinitlmektedir (30). Tatarcik tiirlerinin ise potansiyel

vektor olabileceklerine dair bir veri mevcut degildir.

Insanlar ve atlarin disinda BNV'nun izole edildigi ve virusa duyarli olan
dider tirler arasinda yarasa, tavsan, fare, sincap, kedi, kopek, sigir, keci ve
deve gibi hayvanlar yer almaktadir. BNV, kedi ve kopek gibi domestik
hayvanlari enfekte etse de, bu hayvanlarda klinik bir hastaligin ortaya
¢ilkmadigi ve hayvandan insana bulasin olmadidi belirtilmektedir (5). Ayrica

virusun, amfibi (6rnegin, kurbaga) ve siriingenlerde de (6rnegin, timsah)
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uzun sdreli viremi olusturdugu saptanmis; bu 06zellik nedeniyle, bu
hayvanlarin BNV'nun kisi gegirmesinde barindirici konak olarak rol oynadig

disunilmustur (28, 29).

Kuslar, BNV ile enfekte olduklarinda genellikle herhangi bir semptom
gostermezler. 1997 yilindan 6nce BNV'nun kuslar icin patojen olmadiginin
distinilmesine karsin, 1997-1998 ddneminde Israil'de, leylek ve diger
gbécmen kus tlrlerinin  6limine neden olan daha virdlan bir sus
tanimlanmigtir (31, 32). Buna karsin, BNV enfeksiyonunun kus &limleriyle
ilgisi, Avrupa’da 1999 yilinda gerceklesen salginlara ve virusun New York'ta
aniden ortaya cikisina kadar anlagilamamistir. New York salgini sirasinda
binlerce kus (6zellikle karga tirleri) telef olmus, fatal insan ve at olgulari
bildirilmistir (29).

Bati Nil virusunun neden oldugu hayvan enfeksiyonlari en sik olarak
atlari (Equidae) etkilemektedir (33, 34). Atlara da sivrisinek Isirmasi ile
bulasan virus, insan enfeksiyonlarinin seyrine benzer olarak, genellikle klinik
bir hastalik olusturmamakta; ancak bazen halsizlik, tremor, kismi paralizi ve
ekstremite zayifligi seklinde belirtiler goérilmektedir (33, 34). 2003 yilinda
14.000’den fazla atta BNV enfeksiyonu saptandigi ve mortalite oraninin
yaklasik %35-40 oldugu ifade edilmektedir (5).

2.7. Patogenez ve Immiin Yanit

Bati Nil virusu, enfekte konaktan kan emen sivrisineklerin
badirsagindan hemo-lenf sistemine gecerek i¢c organlara ve tikrik bezlerine
yayilir (11). Tukrik bezlerinde virusu tasiyan sivrisinekler, diger bir kan
emme iglemi sirasinda duyarl insan veya hayvanlara virusu inokiile ederler.
Periferal inokulasyonu takiben virusun ilk replikasyonu derinin Langerhans
dendritik hicrelerinde gerceklesir (35). Dendritik hticreler (DH) lenf nodlarina
goc ederken, tip-1 ve tip-1l interferon (IFN) salgilayarak da virusun
yayllmasini sinirlandirmaktadir. Virus, lenf bezlerinde makrofajlar, B hicreleri
ve foliktiler DH'de ¢ogalir; daha sonra afferent kanallara gikar ve torasik kanal

araciligiyla dolasima gecerek viremi olusturur. Viremi sirasinda sinir sistemi
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disinda bircok doku (karaciger, bobrek, dalak) hematojen yolla enfekte
olmakta ve virusun bu dokularda ¢ogalmasi vireminin devamini saglamaktadir
(35). Enfekte kisilerde viremi, hastalik semptomlarinin ortaya ¢ikisindan 2
glin dnce baglar ve 4 giin sonraya kadar devam eder. Ancak virusun kandan
izolasyon sansi, immiin yanitin virusu temizlemesi nedeniyle, semptomlarin

basladidi ilk glin ciddi diizeyde azalmaktadir (2).

Lenf nodlarindaki DH ve makrofajlar, BNV RNA’sini hiicre icinde
endozom membranindaki Toll-benzeri reseptérler (TLR-3 ve TLR-7) ve
sitoplazmadaki helikazlar [RIG-1 (retinoic acid-inducible gene 1) ve MDA5
(melanoma differentiation-associated gene 5)] ile tamimaktadir (36). Bu
tanima sonucu, interferona bagimli ve bagimsiz mekanizmalar ile virusa karsi
dogal immin yanit baslar. IRF (/interferon regulatory factor)-3 yolaginin
aktivasyonu ile olusan tip-1 IFN (o/B) yaniti, en 6nemli dodal badisiklik
komponentidir (37-39). Yapilan in vivo ¢alismalarda, IFN-o/B sinyal yolaginda
bir bozukluk oldugunda viral replikasyonun arttigi ve virusun doku tropizminin
genisledigi saptanmistir (40, 41). Benzer olarak, y3T hiicreleri tarafindan
uretilen tip-11 IFN (y) da, periferal viral replikasyonu sinirlandirir ve BNV’'nun
merkezi sinir sistemi (MSS)'ne yayilimini dnler (41, 42). Calismalarda ayrica,
TLR3 ve 2'5-oligoadenilat sentetaz (OAS) yolaklarinin da, BNV enfeksiyonuna
karsi dogal bagisiklikta diizenleyici role sahip oldugu gosterilmistir (41, 43).

Bati Nil virusunun MSS’ne vyayilimi, enfeksiydéz virusun periferal
dokulardan temizlenmesinden kisa bir siire dnce gergeklesir (35). Konagin
immin  yanitindan kacarak MSS’ne ulasan virus, serebral korteks,
hipokampus, bazal ganglionlar, serebellum, beyin kokiu ve omurilik gibi
bolgelerde saptanmaktadir. MSS enfeksiyonu 6nce noron hiicrelerinde ortaya
cikar; zira beyin ve omurilikte virusun birincil hedefi néronlardir (21). Bu
hiicrelerde dejenerasyon, yapi ve fonksiyon kaybi ile apoptoz goérlir (41).
IFN-a/B, MSS’nde enfeksiyonun kontrollinde de rol oynar ve ndronlarin
sagkalimini artirir. CXCL10 ve CCL5 gibi kemokinler ve onlarin ligantlari olan
CXCR3 ve CCR5, CD4+ ve CD8+ T lenfositleri ile monositlerin MSS'ne girigini
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kolaylastirir ve bdylece enfekte dokulardan virusun temizlenmesi gergeklesir
(21).

Virusun beyine girisi, vireminin en yiksek oldugu dénemde
gerceklestiginden, MSS’'ne yayllimin hematojen yol ile oldugu distniimis,
ancak daha sonraki calismalar kan-beyin engelini asmada ek olarak bazi
¢Ozunur inflamatuvar faktorlerin de [TUmor nekrozis faktor (TNF)-a, makrofaj
inhibe edici faktor (MIF)] rol oynadigini gdstermistir (41, 43, 44). Ornegin
TNF-a, kan-beyin engeli gecirgenligini degistirerek virusun gegisini

kolaylastirmaktadir (21).

Virusun omurilie ulasmasi ise 6zellikle retrograd noronal transport ve
aksonal yayilm ile olmaktadir (45). MSS'ndeki patolojik bulgular, dogrudan;
(a) virusun noron ve glia hucrelerindeki proliferasyonuna, (b) enfekte
hicrelere karsi olusan sitotoksik hiicre yanitina, (c) yaygin perivaskiler
inflamasyona ve (d) mikroglial nodil olusumuna badh olarak ortaya
cikmaktadir (2). Nodiiller bol miktarda lenfosit (predominant olarak CD8+T)
ve histiyosit icermekte olup genellikle néronal dejenerasyonun yogun oldugu
bélgelerde saptanir. Perivaskiler inflamasyon bdlgelerinde ise B lenfositler
predominant olarak gorulmektedir. Meningoensefalitli hastalarda, Kklinik
bulgularin ortaya ciktigi anda, ¢cogu zaman antikor yaniti baslamistir (41).
Hastalarin %70-80’'inde, hastaligin 8.glinlinde serum ve BOS'da IgM pozitifligi
saptanir. BOS antikorlari, viral replikasyonunun azaltiimasinda énem tasirlar
(36).

Bati Nil virusu enfeksiyonlarinin eradikasyonu, virusa karsi olusan
kazanilmis immin yanit tarafindan gergeklestirilir. No6tralizan antikor yaniti
buytk dlclide virusun E proteinine karsi gelismekle birlikte, prM/M ve NS1
proteinlerine karsi olusan antikorlarin da koruyucu oldudu gosterilmistir (41).
Farelerde vyapilan calismalarda, 6zgil IgM tipi nétralizan antikorlarin
subkitandz enfeksiyondan dort giin sonra ortaya ciktigi ve vireminin
sinirlandiriimasi, virusun MSS'ne girisinin 6nlenmesi ve hastaligin gidisinin

belirlenmesinde 6nemli oldugu saptanmistir (46). Dolayisiyla, antikor yanitinin
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disik ya da eksik oldugu immiin yetmezlik durumlarinda, BNV enfeksiyonuna
duyarliik artmaktadir. Benzer olarak, C3 ve C4 kompleman komponentleri
veya kompleman reseptorii 1 ve 2 eksikligi de, letal BNV enfeksiyonuna
duyarliigi artirmaktadir (47). Hicresel immin yanitin énemi ile ilgili olarak
yapllan arastirmalarda da, CD4+T (Th) hiicre eksikliginde, B hiicre uyarimi ve
notralizan antikor yanitinin azaldigi; sitotoksik T (CTL) hicre eksikliginde ise
viral yik ve MSS tutulumunun arttigi ve mortalitenin yukseldigi saptanmistir
(48, 49). MSS'nde CTL hicreleri, virusla enfekte néronlari perforin ve Fas
ligand yoluyla oéldirtrken, Th hicreleri de bu yanitin devaminda rol alirlar.
Kisaca, virusun periferde temizlenmesinden himoral yanitin; MSS’nden

uzaklastiriimasinda ise T hcrelerinin etkili oldugu soylenebilir (48).

Son vyillarda, BNV enfeksiyonlarinin patogenezinde konaga ait bazi
faktorlerin de roli oldugu gosterilmistir. Bunlardan birisi; BNV ile enfekte
noronlarin temizlenmesinde rol alan lokositlerin beyne goclini saglayan CCR5
kemokini, digeri ise IRG (/FN-regulated gene) ailesi lyesi olan ve viral RNA'y
parcalayan OAS'dir. Yapilan calismalarda, CCR5 ve OAS gen delesyonlari
ve/veya mutasyonlari olan kisilerde, semptomatik BNV enfeksiyonlarina karsi

yatkinhigin arttigi belirtiimektedir (50).

Bati Nil virusu, cesiti mekanizmalarla dogal immin yanittan
kacabilmektedir (51). Bu mekanizmalardan birisi, virusun RNA'sinI saklayarak
ya da maskeleyerek, viral RNA'y1 taniyan RIG-1 ve MDA5S gibi hiicresel tanima
reseptoérlerinden (Pattern Recognition Receptor, PRR) kacmasi ve bu sekilde
tip-1 IFN indiksiyonunu geciktirerek replikasyon igin zaman kazanmasidir. Bir
diger kacls mekanizmas! da, yapisal olmayan viral proteinlerin IFN sinyal
yolagini inhibe etmesi ya da degistirmesidir. Ornedin NS2A proteininin, IFN-B
gen transkripsiyonunu; NS1 proteininin ise, TLR3 sinyal yoladini inhibe ettigi
gosterilmistir (40, 50, 51). Ayrica, patojenik “lineage 1” izolatlan igin
karakteristik olmak Uzere, NS4B proteinlerinin JAK/STAT sinyal yolunu
degistirerek tip-I IFN yanitini bozdudu belirlenmis, ancak bu mekanizma tam

olarak agiklik kazanmamistir (40, 52-54).
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2.8. Klinik Bulgular

Bati Nil virusu enfeksiyonlarinin inkiibasyon siiresi 2-15 gilin arasinda
degismekle birlikte ortalama 2-6 gundiir (5). Insanda BNV enfeksiyonlari
biylk oranda (%80) belirtisiz seyretmekte, enfekte olan kisilerin 1/5'inde
(~%?20) ise kendiliinden iyilesen hafif atesli hastalik gelismektedir (9). Bati
Nil atesi olarak adlandirilan bu klinik tabloda siklikla, ani yikselen ates, bas
agrisi, sirt agrisi, miyalji, halsizlik, anoreksi, ve bulanti/kusma gibi genellikle
3-6 glin suiren grip benzeri semptomlar goruldr. Yaygin lenfadenopati siklikla
rastlanilan bir diger bulgudur. Hastalarin yaklasik yarisinda ise, primer olarak
yUz ve govdede olmak Uzere roseolar veya makulopapuler dokuntl ortaya

cikmakta ve bir hafta kadar siirmektedir (5, 9).

Bati Nil virus enfeksiyonu olan hastalarda merkezi sinir sistemi (MSS)
tutulumu ile ciddi hastalik gelisme orani %1'den az oranda bildiriimektedir
(55). Enfekte kisilerde, miyokardit, pankreatit ve fulminant hepatit gibi

norolojik olmayan diger ciddi komplikasyonlar ise nadiren saptanmaktadir.

Merkezi sinir sistemi tutulumunun en sk gorilen  sekli
meningoensefalit olmakla birlikte, tek basina menenjit veya ensefalit
olgularina da rastlanmaktadir (5). Siddetli olgularda hastalik; yiksek ates, bas
agrisi, kas zayifligi, ense sertligi, uyusukluk, konfiizyon, koma, kas titremeleri,
konvdlziyonlar seklinde ilerler ve sonucta paralizi ortaya cikar (4). BNV’'nun
akut flask paraliziye neden oldugu iyi bilinmektedir (56). Poliyomiyelit benzeri
sendroma yol acan bu klinik tabloda; kuvvet kaybi asimetrik olup, harabiyet
spinal anterior boynuz hicrelerinde sinirhdir; duyu tutulumu gértlmemektedir
(56).

Israil'de 2000 yilinda saptanan 417 olgunun hastaneye yatirilan
233’Unde yiiksek ates %98.3, bas adrisi %57.9, gastrointestinal semptomlar
%18.5, koma %16.7 ve norolojik semptomlar %9.4 olarak saptanmig;
mortalite orani %14.1 olarak belirlenmis ve 6len hastalarin %87.9’unun 70 ve
Uzeri yas grubunda oldugu rapor edilmistir (57). Yine 2000 yilinda

Amerika’da tanimlanan 19 BNV enfeksiyonu olgusunda; ates %90, halsizlik
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%63, bas adrisi ve mental bozukluk %58, kas zayifigi ve kusma/bulant
%42, miyalji, fotofobi ve ense sertligi %32, oksurik, diyare ve felcler %16,

serebellar anomali ve kranial sinir felci ise %11 oraninda saptanmistir (58).

Norolojik  tutulumun olmadigi hastalarda tamamen iyilesme
gozlenirken, MSS hastaligi olanlarda uzun siiren morbidite ve %10’u asan
mortalite ortaya cikmaktadir (5). 1999 New York salgininda ensefalitli
hastalarin sadece %35’i bir yil icinde tam olarak iyilesebilmis; digerlerinde
halsizlik, kronik bas agrilar, bellek kaybi, ylrime gicliigl, kas zayifigi ve
depresyon gibi c¢esitli noérolojik bozukluklar gdzlenmistir (58). Salginlar
sirasinda hastaneye vyatirilan hastalarda olgu/6lim oranlari; Romanya’da
(1996) %4, New Yorkta (1999) %12 ve Israil'de (2000) %14 olarak
bildiriimektedir (7, 55). Bu oranlar 70 yasindan buylk hastalar icin ise;
Romanya'da %15 ve Israil'de %29 olarak belirtiimistir. New York salgini
sirasinda yapilan analizde, genc yas grubu ile karsilastirildiginda, 50-59 yas
grubunda ciddi nérolojik hastalik gelisme insidansi 10 kat, >80 yas grubunda
ise 43 kat yiiksek bulunmustur (7, 8). Ileri yasin yani sira, siddetli kas
zayIfligi, ensefalit ve biling degisimleri de koti prognozun onemli klinik

belirleyicileridir.
2.9. Epidemiyoloji
2.9.1. Bulas Yollan

Bati Nil virusunun insana bulagmasinda en 6nemli ve primer yol
enfekte sivrisineklerin 1sirmasidir. Virusu bulastirmada en etkili tirler Culex
cinsine ait olup, Cx.pipiens bircok bélgede virusun enzootik dongusinde rol
oynamaktadir (Bkz. Kisim 2.5) (4, 8). Iliman iklime sahip boélgelerde erigkin
sivrisinekler, ilkbahar aylarinin sonuna dodru ortaya cikar ve sonbaharin ilk
aylarina kadar dolasimda kalirlar. Tropikal bdlgelerde ise bulastiricilik yil boyu
devam etmektedir. Sivrisinek isindi ile enfekte olan rastlantisal konaklarda
(insan, at) viremi diizeyi dlistik oldugundan virusun amplifikasyonu yeterince
gerceklesmemektedir. Ancak ABD’'nde 2002 epidemisi sirasinda, virusun

kan/kan Urunleri transfiizyonu, organ transplantasyonu, transplasental yol ve
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anne sutu ile insandan insana bulastigini gosteren kanitlar elde edilmistir (5,
9). Organ transplantasyonu ile gegisle ilgili rapor edilen ilk olgu, 2002 yih
Adustos ayinda organlari dort aliciya nakledilen bir vericidir (59, 60). Alicilarin
hepsinde ates, Uclinde ise meningoensefalit gelismis ve bu alicilarda BNV
enfeksiyonu tanisi dogrulanmistir. Agustos 2002 - Ocak 2003 tarihleri
arasinda da, 14 enfeksiy6z vericiden kaynaklanan kan drinleri (eritrosit,
plazma ve trombosit) ile bulasmis ve dogrulanmis 20 BNV olgusu bildirilmistir
(61). Bu veriler 1si§inda, 2003 yilinda Amerikan Gida ve Ila¢c Kurumu (Food
and Drug Administration, FDA), bulas riskinin yiiksek oldugu mevsimlerde
tim kan bankalarinda vericilerin BNV acisindan klinik olarak taranmasini
onermis; ancak hastalarin sadece %?20'sinde semptomlar ortaya ciktigindan,
daha sonra tarama icin nukleik asit testlerinin kullaniimasi gerektigini

vurgulamistir (62).

Anne siitl ile gecisin gosterildigi olgu ise, dogumdan sonra 11. giin
BNV meningoensefaliti tanisi konulan bir annedir (63). Bu olgunun sit
ornedinde hem BNV IgM ve IgG hem de BNV-RNA pozitifligi tespit edilmis;
anne sutl alan bebegin izleminde ise atesinin olmadigi ve saglkh gorindigu,
ancak 25. giinde serumunda BNV IgM'sinin pozitiflestigi saptanmistir (63).
Transplasental gecis ile ilgili olgu ise, gebeliginin 27. haftasinda BNV
meningoensefaliti tanisi alan bir hastadir. Dogum sonrasi bu olgunun
bebeginde pozitif serolojik bulgular, bilateral koryoretinit, temporal ve

oksipital loblarda bilateral beyaz madde kaybi belirlenmistir (64).

2002 yilinda ayrica, mesleksel olarak kazanilmig iki BNV enfeksiyonu
da rapor edilmistir. Bu olgular, BNV siirveyansi icin hayvan otopsisi yaparken
perkitan6z olarak yaralanan laboratuvar personelidir. Her iki olguda da

gelisen enfeksiyon hafif seyretmis ve kendiliginden tamamen iyilesmistir (65).
2.9.2. Risk Gruplar

Ileri yas, BNV enfeksiyonlari sirasinda ciddi norolojik hastaligin
gelisiminde en 6nemli risk faktéri olarak tanimlanmistir (Sekil 2.7) (5, 66). 50

yas Uzerindeki kisilerde MSS tutulumu riskinin yiksek olmasi, bu kisilerde
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hipertansiyon gibi kan-beyin engelini bozan faktorlerin varligina veya immiin
sistem fonksiyonlarinin azalmasi nedeniyle viremi siresinin uzamasina
baglanmaktadir (5). BNV enfeksiyonlar ayrica, kicuk cocuklar, immin
sistemi baskilanmis hastalar (transplant ve kanser hastalari) ve diyabet gibi
altta yatan hastaligi olanlarda daha ciddi semptomlar ile seyredebilmektedir
(55-58).

Son yillarda saglikh geng eriskinlerde de nérolojik tutulumun olmasi,
immin sistem yetmezliginden bagimsiz olarak, virusun virlilansinda bir artis
oldugunu vurgulamaktadir (67). Nitekim ABD’'nde klinik olarak tanimlanan
olgularda da néroinvazyon orani %30-50, mortalite orani ise %5-10 olarak
bildirilmektedir (68).
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2.9.3. Cografi Dagilim

Arboviral enfeksiyonlarin cografi dagilimi; iklim ve bitki 6rtlst gibi
vektorlerin yagam dongusini etkileyen kosullar, duyarli insan/hayvan
poptlasyonlarinin  blydkligl, uluslararasi seyahatler, kargo ve hayvan
tasinmasi, insan kaynakll cevresel degisiklikler ve dodal dengenin bozulmasi
gibi ¢ok sayida faktor tarafindan etkilenmektedir. BNV'nun da dinya
Uzerindeki dagihmina bakildiginda, Avrupa, Afrika, Asya ve Avusturalya'da
endemik olarak bulundugu goérilmektedir (4, 13) (Sekil 2.8).

Sekil 2.8. Bati Nil Virusunun Global Dagilimi, 2003 (4)

Endemik bdlgelerde BNV, sporadik atesli insan olgularinin yani sira
insan ve at poptlasyonlarini etkileyen genis salginlara da yol agmaktadir.
Glney Afrika’'da ortaya gikan salginlara bakildiginda; 1994 yilinda Cezayir'den
(50 insan olgusu); 1996 ve 2003 yillarinda Fas’dan (sirasiyla, 94 ve 9 at
olgusu) ve 1997 yilinda Tunus’dan (173 insan olgusu) bildirimlerin yapildigi
izlenmektedir  (69-71). Misir‘da da genel popllasyonda saptanan

seroprevalans ortalama %24 olarak bildirilmektedir (72).
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Dogu Avrupa’da, Romanya’nin Bikres sehrinde 1996-97 vyillari
arasinda gortlen BNV salgini ise, yaklasik 500 klinik olgu ve %10’a ulasan
6lim orani ile Avrupa’daki en buiyik arboviral salgin olarak bildirilmistir (73).
1999 yilinda Rusya’nin Volgograd Bolgesi'nde ortaya cikan biyik salginda da
800'den fazla kisi hastaneye yatirilmig (40 6lim); 2005-2007 yillar arasinda
Rusya’nin farkli bdlgelerinde de epidemiler gdzlenmistir (74, 75). Orta/Bati
Avrupa’daki BNV aktivitesi incelendiginde; Italya’nin Toscana bélgesinde 1998
ve 2008 yillarinda; Fransa’nin giney bdlgelerinde 1962-1965, 2000 ve 2003
yillarinda gesitli biyukliiklerde insan ve at popdlasyonlarini etkileyen salginlar
rapor edilmistir (28, 76-79). Macaristan’da, 2003-2007 yillari arasinda dort,
2008 yilinda ise 14 BNV olgusu bildirilmistir (80). Buna karsin ilging olarak
Ingiltere’den BNV olgusu rapor edilmemistir (81). Avrupa’da en yakin tarihli
ve Turkiye'ye en yakin cografyada gerceklesen salgin ise, Temmuz-Agustos
2010 tarihinde, Yunanistan'dan bildirilen ve noéroinvazif 81 BNV olgusunun
saptandigi salgindir. Olgularin ortalama 70 yasinda oldugu bu salginda,
ensefalit, menenjit ve meningoensefalit bulgularinin 6zellikle 50 yas lizerinde

gorildigu rapor edilmektedir (82).

Orta Dou bdlgesinde BNV salginlarinin en ¢ok bildirildigi tlke Israil
olup, 1950 yilindan bu yana BNV, Israilde giindemde kalmaya devam
etmektedir (28, 31, 83). Israil'de ortaya cikan kayith ilk salgin 1957, son
salgin ise 2002 tarihli olup, popilasyonda saptanan genel seroprevalansin

%27 oraninda oldugu goriilmektedir (3, 32).

Bati Nil virusu, Amerika kitasina ilk kez Adustos 1999 tarihinde
ulagsmistir. New York'ta ortaya cikan bu salginda, ¢ok sayida kus 6limi ile
insan ve at ensefalit olgular tespit edilmistir (3). Bu susun (NY99), 1998
yiinda Israilde dolasan sus ile yiiksek homoloji (%99.8) géstermesi,
kaynagin Israil oldugunu ve virusun kitalararasi yolculuk ile Yeni Diinyaya
ulastigini distindiirmektedir (8, 14, 83-85). Bu olasiliklar arasinda; viremik
kisilerin ucak ya da gemi ile New York’a seyahati, enfekte kuslarin yasal ya da
yasadis! yollarla Amerika‘ya ithali ve sivrisineklerin farkl formlarinin (yumurta,

larva veya erigkin) kargolarin iginde ucak/gemi ile Amerika'ya ulagmasi



25

sayllabilir. Bu olasiliklardan ilki, insanda viremi sliresinin kisa ve dizeyinin
disiik olmasi nedeniyle fazla itibar gormemekte; diger ikisi daha olasi kabul
edilmektedir (29, 84, 85).

Virusun ABD’'nde yayilmasiyla, 2002 yilinda 4.156 insan olgusu (284
6ll), 14.717 at olgusu (4.500 6lu) ve 13.000'den fazla kug oluma bildirilmistir
(28). Daha sonra BNV, Kanada ve Orta/Gliney Amerika'ya da yayillmis ve
1999-2009 vyillar arasinda yaklasik 29.600 insan (1.423 6lim) ve 27.000'den
fazla at (—9000 6lim) olgusu ortaya cikmistir (3, 6, 28). ABD'ndeki BNV
epidemisi sirasinda, virusun, Ozellikle kuzgun ve karga gibi tirlerde
(Corvidae), daha o©nceleri dunyanin dider bolgelerindeki salginlarda
rastlanmadi§i Olclide letal enfeksiyona yol actigi izlenmistir (8). BNV'nun
virtlansindaki bu artisin acgiklanabilmesi igin gen dizisi analizleri yapilmig ve
NY99 izolatlarinin kargalar icin artan patogenezinden, NS3 helikaz proteininde
saptanan tek bir aminoasit (249. pozisyon) degisikligi sorumlu tutulmustur
(86). Bu mutasyonun (NS3-T249P), (¢ farkl yer ve zamanda ortaya ciktigi ve
bu dénemlerde insan salginlarina da yol actigi belirlenmistir (13). Yiksek
virlan bu suslar (NY99), kuslarda daha uzun stireli ve ylksek dlzeyli viremi
olusturdugundan, kuslarin sivrisinekler ve dolayisiyla da insanlar icin kaynak
teskil etme rolleri de artmaktadir. 2002 yilindaki salginda ise NY99 susu,
yerini WNO2 genotipine birakmis ve bu tarihten sonra Kuzey Amerika'da
WNO2 susu predominant hale gelmistir (9). Bu genotip daha ytiksek isilarda
NY99 susundan cok daha hizli yayilma 6zelligi gdstermektedir. Bu durum da,
virusun zarf proteininin (E) 159. aminoasidindeki mutasyon ile agiklanmigtir
(50). Zira WNO2 susu, E159 mutasyonu sayesinde sivrisineklerde daha
yuksek isilarda daha fazla replike olabilmekte ve bdylece kuslara daha yliksek

oranda bulasabilmektedir.

2.9.4. Ulkemizdeki Durum

Bati Nil virusunun Eski Diinya bolgeleri arasinda yayihminda, kuslarin
Avrupa, Asya, Afrika ve Orta Dogu’'da gerceklestirdigi go¢ olaylarinin 6nemi

buyiktir (29, 84). Sicak hava termalleri sadece karalar (zerinde
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olustugundan, gdocmen kuslar denizi gegmek zorunda kaldiklarinda en dar
gecisleri tercih etmektedirler. Bu nedenle, Avrupa ile Afrika arasinda gog
eden kuslar, dzellikle Cebelitarik ve Istanbul Bodazi’nda yogunlasmaktadir
(3). Bu acidan bakildiginda, kuslarin baslica yogunlastigi bélge olan Istanbul
Bogazi, 6nemli bir risk altinda bulunmaktadir. Istanbul'da yapilan bir
calismada, sehrin farkli boélgelerinden toplanan sivrisinekler tir dizeyinde
tanimlanmis ve bu tiirlerde BNV antijen varligi arastinlmistir (87). Calismada,
en sk tanimlanan tirlerin Cx.pjpiens, Cx.theileri ve Cx.torrentum oldugu
belirlenmis, ancak vyapilan testler sonucunda BNV antijen pozitifligi

saptanmamistir (87).

Codrafi agidan Turkiye, BNV salginlarinin oldugu ve insan/hayvan
olgularinin siklikla tespit edildigi Ulkelerle yakin iliskili bir konumda vyer
almaktadir (Sekil 2.1). Hem Ortadogu hem de Avrupa’da benzer iklim
sartlarini paylasan Ulkelerde hastaligin goriilmesi ve bu llkeler ile aramizda
turizm ve ticari iligkilerin olmasi, BNV'nun Turkiye’de mevcudiyeti konusunda
soru isaretleri birakmamaktadir. Ulkemizde BNV olgulari ile ilgili olarak ilk
resmi aciklama, T.C. Saglik Bakanligi tarafindan Adustos 2010 tarihinde
yapllmistir (88). Oysa Turkiye’de, BNV enfeksiyonu varliginin ilk serolojik
kaniti 1970'li yillarin ikinci yarisinda gosterilmistir (89). Giiney Dogu Anadolu
bolgesinde yapilan bu calismada, 937 kisinin serum oOrnedinde BNV
seropozitifligi hemagliitinasyon inhibisyon (HI) yéntemiyle %42.8 gibi
oldukca ylksek oranda bulunmus, seropozitifligin yasla birlikte arttidi
vurgulanmistir (89). 1980 yilinda Serter’in Ege bdlgesinde yine HI yéntemiyle
yaptigi calismada BNV seropozitifligi %29.1 oraninda saptamistir (90). 2006
yiinda Ozkul ve arkadaglarinin yaptiklan calismada, katirlarda %2.5,
sigirlarda %4, kopeklerde %37.7, atlarda %13.5, koyunlarda %1 ve
insanlarda %20.4 oraninda BNV seropozitifligi belirlenmistir (91). Erglinay ve
arkadaslarinin 2007 vyilinda Giiney Dodgu Anadolu bdlgesinde vyaptiklari
calismada, saglikli kisilerde IFA yontemi ile %16 (29/181), plak reduksiyon
nétralizasyon (PRNT) yontemi ile %9.5 (17/179) oraninda pozitiflik

bulunmustur (92). Hizel ve arkadaslari, Ankara’da Gazi Universitesi
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Hastanesine basvuran 2.821 kan donériinde BNV seropozitifligini ELISA
yéntemi ile %2.4 olarak bildirmis; ancak bu calismada seropozitiflikler
notralizasyon testi ile dogrulanmamistir (93). Yine Orta Anadolu bdlgesi kan
donorlerinde yapilan bir calismada, 2.516 kisinin 25‘inde (%1) BNV
seropozitifligi saptanmis; sonuclar notralizasyon testi ile dogrulandiginda bu
oran %0.6 olarak belirlenmistir (94). Butin bu veriler, Ulkemizde BNV

aktivitesinin, disik de olsa s6z konusu oldugunu gostermektedir.
2.10. Tani

Bati Nil virus enfeksiyonlarinin tanisi, klinik olarak hastalik belirtilerinin
gorulmesi ve o6zgll laboratuvar test sonuclarinin klinik ile uyumu sonucu
konulur (55). Virusun endemik oldudu boélgelerde, ilkbaharin son aylari ile
sonbaharin ilk aylari arasinda, atesi ve acgiklanamayan nérolojik bulgulari, kas
zayifligi, eritematdz dokintlsi ve bas adrsi olan hastalarda BNV
enfeksiyonunun ayirici tanisi yapiimaldir. Bu amagcla, hastada, tam kan
sayimi, BNV serolojisi ve BOS analizi (hlicre sayimi, glukoz ve protein dizeyi)
yapllmasi; gerektiginde ise norolojik goriintiileme yontemlerinin (beyin
manyetik rezonans) uygulanmasi dnerilmektedir (8). CDC tarafindan bildirilen
klinik hasta tanimi; Bati Nil atesi icin ates, bas adrisi, halsizlik, deri dokiintiis
(bazen), lenfadenopati (bazen), g6z adrisi (bazen) olup, ciddi hastalik
(menenjit/ensefalit/poliyomiyelit) icin bu bulgulara ek olarak, gastrointestinal
semptomlar, ense sertligi, biling kaybi/mental bozukluk, letarji, konflizyon
veya koma, fokal norolojik bozukluklar, asimetrik ekstremite paralizi, miyelit,

poliradikdilit gibi bulgular olarak siralanmaktadir (95).

Ciddi hastaligi olanlarda, periferal kan total I6kosit sayisi genellikle
normal olmakla birlikte, hafif dizeyde I6kositoz ya da lenfositopeni
saptanabilir (95). Ozellikle ensefalitli olgularda olmak Uzere hiponatremi,
tespit edilen bir laboratuvar bulgusudur (4, 5). Meningoensefalit gelisen
hastalarin beyin omurilik sivisi (BOS) bulgulari arasinda ise; pleositoz
(ortalama 30-100 hicre/ul, lenfosit predominansi), hafif-orta diizeyde protein

artisi ve normal glukoz dlizeyi saptanmaktadir (5, 95).
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Enfeksiyonun dogrulanmasi, virolojik yontemlere dayanir. Bu amagla
kan veya BOS'da BNV'na 6zgll antikorlarin veya viral RNA'nin gosterilmesi
esastir (5, 96, 97). Klinik 6rnekten virus izolasyonu ise, viremi dizeyinin
disuk ve kisa sureli olmasi nedeniyle genellikle basarili olmamaktadir (Sekil
2.9) (4-6). Ancak yuksek dizeydeki viral yikin nérolojik tutulum igin 6ngort
degerine sahip olmasi, duyarhliklari disik olsa da nikleik asit testlerinin

onemlerini artirmaktadir (98, 99).
2.10.1. Serolojik testler

Bati Nil virus enfeksiyonu sirasinda 6zgil IgM antikorlari, hastaligin
baslangicindan itibaren 2-8 giin icinde pozitiflesir, enfeksiyondan sonra 2
hafta yuksek diizeyde seyreder ve birkac hafta/ay icinde kaybolur (Sekil 2.9)
(6, 9). Buna karsin bircok olgunun serumunda IgM antikorlari, beklenilen
sureden daha fazla (=1 yil) kalici olabilir (6). Noroinvazif hastaligi olanlarda
ise IgM, MSS semptomlari basladigi anda (genellikle 8.glin) serum ve BOS'da
saptanmaktadir (100). Serum IgM pozitifliginin, BNV ensefaliti geciren ve
iyilesen hastalarin %36’sinda 12 ay, %20'sinde ise 16 ay sonra devam ettigi,
bazi hastalarda da BOS IgM diizeyinin 199 glinden fazla saptanabilir oldugu
ifade edilmektedir (101, 102). IgG antikorlari ise, IgM'nin pozitiflesmesinden
birkag giin sonra, genellikle hastalik semptomlarinin baglangicindan sonra 12.
giinde serumda saptanabilir dizeye ulasmakta, l¢ hafta boyunca goreceli

olarak yuikselmekte ve uzun yillar kalici olmaktadir (Sekil 2.9) (5, 6).

Bati Nil virus enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda en etkin
uygulama; klinik belirtilerin gorilmesinden itibaren 8-14 giin icerisinde alinan
serum veya 8 gun icerisinde alinan BOS o6rneginde IgM antikorlarinin
saptanmasidir (95). Bu amacla, MAC-ELISA (IgM-Antibody Captured-ELISA)
testi Onerilmektedir (95). Bu yontemin ticari olarak temin edilebilmesi, kolay

uygulanabilmesi ve duyarliiginin yiksek olmasi (%95) gibi avantaijlari vardir

(8).
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Sekil 2.9. Bati Nil Virus Enfeksiyonunda Viral ve Serolojik Gostergeler (5)

IgM antikorlari, kan-beyin engelini gecemediginden, BOS o6rnedinde
saptanan BNV IgM pozitifligi, MSS enfeksiyonunu kuvvetle dogrulamaktadir
(95, 97). Ancak serumda saptanan BNV IgM pozitifliginin yorumlanmasinda
dikkatli olunmasi gerekmektedir (8, 95, 103). Ornegin, klinik bulgularin
ortaya clkisindan sonra ilk 72 saatte yapilan test, IgM yanitinin kinetigi
nedeniyle yalanci negatif sonuc verebilmektedir (8, 103). Ayrica BNV IgM
tespitinde, diger akraba flaviviruslar (Japon ensefaliti, St.Louis ensefaliti,
Dengue, sari humma) ile gapraz reaksiyonlardan kaynaklanan yalanci pozitif
sonuclarin ortaya cikabilecegi de unutulmamalidir (95, 96). BNV'na karsl
olusan IgM antikorlarinin, serumda bir yila kadar hatta daha uzun stre kalici
olmasi nedeniyle, diger bircok enfeksiyonun aksine, tek bir serum 6rnedinde
saptanan IgM pozitifligi yeni gecirilen akut bir enfeksiyonu isaret etmeyebilir
(5, 98). Dolayisiyla akut enfeksiyonun teyidi icin, hastadan en az 14 gin
arayla alinan cift serum 6rnegdinin test edilmesi ve >4 kat serokonversiyonun
gosterilmesi 6nerilmektedir (6, 95,99). BNV enfeksiyonunun dogrulanmasinda

CDC tarafindan o6nerilen kriterler su sekilde siralanmaktadir (99):
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e Doku, kan, BOS ve diger viicut sivilarindan BNV'nun izolasyonu ya da bu
drneklerde BNV antijenlerinin veya genom dizilerinin gosterilmesi.

e BOS 6rnedinde MAC-ELISA ile BNV IgM antikorlarinin pozitif bulunmasi.

e Uygun zaman araliklari ile alinmis (en az 14 gilin) ¢ift serum ve BOS
ornekleri arasinda BNV'na 6zgul nétralizan antikor titresinde en az 4 kati
artisin plak rediksiyon nétralizasyon testi (PRNT) ile saptanmasi.

e Tek bir serum oOrneginde, MAC-ELISA ile BNV'na karsi ozgil IgM
pozitifligi ile birlikte, ELISA ile pozitif saptanmis ve PRNT ile dogrulanmis
IgG pozitifligi.

Bati Nil virusuna 6zgll antikor tespitinde kullanilan serolojik testler
arasinda, ELISA ydnteminin yani sira indirekt immunofloresan antikor (IFA)
ve hemaglitinasyon inhibisyon (HI) testleri de yer almaktadir (95, 99).
Ancak, antijenik olarak birbiri ile iligkili flaviviruslara karsi ELISA, IFA veya HI
gibi yontemlerle saptanan antikor pozitifligi, en 06zglil test olan plak
rediiksiyon notralizasyon testi (PRNT) ile dogrulanmalidir (5, 6, 8, 95, 99,
104).

Son vyillarda, BNV serolojik tanisinda kullaniimak (zere “optik fiber
immunoassay” ve “mikrosfer floresans immunoassay” gibi yontemler de

gelistirilmistir (6).
2.10.2. Molekdler testler

Bati Nil virus enfeksiyonunun tanisinda, kan, BOS ve dokularda viral
RNA'nin saptanmasi amaciyla nikleik asit amplifikasyon testleri kullanilabilir
(6, 9, 105, 106). Son vyillarda gelistirilen 7agMan sistemleri, klasik PCR
yontemlerine gdre daha duyarli sonu¢g vermekte ve daha iyi kantitasyon
saglamaktadir. Bu teknoloji insan serumu, beyin dokusu, sinek havuzlari ve
kanatl dokularini igeren bircok 6rnekte BNV RNA’sinin saptanmasi icin
kullanilabilir (105).

Kiltlr ile kiyaslandiginda, molekiler ydntemler arasinda en duyarli
olanlarin, gercek zamanli ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-PCR) ve niikleik asit dizi temelli amplifikasyon (NASBA) oldugu ifade
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edilmekte ve bu yontemlerin saptama diizeyinin >50 kopya/ml (yaklasik 0.1
pfu/ml; hiicre kultirinden 1000 kat daha duyarll) oldudu belirtilmektedir
(106). Yapillan bir calismada, serolojik olarak dogrulanmis BNV
meningoensefaliti olan hastalarda RT-PCR (7agMarn) yodnteminin BOS ve
serum Orneklerindeki duyarlihgi sirasiyla %57 ve %14 olarak bulunmustur
(105). Son vyillarda gelistirilen “SYBR-Green’’ temelli bir gercek zamanli
RT-PCR yonteminin de, 7agMan yéntemine benzer duyarlilikta oldugu; ancak
BNV varyantlarini daha iyi tanimladigi ve daha ekonomik oldugu
belirtiimektedir (6). Gercek zamanh RT-PCR ydntemi ayrica, ABD'nde 2003
yiindan beri uygulanan donér serumlarinin taranmasi amaciyla da
kullanilmaktadir (6).

2.10.3. Virus izolasyonu

Klinik 6rneklerden virusun izolasyonu, tanida altin standarttir. Ancak
noroinvazif hastaligi olanlarda, noérolojik semptomlar basladigi sirada viremi
dizeyi cok disik ya da sonlanmis oldugundan virus izolasyonu nadiren
basarilabilmektedir (5, 6). Buna karsin, beyin ve diger solid dokular gibi
otopsi materyallerinden virus izolasyonu vyapilabilir. Bu c¢alismalarin
bioglvenlik duzeyi-3 (Biosafety Level-3, BSL-3) olan laboratuvarlarda

yapilmasi 6nerilmektedir (95, 99).

Bati Nil virusu, devamli hiicre kiltirlerinde (Orn. Vero, BHK-21) ve st
emen farelerde kolayca Uretilebilir (11, 27). Hucre kuolttrlerinde sitopatik
etkinin (CPE) saptanmasi halinde, 6zgul monoklonal antikorlarin kullanildig

IFA veya RT-PCR yontemleri ile virus tGremesinin dogrulanmasi yapiimalidir.
2.10.4. Antijen testleri

Bati Nil virusu antijen saptama testleri, Kuzey Amerika'da o6zellikle
sivrisinekler (en az 50 adetlik sinek havuzlarinda) ve élen kuslar (orofarinks
veya kloak surlintlilerinde) icin uygulanan siirveyans programinda kullaniimak
Uzere gelistirilmistir (6). Uygulamasi kolay, ekonomik ve kisa strede (15
dakika) sonug veren bu testler (dipstick ve kaset testleri) ticari olarak temin

edilebilmektedir. Bu ydntemlerin duyarliigi disiik (%60-80) olmasina
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ragmen, 6zgllliikleri oldukga yliksek (%95) oranda bildiriimektedir (6). CDC
tarafindan sinekler ve kuslarda tarama amacgh olarak kullanilan bir diger
antijen testi de, monoklonal antikorlar ile antijenin yakalanmasina dayanan
bir ELISA yontemi olup, bu yontemin TagMan yodntemine iyi bir alternatif
olusturdugu ifade edilmektedir (107). Buna karsin insan 0&rneklerinin

kullanildigi antijen testleri mevcut degildir.
2.11. Tedavi

Bati Nil virus enfeksiyonunun 6zgul bir tedavisi olmayip, semptomatik
ve destekleyici tedavi uygulanmaktadir (55). Bu amagla, bas/kas adrisinin
giderilmesi, atesin disurtlmesi ve bulanti/kusmanin énlenmesi icin analjezik,
antipiretik ve antiemetik ilaclar kullanilabilir (5, 8). Siddetli kusma nedeniyle
sivi kaybinin olmasi durumunda rehidratasyon, siddetli kas zayiflamasi
durumunda ise entibasyon ve mekanik ventilasyon ile destek tedavisi

yapilmahdir.

Menenjit veya ensefalit gelisen hastalarin hastaneye yatirilmasi ve
tedavi edilebilir diger MSS enfeksiyonlarinin ayirici tanisinin  yapilmasi
gereklidir (4). Ensefaliti veya paralizi olan hastalar, kafa ici basing artigi
olasiigina karsi gozlem altinda tutulmali, solunum yetmezliginin gelisimi

acgisindan da monitorize edilmelidir (5, 8, 9).

Yapilan calismalarda, ribavirin, alfa-interferon (IFN-o) ve pirazidin
nikleozidleri gibi antiviral ajanlarin BNV’'na karsl in vitro aktiviteleri
gosterilmigtir (108, 109). Aynca bazi arastinclar IFN-a2b ile
meningoensefalitli olgularin basariyla tedavi edildigini bildirmektedirler (110,
111). Ancak yine de bu ajanlarin in vivo kullanimi ile ilgili destekleyici

kontrollt klinik veriler mevcut degildir.

Bati Nil virusuna 6zgul antikorlarn iceren intravendz immiinoglobulin
uygulamasinin da, BNV enfeksiyonlarinda proflaktik ve terapdtik etkinlige
sahip oldugu, farelerde yapilan calismalarla ortaya konmus, salginlar
sirasinda insanlarda yapilan hiperimmiin gamaglobulin uygulamasi da bu
veriyi desteklemistir (112-114).
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Bati Nil virusunun ABD’'nde yiksek ndéroinvazif hastalik olusturma
orani, son yillarda yeni ve 6zgul antiviral ilaglarin gelistiriimesi ile ilgili
calismalarin hiz kazanmasina neden olmustur (115). 2004 yilindan itibaren
yodunlasan bu calismalarda, 6zellikle virusun yapisal zarf proteinleri (prM ve
E) ile NS3 (helikaz ve proteaz) ve NS5 (metiltransferaz ve RNA polimeraz)

gibi yapisal olmayan proteinleri, ilaclar icin hedef alinmaktadir (18).
2.12. Korunma

GUnumuizde baz flavivirus enfeksiyonlarina (Sari humma, Japon
ensefaliti ve kene ensefaliti) kargi kullanilan onayll asilarin bulunmasina
ragmen, BNV enfeksiyonlarina karsi korumada insanlar icin heniiz lisans almis
bir asi heniiz mevcut dedildir (116). Buna karsin, atlarin korunmasinda
kullanilan onayh asilar ticari olarak temin edilebilmektedir (6). Bu asilardan
birisi, 2003 yilinda lisans almis formalin ile inaktive tiim virus asisi; digeri ise
2004 yilinda lisans almis rekombinant canli canarypox virus asisidir (6). Her
iki asinin da atlarda viremiye karsi %95-100 arasinda koruyucu oldugu

belirtiimektedir.

Insanlar icin kullanilimak amaciyla, inaktive tiim virus, rekombinant
canli virus, alt Unite ve DNA asilari Uzerinde calisiimaktadir (6, 116).
Rekombinant asilarda primer hedef, nétralizan antikorlarin uyariminda en
onemli antijenler olan prM ve E yapisal proteinlerini kodlayan genleridir.
Ayrica yine prM/E alt Unitelerinden olusan ve enfeksiybz olmayan virus
benzeri partikillerin (Virus Like Particles, VLP) kullanimi ile ilgili asi calismalari
da yapilmaktadir (26). Ancak VLP alt Gnite asilarinin en bilylk dezavantaji,
koruyucu immin yanit olusturmak icin gok yilksek miktarlarda kullaniimasi
gerekliligidir.

Basari bir BNV asisinda arzulanan hedef, canh atenite asilarin
sagladigi gibi hem himoral hem de hticresel immiin yanitin olusturulmasidir.
Ancak duyarh Kkisiler icin risk olusturabilmesi nedeniyle canli BNV asisi
uygulanabilir gérinmemektedir. Buna karsin canl ateniie asilarda oldugu

gibi, in vivo olarak replike olabilen, kuvvetli nétralizan antikor yaniti
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olusturabilen, viremiyi 6nleyebilen ve tek bir immdinizasyon ile etkin korumayi
saglayabilen degisik genetik kdkenli kimerik asilar umut vaat etmektedir (6).
GUndmuzde iki kimerik BNV asisi lzerinde calismalar devam etmektedir.
Bunlardan birisi, uzun zamandir uygulanan ve givenli ve etkili oldugu
kanitlanmis sari humma virusu (YFV) 17D asisinin vektor olarak kullanildigi
asllardir (117). Bu teknolojide, BNV yapisal protein genleri (WN-prM/E), YFV
17D asi  susunun  Kkarsiik gelen genlerinin  (YF-prM/E)  yerine
yerlestirilmektedir. Bu asilar su anda faz I/II asamasinda olup basarili
sonugclarin alindigi belirtilmektedir (117). Bir diger canl atenlie kimerik asi
ise, WN-prM/E genlerinin Dengue tip 4 virusuna entegrasyonu ile edilen asi

olup, faz I insan calismalari devam etmektedir (118).

Guvenilir ve etkili bir BNV asisinin eksikligi nedeniyle, bugin icin en
onemli korunma vyolu sivrisinekler ile temasin 6nlenmesidir. Bu amagla,
bireysel diizeyde korunma 6nlemleri alinmall ve toplumsal diizeyde sivrisinek
kontrol ydntemleri uygulanmalidir (5). Kisisel dnlemler arasinda; acik alan
aktivitelerinden kacinma, acglk alan aktiviteleri sirasinda kapali giysilerin
giyilmesi, ev veya tesis cevresinde sivrisinekler icin yagam alani teskil edecek
kosullarin  (su/yagmur birikintileri, yalaklar, vb) yok edilmesi, yasam
alanlarinda kapi ve pencerelerin kapall tutulmasi ya da sineklik, cibinlik, vb.
ile korunmasi ve DEET (N,N-dietil-/m-toluamid) ya da permetrin iceren sinek
kovucularin  kullanilmasi  gibi uygulamalar sayilabilir (5, 8). Toplum
diizeyindeki 6nlemler ise, BNV aktivitesinin mevcut oldugu bdlgelerin yerel
yonetimleri tarafindan uygulanmalidir. Bunlar arasinda da; vektorlerin larva
ve eriskin formlarinin Kkitlesel olarak yok edilmesini kapsayan ilaglama
calismalari  (Entegre Sivrisinek Kontrol Programi), bulas ve korunma
konusunda halkin egitimi ve kuslar, diger hayvanlar (6zellikle atlar),
sivrisinekler ve insanlarda surveyans calismalarinin programlanmasi yer
almaktadir (5, 115).
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GEREC VE YONTEM
3.1. Kan Donorleri

Calismaya alinan kan donorleri, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
(HUTF) Kan Merkezi'ne 2009 yili Nisan-Arallk aylar arasinda kan badisinda

bulunmak lizere basvuran kisilerden secilmistir.

Kan badisinda bulunmak lizere hastanemiz Kan Merkezi'ne basvuran
tum adaylar, Kan Merkezi'nde uygulanan standart protokol geregi “Donér
Formu” (Ek 1) doldurmakta ve bu bilgilerin gorevli saglik personeli tarafindan

tek tek incelenmesiyle donér secimi yapilmaktadir.
3.1.1. Etik Kurul Onayi

Calismanin amag ve iceridi ile ilgili olarak hazirlanan detayli rapor, “Etik
Kurul Bagvuru Dosyas!” halinde Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Dekanhdi'na sunulmus ve 31.07.2008 tarih, HEK 08/150-25 sayl ile

degerlendirilerek onay alinmistir.
3.1.2. Calismaya Alinacak Donor Secimi ve Bilgilendirilmesi

Hastanemiz Kan Merkezi'ne kan vermek Uzere basvuran dondrlere,
basvuru sirasinda uygulanan rutin protokoliin yani sira etik kurallar geregi
“Aydinlatilmis Onam Formu” (Ek 2) okunarak bilgilendirme yapilimis ve
imzalanan formlarin birer kopyasi katihmcilara verilmistir. Ayrica calismaya
katiimayi kabul eden dondérlere yas, meslek, stirekli yasanilan yer ve arboviral
enfeksiyonlar agisindan muhtemel risk faktorlerini belirleyici 9 sorudan olusan

“Kan Badiscisi Bilgi Formu” (Ek 3) okunarak verilen cevaplar kaydedilmistir.

Ankara ili niifusunu sayisal olarak temsil edecek drneklem sayisi, HUTF
Biyoistatistik Anabilim Dal'na danisilarak belirlenmis ve buna gore calismaya
katilmay1 gonlli olarak kabul eden 400°U kadin, 800U erkek olmak Uzere

toplam 1200 dondér calismaya dahil edilmistir.
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3.2. Serum Orneklerinin Alinmasi, Islenmesi ve Saklanmasi

Kan bankasinda uygulanan standart tarama testleri sonucunda negatif
bulunan donér kanlari 10 dakika 4000x g'de santrifiij edilmis ve serumlari
ayriimistir. Hemolizli ya da lipemik ornekler calisma digi birakilmigtir. Serum
ornekleri numaralandirlarak steril ependorflara, steril pipet uglari kullanilarak
2'ser ml'lik miktarlarda aktarilmis ve calisma giiniine kadar -80°C'lik derin

dondurucuda (UltraLow Freezer, NuAire, ABD) saklanmistir.

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

Arastiriimasi

Calismada, kan donodrlerinden alinan serum 6rneklerinde BNV'na 6zgil
IgG antikor varligi, enzim temelli bir immunolojik yontemle (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay, ELISA) arastinimistir. Taramada pozitif sonug alinan
orneklere, BNV ile karsilasma zamaninin belirlenebilmesi icin (yeni gegirilen

ya da 6nceden gecirilmis enfeksiyon) BNV IgG avidite testi uygulanmistir.
3.3.1. BNV IgG Antikorlarinin ELISA Yontemi ile Arastiriimasi

Serum Orneklerinde BNV IgG antikorlarinin taranmasi amaciyla,
standardize edilmis ticari bir ELISA kiti (Anti-West Nile Virus 1gG ELISA;
Euroimmun, Luebeck, Almanya) kullanilmistir. Testin prensibi; BNV antijenleri
(BNV ile enfekte hiicre lizat1) ile kapli mikroplak g¢ukurlarina serum
orneklerinin eklenmesi ve 6zgil IgG varliinda gergeklesen antijen-antikor
birlesmesinin, ikinci bir antikor sistemi (enzimle isaretli anti-insan 1gG
konjugatl) kullanilarak saptanmasi esasina dayanmaktadir. Yontemin
uygulanmasi sirasinda, 6zgil olmayan baglanmalari uzaklastirmak amaciyla,
her inkiibasyon basamagdi sonrasi yikama islemi yapilmaktadir. Ozgiil
baglanmalar sonucu olusan renk degisimi ise spektrofotometrik olarak

degerlendirilmektedir.

Calismada, BNV IgG ELISA testi dretici firmanin Onerileri
dogrultusunda 96 cukurlu mikropleytler kullanilarak asadidaki sekilde
uygulanmistir (Sekil 3.1):
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. Teste baslamadan ©nce serum o&rnekleri, kit icinde hazir olarak
bulunan tampon sollisyonu ile 1:101 oraninda sulandiridi. Bu islem
icin 10 pl serum 6rnegdi, 1.0 ml tampon soliisyonu igerisine eklendi ve
vorteks yardimiyla karistinldi.

. Mikroplak cukurlarina sirasiyla; kit icinde bulunan Kkalibratorler,
kontroller ve vyukaridaki sekilde sulandiriimis serum o&rneklerinden
otomatik pipet yardimiyla 100’er ul eklendi. Kit icerisinde, kantitatif
degerlendirme vyapilmasina olanak sadlayan farkli BNV antikor
konsantrasyonlarinda (¢ adet kalibratdr [Kalibratér 1 (200 RU/mI),
Kalibrator 2 (20 RU/ml), Kalibrator 3 (2 RU/ml)] ve testin kalite
kontroliiniin saglanmasi icin pozitif ve negatif kontroller yer
almaktadir.

. Mikroplaklarin tizeri koruyucu folyo ile kapatildi ve 60 dakika 37°C'de
inklibe edildi.

. Kit icinde 10X konsantrasyonda bulunan yilkama tampon sollisyonu, 9
birim distile suya 1 birim olacak sekilde eklenerek sulandirildi ve
kullanima hazir hale getirildi.

. Inkiibasyon sonunda mikroplak cukurlari, yikama tampon soliisyonuyla
3'er kez otomatik sistemde (ASYS Atlantis Washer, Euroimmun,
Almanya) yikandi.

. Tum gukurlarin Gzerine 100’er pl peroksidaz (POD) enzimi ile isaretli
anti-insan 1gG solusyonu (konjugat) eklendi; mikroplagin Uzeri
koruyucu folyo ile kapatilarak 60 dakika 37°C'de inkiibe edildi.

. Inkiibasyon sonunda mikroplak cukurlari, yikama tampon soliisyonuyla
3'er kez otomatik sistemde yikandi ve tum cukurlara 100er pl
kromojen-substrat sollisyonu [tetra-methylbenzidine (TMB)/H,0-]
eklendi.

. Mikroplak giin 151§1 ile temas etmeyecek sekilde 15 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi ve daha sonra her bir cukura 100%er pl
durdurma (stop) soltisyonu (0.5 M silfiirik asit) eklenerek reaksiyon

durduruldu.
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9. Reaksiyonun sonlandiriimasindan 15 dakika icinde, cukurlardaki renk
degisiminin absorbans degerleri, referans dalga boyu 600-650 nm
olmak Uzere 450 nm’de spektrofotometrik olarak okutuldu.

10. Degerlendirmede, standartlara (Kalibrator 1, 2 ve 3) ait absorbans
degerleri (optik dansite, OD) kullanilarak bilgisayar destekli (Biochrom
Asys Expert Plus Microplate Reader, UK) bir grafik elde edildi (Sekil
3.2). Olusan grafige gore orneklerin antikor konsantrasyonlari, mililitre
basina relatif Gnite (RU/ml) olacak sekilde kantitatif olarak belirlendi.
Buna gore; antikor dederi >20 RU/ml olarak bulunan ornekler pozitif,
15-19 RU/ml arasinda bulunanlar slpheli pozitif (borderline), <15
RU/ml bulunanlar ise negatif olarak kabul edildi. Uretici firma testin

duyarliigini %99.5, 6zgulligini ise %96.9 olarak belirtmektedir.
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450/650 nm dalga boyunda
fotometrik 8lglim yapilir.

Sekil 3.1. Bati Nil Virus IgG ELISA Testinin Uygulanmasi

(http://www.euroimmun.com’dan uyarlanmistir)
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Sekil 3.2. Bati Nil Virus IgG ELISA Testinde Kullanilan Kalibrasyon Grafigi

(Euroimmun, Almanya)

3.3.2. Bati Nil Virus IgG Pozitif Orneklerde IgG Aviditesinin

Saptanmasi

Calismada, ELISA testi ile BNV IgG pozitif bulunan dondérlerin serum
orneklerinde, virus ile karsilasma zamaninin éngdrilebilmesi amaciyla BNV
IgG avidite testi uygulanmistir. Bir enfeksiytz etkene karsi olusan antikorlar,
primer immin yanit sirasinda disik aviditeye sahiptirler; bir diger deyisle
antijen ile baglanma kuvvetleri disiktir. Enfeksiyonun erken doneminde
saptanan disuk aviditeli antikorlar, belirli bir stire sonra (>4 ay) olgunlasarak
yerlerini ylksek aviditeli antikorlara birakirlar. Dolayisiyla yliksek aviditeli IgG
antikorlari, etken ile karsilasmanin yakin dénemde olmadiginin gdstergesi

olup, 6nceden kazanilmis bagisikligi ifade etmektedir (119).

IgG antikorlarinin 6zgiil antijeniyle baglanma gticli, ELISA veya IFA
temelli avidite testleriyle belirlenebilmektedir. Bu yontemler “antijen-antikor
baglanmasi ve ayrilmasi” esasina dayanmaktadir. Antijen-antikor arasinda

olusan baglar zayif ise (avidite dilstlik ise), Ure gibi protein denatiire edici bir
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ajanla muamele sonucu ayrisirlar. Buna karsin, aviditesi ylksek antikorlar tre
solisyonuna direng gosterirler ve antijenle badlarini  koparmazlar.
Calismamizda BNV IgG avidite testi, ticari bir kit (West Nile Virus Avidity
Determination, ELISA, Euroimmun, Almanya) kullanilarak Uretici firmanin

onerilerine gore asagidaki sekilde uygulanmistir.

Ozgiil antijenlerle kapli mikroplak cukurlarina, yiiksek ve diisiik
aviditeli kontrol serumlar ile birlikte 1/101 oraninda sulandirilmis dondr
serumlari, her ornek igin ikiser cukura olmak Uzere 100er pl pipetlendi.
Mikroplagin tizeri koruyucu folyo ile kapatildi ve 60 dakika 37°C'de inkiibe
edildi. Cukurlar otomatik yikayici ile 3'er kez yikama tampon sollsyonuyla
yikandi. Daha sonra kontrol ve drneklerin ilk gukurlarina sulandirnm tamponu,
ikinci cukurlarina ise kit icerisinde hazir bulunan lre (6 M) solisyonundan
200’er Jl eklendi ve oda isisinda 10 dakika inkibe edildi. Cukurlar tekrar 3’er
kez yikandi ve sonra Uzerlerine 100’er pl konjugat solisyonu eklendi.
Mikroplagin {izeri koruyucu folyo ile kapatildi; 60 dakika 37°C'de inkiibe edildi
ve cukurlar otomatik yikayici ile tekrar yikandi. 100’er pl kromojen substrat
soltsyonu her bir cukura eklendi. Mikroplak, giin i1sidiyla temas etmeyecek
sekilde 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Her bir cukura 100’er pl
durdurma sollsyonu eklenerek reaksiyon durduruldu. Cukurlarin absorbans
degerleri (OD), 15 dakika icinde referans dalga boyu 600-650 nm olmak
lizere 450 nm’'de spektrofotometrik olarak okutuldu. Ure ile muamele edilmis
ve edilmemis cukurlardaki oOrneklerin absorbans dederleri birbirlerine
oranlanarak, IgG avidite indeksi (Al) asagidaki formiile gére hesaplandi:

Al (%)= (Ure ile muamele edilen cukurun absorbans degeri /

Sulandinm tamponu ile muamele edilen gukurun absorbans degeri) X 100

Dederlendirmede, Al dederi <%40 olan serumlar diisiik aviditeli, %40-
60 olan serumlar sinirda aviditeli, >%60 olan serumlar ise yliksek aviditeli

IgG pozitifligi olarak kabul edildi.
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3.4. Serum Orneklerinde Bati Nil Virusu (BNV) IgG Antikor

Varlhiginin Dogrulanmasi

Bati Nil virus IgG antikorlari ELISA ydntemi ile pozitif/sipheli pozitif
bulunan serum d&rneklerinin  sonuglarinin  dogrulanmasi; duyarliik ve
0zgulligl ELISA yontemine gore gorece olarak daha yuiksek olan indirekt
immunofloresan antikor yontemi ve altin standart olarak kabul edilen plak

rediksiyon notralizasyon testi ile yapilmistir (6, 120).
3.4.1. Indirekt Immiinofloresan Antikor (IFA) Testi

Calismada, BNV IgG pozitif/ stipheli pozitif serum 6rneklerinin IFA ile
dogrulanmasi amaciyla ticari bir kit (Anti-West Nile Virus 1gG IIFT;
Euroimmun, Almanya) kullanilmistir. Testin prensibi; lam (zerinde BNV ile
enfekte hiicrelerin fikse edildigi 6zel alanlara serum Orneklerinin damlatilmasi
ve 0zgul IgG varlhidinda gergeklesen antijen-antikor birlesmesinin, ikinci bir
antikor sistemi (floresanli madde ile isaretli anti-insan IgG konjugati)
kullanilarak saptanmasi esasina dayanmaktadir. Yontemin uygulanmasi
sirasinda, 0©zgil olmayan badlanmalari uzaklastirmak amaciyla, her
inkiibasyon basamagi sonrasi yikama islemi yapilmaktadir. Ozgiil baglanmalar
sonucu olusan parlak vyesil renkli floresans, epifloresan mikroskop ile

degerlendirilmektedir.

Calismada, BNV IgG IFA testi (retici firmanin onerileri dogrultusunda
firma tarafindan temin edilen 10 gézli 6zel tablalar (Reagent tray) ve BNV ile
enfekte hiicrelerin kaplandigi 10 g6zl 6zel lamlar (Biochip slide) kullanilarak

asagidaki sekilde uygulanmistir (Sekil 3.3):

1. Serum ornekleri, kit icinde hazir olarak bulunan tampon sollisyonu
(TS) ile 1:100 oraninda sulandinidi. Bu amagla 6©nce serum
orneklerinin 1/10'luk sulandinmlan (11.1 pl serum + 100 pl TS)
hazirlandi; daha sonra 1/10 sulandiriimig 6érneklerden tekrar 11.1'er pl
alinarak 100 pl TS igerisine eklendi. Bdylece 6rnekler 1/100 oraninda

sulandinimig oldu.
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2. Tablalar Uzerindeki her bir alana sirasiyla; pozitif kontrol, negatif
kontrol ve sulandiriimis dondér serumlari otomatik pipet yardimiyla
25'er pl damlatildi. Hava kabarcigi olusmamasina dikkat edildi.

3. Ozel 10 gozli lamlar, serum oOrneklerine tamamen temas edecek
sekilde tablalar Uzerine vyerlestirildi ve 30 dakika oda sicakliginda
Isiktan korunarak inkibe edildi.

4. Yikama isleminde kullanilmak tzere PBS-T (Phosphate-buffered saline
+ Tween-20) solisyonu hazirlandi. Bunun igin kit icinde toz halinde
bulunan PBS paketinin tamami 1 L distile su icinde ¢6zuldi ve yine kit
icinde bulunan 2 ml Tween-20 eklenerek iyice karistirildi.

5. Inkiibasyon sonunda lamlar, tablalar lizerinden alindi ve Uzerlerinden
hizlica PBS-T sollisyonu gegirilerek yikandi. Daha sonra icerisinde PBS-
T soliisyonu olan kiivet icine yerlestirilerek bes dakika bekletildi.

6. Temiz bir tabla Gzerindeki her bir goze konjugat solisyonundan
(fluorescein isothiocyanate ile isaretli anti-insan IgG) 20°ser ul
otomatik pipet yardimiyla damlatildi.

7. Yikama iglemi tamamlanmis lamlar, fazla sivilarindan arindirilarak
konjugat ile tamamen temas edecek sekilde tablalar (zerine
yerlestirildi. Gun 1s1d1 ile dogrudan temas etmeyecek sekilde 30 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildi.

8. Yikama iglemi yukaridaki (Madde 5) sekilde tekrarlandi.

9. Kit icinde bulunan lamellerin Uzerine, her alana birer damla (10 pl)
olmak Uzere kit icinde bulunan gliserolden damlatildi. Daha sonra
yikama islemi tamamlanmis ve fazla sivilarindan arindirilmis lamlar, bu
lamellerin Uzerine kapatildi ve incelemeye hazir hale getirildi (Sekil
3.3).

10. Degerlendirme, floresan mikroskopta (EUROStar I, Euroimmun,
Almanya) 20X ve 40X biyutmede, BNV ile enfekte hucrelerin
sitoplazmasinda, 6zgil antijen-antikor birlesmesini ifade eden parlak
yesil renkli floresans veren kiiclik graniler yapilarin gortlmesiyle

yapildi. Orneklerde saptanan floresansin siddeti; pozitif ve negatif
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kontrollerle karsilastirilarak zayif (+), orta (++) veya gucli (+++)
pozitif seklinde yorumlandi. Uretici firma testin duyarliliini %100,

0zgulligund ise %98 olarak belirtmektedir.

Lam (Biochip slide)
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Tabla (reagent tray)
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Sekil 3.3. Bati Nil Virus IgG Tespitinde Indirekt Immiinofloresan Testinin

Uygulanmasi (http://www.euroimmun.com’dan uyarlanmigtir)
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3.4.2. Plak Reduksiyon Notralizasyon Testi (PRNT)

Calismada, BNV IgG pozitif/sipheli pozitif serum &rneklerinin
dogrulanmasi icin referans yontem olarak kabul edilen PRNT, daha 6nceden
tanimlandigi  sekilde yapilmistir (121, 122). Testin prensibi; serum
orneklerinde BNV'na 6zgiil antikor varliginda, virusun ylizey yapilarinin bloke
edilerek hicrelere girisinin ve Gremesinin 6nlenmesi (nétralizasyon) ve bunun
sonucu olarak hiicre kiiltlirlerinde virusun olusturacadi sitopatik etki
odaklarinin  (plak) azalmasi (rediiksiyon) ya da hic olusmamasidir

(inhibisyon).
Virus Susu

Referans BNV susu (West Nile virus NY99-4132 strain), Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Viroloji Anabilim Dali virus koleksiyonundan
saglanmis ve laboratuvarimizda codaltilincaya kadar -80°C’'de saklanmistir.
Daha 6nceden plak yéntemi ile kantitasyonu yapilmis olan bu sus [3x10° plak
olusturan Unite (pfu)/ml], calismada, virus kontrol cukurunda 50-100 adet
plak (gozle sayllabilecek kadar) olusturmak Gzere 1/300 oraninda

sulandinlarak kullanilmigtir.
Hlcre Kulturleri

Bati Nil virusunun Uretilmesi amaciyla kullanilan Vero (Afrika yesil
maymun bobrek) hiicre kultiirleri (ATCC CCL81), Ankara Universitesi

Veteriner Fakiiltesi, Viroloji Anabilim Dali'ndan saglanmistir.
A. Hiicre Kiiltiirii YOnteminde Kullanilan Gereg ve Soliisyonlar

Vero hicre kultirlerinin - pasajlarla  cogaltilmasi, idamesi ve
dondurma/cozme islemleri amaciyla kullanilan gereg ve soliisyonlar asadida
verilmistir (123).

a- Hucre kulturt siseleri (Flask): Hicre kiilturleri, ticari olarak
temin edilen (Orange Scientific, Isvicre) 25 ve 75 cm2 hacimli, kapaklari

filtreli 6zel polistiren siseler icinde Uretilmis ve idame ettirilmistir (Sekil 3.4).
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b- Hicre kulturt mikroplaklari: PRNT uygulamasinda kullanilan 24
cukurlu, diz tabanl, steril mikroplaklar, ticari olarak (Orange Scientific,
Isvicre) temin edilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Hicre kiltirl siseleri (solda) ve hicre kiltird mikroplaklari

(sagda)

c- Dulbecco’'nun modifiye liretme vasati (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium, DMEM): Hucre kulturlerinin tretilmesinde kullanilan DMEM
besiyeri (Sigma-Aldrich, Almanya) esansiyel olmayan aminoasitler ve
L-Glutamin icermektedir. Besiyeri pH’si hidroklorik asit ile pH 7.2'ye
ayarlanarak 0.22 pm capindaki membran filtreden slizilerek sterilize
edilmigtir. Sterilizasyon kontrolii yapildiktan sonra besiyerleri +4°C'de
saklanmigtir. Hucre kaltarlerinde idame vasati olarak, %10 fotal dana serumu

ve %1 streptomisin/penisilin igeren DMEM kullaniimigtir.

d- Fotal dana serumu (FDS): Hicre Uretme vasatina organik
zenginlestirme amaciyla ilave edilen FDS, inaktive edilmis olarak ticari bir
firmadan (Biochrom, Almanya) saglanmis ve kullaniincaya kadar -20°C'de
saklanmigtir. FDS, hticrelerin Gretilmesi ve idamesi amaciyla DMEM besiyerine
%10, virus ekimi yapildiktan sonra kullanilan DMEM besiyerine ise %2

oraninda olacak sekilde eklenmistir.

e- Streptomisin/penisilin (SP) sollisyonu: Ticari olarak temin
edilen (Glaxo-Smith-Kline, Ingiltere) SP (25000 U/ml penisilin ve 20 mg/ml

streptomisin) soliisyonu, hicre kilturlerinde bakteriyel kontaminasyonu
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engellemek icin kullanilmistir. Bu amacla SP, DMEM besiyerine %1 oraninda

olacak sekilde eklenmistir.

f- Tripsin solUsyonu: Proteolitik bir enzim olan tripsin, hicre pasaji
sirasinda, hiicrelerin kiiltlir sisesi ylzeyinden ayrilmasini saglamaktadir.
Tripsin sollisyonu; 4 gr sodyum klortr (NaCl), 0.1 gr potasyum Kklortr (KCI),
0.569 gr potasyum dihidrojen fosfat (KHo,PO,4), 0.575 gr disodyum hidrojen

fosfat (NapHPO4) ve 2.5 gr tripsinin 500 ml iyonsuz suda eritilmesiyle

hazirlanmis ve %0.2'lik fenol kirmizisi eklenerek, %8.4'lik sodyum bikarbonat
ile pH 7.2'ye ayarlanmistir. Bir gece +4°C’de bekletildikten sonra 0.22 pm’lik
membran filtreden sizilerek sterilize edilen stispansiyon, 100 ml'lik siselerde

kullanilincaya kadar -20°C de saklanmistir.

g- Versen solisyonu: Hicre pasajl sirasinda tripsin ile birlikte
kullanilan bir kelat ajani olan versen (Etilen-diamin-tetraasetik asit disodyum
tuzu, EDTA), hicrelerin ylzeyinden kalsiyum ve magnezyum iyonlarini
ayirarak, tripsinin hicreler arasindaki peptid baglarini parcalamasini

kolaylagtirmaktadir. Versen soliisyonu; 4 gr NaCl, 0.1 gr KCI, 0.1 gr KHyoPOy,
0.72 gr NapHPO, ve 0.1 gr EDTA'nin 500 ml iyonsuz suda eritilmesiyle

hazirlanmistir. Bu slspansiyon, 100 mllik siselere béliindikten sonra
otoklavda 120°C‘de 15 dakika sterilize edilmis ve kullaniincaya kadar

+4°C’de saklanmistir.

h- Fenol kirmizisi (%0.2): Bir pH indikatori olan fenol kirmizisi (0.4
g), 0.05 N sodyum hidroksit (NaOH) ile ¢dztilmUs, soliisyonun son hacmi 200
ml olacak sekilde distile su ile tamamlanmis ve pH 7.0'ye ayarlanmistir.
Otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize edilerek kullanilmistir.

I- Sodyum bikarbonat c¢ozeltisi (268.4): Hucre kulturlerinde
kullanilan besiyeri ve diger sollisyonlarin pH ayarlamasinda kullanilan sodyum

bikarbonat, 100 ml iyonsuz suda 8.4 gr sodyum bikarbonat (NaHCOg3)In

¢cozulmesi ile hazirlanmis ve 0.22 um’lik membran filtreden sizilerek sterilize

edilmistir. Kullanilincaya kadar +4°C'de saklanmistir.
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i- Hidroklorik Asit (HCI, 0.1 N): Hidroklorik asit, 100 ml iyonsuz

suda 0.365 gr HCl'in ¢6zllmesi ile hazirlanmis ve 0.22 pum’lik membran

filtreden slziilerek sterilize edilmistir. Hiicre kiltlrlerinde kullanilan besiyeri

ve diger sollsyonlarin pHlarinin ayarlanmasi amaciyla kullanilan HCI,

+4°C’de saklanmistir.

B. Huicre Kilturlerinin Pasaji ve Idamesi

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali hiicre

kaltirt koleksiyonundan temin edilen Vero hicre kdlturundn, tek tabaka

(monolayer) haline geldikten sonra asadidaki yontemle pasajlari yapilarak

devami saglanmistir (123).

1.

Islemler sirasinda kullanilacak olan besiyeri ve soliisyonlarin isisi
etlivde 37°C'ye getirildi. Tim islemler biyogtvenlik kabininde (Labgard
440 Class II Type A2 Biosafety Cabinet, NuAire, ABD) gerceklestirildi.
Tek tabaka haline gelmis hucrelerin igindeki besiyeri bosaltilarak
tamamen ortamdan uzaklastirildi.

Hicrelerin Uzerini 6rtecek sekilde tripsin eklendi (75 cm?’lik sise igin 3
ml) ve 30 saniye slre ile hicreler ykandi. Daha sonra tripsin
uzaklastirildi ve ayni iglem tripsin/versen (T/V, 1/1) sollisyonu ile iki
kez daha tekrar edildi. Sise icerisinde yaklasik 1 ml T/V sollsyonu
birakilarak 37°C'lik etlivde 5-10 dakika inkibasyona birakildi ve
hiicrelerin sise yizeyinden ayrilip ayrilmadiklari kontrol edildi.

Hicreler, sise ylzeyinden tamamen ayrildiktan sonra Gzerlerine 10 ml
idame besiyeri eklenerek ince uclu pipet (0.1 ml'lik) ile pipetaj (pipetle
alip hizla geri verme ve geri verirken sise ylizeyine carptirma) islemi
uygulandi.

Hicrelerin tek tek aynimis oldudu bu stispansiyon, steril kapakli cam
tiplere alinarak 3000 devirde 10 dakika santriftij edildi.

Ust sivi atildi ve hiicreler tekrar 9 ml'lik ayni besiyeri ile pipetaj
uygulanarak iyice karistirildi.

Uc adet bos steril hiicre kiltlrli sisesine 17'ser ml idame besiyeri

konuldu ve uzerlerine 3’er ml hicre suspansiyonu dagitildi. Sise
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Uzerlerine uygulamanin yapildigi tarih ve vyapilan pasaj sayisi
kaydedildi.
8. Pasaj yapilan hiicre kultirleri %5 CO5'li etiivde 37°C'de tek tabaka

oluncaya dek inkube edildi. Hucreler her gun ters (inverted)
mikroskopta (Leica DC 500, Almanya) izlenerek degerlendirildi.

Gerektiginde besiyerinin pH’si ayarlandi.
C. Hiicrelerin Dondurularak Saklanmasi

Vero hicre kiltirleri, yedek olarak bulundurmak ve gerektiginde
kullanilmak amaciyla dondurularak saklanmis, belirli zaman araliklariyla
cozulerek Greme kontrolleri yapilmistir (123). Hucrelerin dondurulmasi igin,
tek tabaka halinde Uretilmis hicreler yukarida bahsedildigi sekilde (Kisim B,
Madde 2-5) sise yuzeyinden tamamen ayrildiktan ve santriflij edildikten sonra
ust sivi atilmig ve tip igine 4.5 ml dondurma vasati (%10 gliserol, %10 FDS
ve %1 SP iceren DMEM) eklenmistir. Pipetaj yapilarak iyice karistirilan hiicre
siispansiyonu, -80°C islya dayanikli kiltir stok tiplerine 1.5 ml olacak sekilde
dagitilmis ve (lzerlerine hiicrenin tipi, uygulamanin yapildigi tarih ve yapilan
pasaj sayisi kaydedilmistir. Hicrelerin dondurulma isleminin kademeli olarak
yapillmasi gerektiginden, stok tlipleri sirasiyla; bir gece +4°C'de, ertesi gin
dakikada 1°C soduyacak sekilde -20°C'de tutulmus, daha sonra -80°C'lik

derin dondurucu (UltraLow Freezer, NuAire, ABD) igerisine kaldirilmigtir.
D. Hucrelerin Cozulmesi

Hucrelerin ¢ozlilme isleminin hizli yapilmasi gerektiginden, ¢oziilecek
olan hiicre stok tipleri -80°C'lik dondurucudan alinir alinmaz derhal 37°C'lik
etive konulmustur. CoOzilen hicre sispansiyonunun uzerine 5 ml idame
vasati eklenerek pipetaj yapilmis ve santrifiij tlipline alinarak 3000 devirde 10
dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra Ust sivi atilarak hiicreler 20 ml Giretme
vasatl (%10 FDS ve %1 SP iceren DMEM) igeren sise icine alinmis ve %5
CO/'li etiivde 37°C'de tek tabaka oluncaya kadar inkiibe edilmigtir (123).
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E. Referans Virus Susunun Cogaltilmasi ve Saklanmasi

Ankara Universitesi Veteriner Fakiltesi, Viroloji Anabilim Dalrndan,

ependorf tup icerisinde 0.2 ml hacimde temin edilen ve -80°C'de

dondurularak saklanan referans BNV susu asagidaki yontemle ¢ogaltilmistir:

1.

Derin dondurucudan cikarilarak c¢dzlilen virus slspansiyonu Uzerine,
%10 FDS iceren DMEM vasatindan 1.8 ml eklenerek sulandirim
hazirlandi.

Onceden tek tabaka halinde (retilmis Vero hiicrelerinin bulundugu 25
cm?2 hacimli sisenin icindeki besiyeri dokilerek uzaklastirildi. Sisenin
icine 5-10 ml idame vasati eklenerek hticreler 30 saniye sure ile yikandi.
Yikama isleminden sonra idame vasati tamamen bosaltildi. Virus
sliispansiyonunun timi (2.0 ml) steril bir pipet ile hicre kultlrl sisesi
icine aktarildi ve tim hiicre yizeyine yayilmasi icin rotasyon hareketi ile
kanstirild.

Virus inokilasyonu vyapilan hicre kultlrd sisesi %5 CO»'li etuvde

37°C'de 2 saat inkuibe edildi ve her 15-20 dakikada bir rotasyon hareketi
tekrarlanarak virusun hiicrelere adsorbe olmasi saglandi.

Bu islemi takiben, hicre kiltirt sisesine %2 FDS ve %1 SP iceren
DMEM vasatindan 5 ml eklendi. Hicreler %5 COy'li etuvde 37°C'de

inklibasyona birakildi ve gunlik olarak izlendi.

Izlem sirasinda; makroskopik (kontaminasyon ve pH degisimi kontrolii)
ve mikroskopik (hicre morfolojisi ve sitopatik etki kontroll) olarak
inceleme yapildi. Bati Nil virusu, Vero hiicre kiltliriinde Uretildiginde, 3-4
gln icinde ortaya cikan ve hiicrelerde kiiclilme ve yuvarlaklasma ile
karakterize piknozis tipi sitopatik etki (CPE) olusturmaktadir (27) (Sekil
3.5).

Hucrelerin %80-90'Inda CPE'nin goézlendigi (iclincli giin sonunda, hiicre
kdltaru sisesi -80°C'lik derin dondurucuya kaldirildi. Ertesi giin -80°C’'den
cikarilan hiicre kiiltiirQ oda sicakhidinda ¢oziildii ve béylece tiim hiicreler

sise ylzeyinden kaldiriimig oldu.
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8. Hiucrelerin parcalanmasi ve hiicre icindeki viral partikillerin vasat icine
gecmesini saglamak amaciyla dondurma-cézme islemi 2 kez daha
tekrarland.

9. Hucre suspansiyonu, ince uglu bir pipet (0.1 ml'lik) ile pipetaj yapilarak
iyice homojenize edildi ve steril bir santrifiij tlptne alinarak 3000
devirde 10 dakika santrifuj edildi.

10.Santriflij isleminden sonra virusun bulundugu st sivi alindi ve Islya
dayanikli stok tiiplerine 1'er ml olacak sekilde dagitildi. Tuplerin Gzerine

hicre tipi, virus susu ve uygulama tarihi kaydedilerek -80°C’de saklandi.

Sekil 3.5. Laboratuvarimizda Uretilen Bati Nil Virusunun Vero Hiicre
Kiltiriinde Olusturdugu Sitopatik Etki (" /nverted” mikroskop, 10X)
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F. Plak Reduksiyon Notralizasyon Testi (PRNT)’nin

Uygulanmasi

PRNT icin, 24 cukurlu mikroplaklarda tek tabaka olarak Uretilen Vero

hiicre kdltirleri kullaniimis ve yontem biyogiivenlik kabininde asagidaki

sekilde uygulanmistir (121, 124).

1.
2.

Calisilacak serum ornekleri 56°C’de 30 dakika sure ile inaktive edildi.

Her bir serum &rnedinin 1/20 ve 1/40 oranindaki sulandirimlari DMEM
kullanilarak steril ependorf tlpler igerisinde hazirlandi (Sekil 3.6.A).

Stok virus susu (West Nile virus NY99-4132 strain), DMEM icinde 1/300
oraninda sulandirildiktan sonra (Bkz. Kisim 3.4.2.1), her bir serum
dilisyonu ile 1:1 hacimde steril ependorf tipler igerisinde karsilastirildi
ve 1 saat sireyle 37°C'de inkibe edildi (Sekil 3.6.B). Bu inkiibasyon
sirasinda, serumlar icerisinde —eder varsa- 6zgil antikorlarin virus ile
birlesmesi beklenmektedir.

Mikroplaklarda tek tabaka olarak Uretilen hicre kiltirlerinin vasatlari
bosaltildi. Virus ile karistinimis her bir 6rnek sulandirrmindan (1/20 ve
1/40) 200’er pl alinarak, mikropleytin ikiser gukuruna sirasiyla inokiile
edildi. Mikroplagin son sirasindaki ikiser cukur ise hiicre kontroli ve
virus kontroll olarak ayrildi. Hicre kontroll gukurlarina sadece Gretme
vasati (200 pl), virus kontrolli cukurlarina ise sadece virus slispansiyonu
(200 pl) eklendi (Sekil 3.6.C).

Mikroplak, %5 CO2'li etivde 37°Cde bir saat inkibe edildi. Bu
inkiibasyon sirasinda, virusun —eger antikorlar tarafindan nétralize
edilmemis ise- hiicrelere adsorbe olmasi beklenmektedir.

Inkiibasyon sonrasi, her bir mikroplak cukuruna, ortamin stabilize
edilmesi amaciyla 1 ml %21.6'lik karboksi-metil-seltiloz (CMC; Sigma-
Aldrich, Almanya) ilave edildi. Plaklar %5 CO2'li etivde 37°C'de
inklibasyona birakildi ve her giin mikroskop altinda kontrol edilmek

suretiyle CPE odaklar (plak) yéniinden izlendi.
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Inkiibasyonun dérdiincii  giiniinde, hiicrelerin  (izerindeki CMC
uzaklastinimaksizin, tim cukurlara PBS iginde hazirlanmis %010’luk
formaldehit solisyonu eklendi ve 20 dakika oda Isisinda fikse edildi.
Fiksasyon isleminden sonra hiicreler %0.35'lik kristal viyole ile boyandi,
kurutuldu ve her 6rnek sulandirmlarina ait gukurlarda olusan plaklar
saylldi. Yontemin gegerliligi; hiicre kontrol cukurlarinda hi¢ plak
olusmamasi, virus kontrol cukurlarinda ise >80 adet plak olusumunun
godzlenmesi olarak kabul edildi (Sekil 3.7) (124).

Degerlendirmede, virus kontrol cukurlarindan elde edilen ortalama plak
sayisl ile serum orneklerinin bulundugu gukurlardaki ortalama plak sayisi
karsilastirildi. Virus kontrol cukurundaki plak sayisinin %80 ve daha
yuksek oranda azalmasina yol acan en ylksek serum sulandirimi, o
ornedin BNV notralizan antikor titresi (PRNTgo) olarak dederlendirildi
(Sekil 3.7).
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Sekil 3.6. Plak Rediiksiyon Noétralizasyon Testinin Uygulanmasi. A. Serum
sulandirimlarinin hazirlanmasi, B. Virus ile serum sulandirimlarinin

karistiriimasi, C. PRNT plaginin hazirlanmasi.
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Sekil 3.7. PRNT sonuclarinin Degerlendiriimesinde Izlenen Metodoloji

(Resimler www.biolsci.org/v06p0294.htm’den alinmis ve sayilar

ornek olmasi igin rastgele verilmistir)

Yukaridaki oOrnekte; virus kontrol cukurlarindaki ortalama plak sayisinin
(98+112=210/2=105) %80'i 84 oldugundan, PRNTg= 105-84=21 olarak
hesaplanmistir. Buna gore <21 adet plak sayilan gukurlar antikor pozitif, >22
adet plak sayllan cukurlar antikor negatif olarak degerlendirilmistir (Tablo
3.1). PY: Plak yok; PS: Plak sayisi.


http://www.biolsci.org/v06p0294.htm'den�
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Tablo 3.1. Sekil 3.7°"de PRNT Testi Sonuglari Gosterilen Serum Orneklerinin

Degerlendirilmesi (Hesaplama icin 6rnek olarak verilmistir)

Serum no Ortalama plak sayisi Sonug
1/20 1/40

1 0 0 1/40

2 18 11 1/40

3 0 45 1/20

4 104 94 Negatif

5 3 4 1/40

3.5. Serum Orneklerinde Bati Nil Virusu (BNV) ile Antijenik Iliskisi

Olan Diger Flaviviruslara Karsi IgG Antikorlarinin Arastiriimasi

Artropod-kaynakli flaviviruslar (Japon ensefaliti, St.Louis ensefaliti,
Dengue, sari humma viruslarl) arasindaki antijenik benzerlikler nedeniyle,
ozellikle bu viruslarin epidemik/epizootik olarak bulundugu bélgelerde, dogal
enfeksiyon ya da asllama sonucu olusan antikorlar, serolojik testlerde BNV
antikorlari ile capraz reaksiyon vermekte ve yalanc pozitif sonuclarin ortaya
¢lkmasina neden olmaktadir (11, 120). Bu olasiligin dislanabilmesi amaciyla
bu calismada, ELISA ile BNV IgG pozitif/sinirda pozitif bulunan donér
serumlarinda, Dengue (DEN) ve kene ensefaliti (Tick-borne encephalitis,
TBE) virusuna karsi IgG antikorlari ELISA ydntemiyle, sari humma (Yellow
fever, YF) virusuna karsi IgG antikorlar ise IFA ydntemiyle arastirilmistir.
Japon ensefaliti ve St.Louis ensefaliti viruslarinin gok sinirli cografi dagiim

gbstermesi nedeniyle bu viruslar goz ardi edilmistir.
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3.5.1. Donodr serumlarinda Dengue Virusuna (DENV) Karsi IgG

Antikor Varliginin Arastiriimasi

ELISA ile BNV IgG antikorlari pozitif/sipheli pozitif sonu¢ veren dondr
serumlarinda DENV IgG antikorlarinin varlidi, kantitatif ticari bir ELISA kiti
(Anti-Dengue I1gG ELISA; Euroimmun, Almanya) ile arastinlmistir. Yontem,
1/101 serum sulandinmlan  kullanilarak dretici  firmanin  Onerileri
dogrultusunda ve daha 6nce tarif edilen (Kisim 3.3.1, Madde 1-10) yonteme
benzer sekilde uygulanmistir (125). Uretici firma bu testin duyarlilik ve

0zgulligini %100 olarak vermektedir.

3.5.2. Donor serumlarinda Kene Ensefaliti Virusuna (TBEV)

Karsi IgG Antikor Varliginin Arastiriimasi

ELISA ile BNV IgG antikorlari pozitif/sipheli pozitif sonuc¢ veren
dondr serumlarinda TBEV IgG antikorlarinin varlidi, kantitatif ticari bir ELISA
kiti (Anti-TBE 1gG ELISA; Euroimmun, Almanya) ile arastinimistir. Yontem,
1/101 serum sulandirmlan  kullanilarak dretici  firmanin  Onerileri
dogrultusunda ve daha Once tarif edilen (Kisim 3.3.1, Madde 1-10) yonteme
benzer sekilde uygulanmistir (125). Bu testin duyarliik ve 6zgilligu, uretici

firma tarafindan 2100 olarak bildirilmektedir.

3.5.3. Donor serumlarinda Sarit Humma Virusuna (YFV) Karsi

1gG Antikor Varhginin Arastirilmasi

ELISA ile BNV IgG antikorlari pozitif/siipheli pozitif sonu¢ veren dondr
serumlarinda YFV IgG antikorlarinin varligi, ticari bir IFA kiti (Anti-Yellow
Fever IgG IIFT; Euroimmun, Almanya) ile arastirilmigtir. Yoéntem, 1/100
serum sulandinmlar kullanilarak Gretici firmanin onerileri dogrultusunda ve
daha 6nce tarif edilen (Kisim 3.4.1, Madde 1-9) yonteme benzer sekilde
uygulanmistir (125). Bu testin Uretici firma tarafindan verilen duyarhlk ve

6zgulligu %94.7'dir.
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BULGULAR

4.1. Kan Donorlerinin Demografik Bulgulari ve Risk Faktorleri

Calismaya dahil edilen 1200 kan dondrinin 400G kadin, 800U erkek
olup yaslari 18-61 yil arasinda (yas ortalamasi 37.8 yil) degismektedir (Sekil
4.1). Kadinlarin yas ortalamasi 38.0 yil, erkeklerin yas ortalamasi ise 32.9 yil
olarak belirlenmis; donérlerin yas ve cinsiyet dadilimlari Tablo 4.1'de

gosterilmigtir.

400
F3%

Kadin

N

m 300
B %%

Sekil 4.1. Calismaya Alinan Kan Dondrlerinin Cinsiyet Dagilimi

Dondrlerin 1061'i (%88) Ankara ili ve ilcelerinde, 139'u (%12) ise
diger yerlesim boélgelerinde ikamet etmektedir. Bu 139 dondriin 45'i (%32)
Ankara cevre illerinden (Aksaray, Bolu, Cankiri, Corum, Afyon, Kayseri,
Konya, Karaman, Kastomonu, Kirikkale, Kirsehir, Tokat) ve 94U (%68) diger
illerden (Adana, Adiyaman, Amasya, Antalya, Aydin, Balikesir, Batman,
Bilecik, Bursa, Diyarbakir, Elazi§, Gaziantep, Hatay, Istanbul, Izmir, Kocaeli,
Kitahya, Malatya, Mardin, Mersin, Mus, Nevsehir, Ordu, Osmaniye, Sakarya,

Samsun, Sinop, Sivas, Trabzon, Van, Zonguldak) gelen kisilerdir.

Calismaya katilmayi kabul eden kan dondrlerinin 444'G (%37) memur,
384’0 (%32) serbest meslek sahibi ve 601 (%5) ciftci iken, 312'si (%26)

herhangi bir meslek grubuna dahil degildir.
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Tablo 4.1. Kan Dondérlerinin Cinsiyet ve Yas Gruplarina Goére Dagilimi

Yas Grubu (yil) Kadin (n) Erkek (n) Toplam (n)
18 - 27 100 238 338

28 - 37 105 329 434

38 - 47 124 179 303

48 - 57 63 48 111
>58 8 6 14
Toplam 400 800 1200

Kan dondrlerinin “Kan Bagiscisi Bilgi Formu” (Ek 3) kapsaminda yapilan
sorgulamalari sonucu elde edilen veriler, arboviral enfeksiyon riski agisindan
degerlendiriimis ve dondrlerin %60.8'inde (730/1200) risk faktorl varhdi
saptanmistir. Bu faktorler arasinda; acik (kirlik/caliik/ormanlik) alanda
bulunma (n=295; %?24.5), yasam/calisma ortaminda sivrisinek/kene ile
karsilasma (n=92; %7.6), kendisi veya yakininda kene isirngi (n=45; %3.7),
yasam/calisma alaninda 6lU kus/kanath hayvan ile karsilasma (n=30; %2.5),
yasam/calisma alaninda evcil/kiimes/binek hayvani varligi (n=97; %8), cig
sut/sat drunleri tiketimi (n=147; %12.2), uzun sireli yurt disinda bulunma
(6zellikle Asya, Avrupa, Afrika ve Orta Dogu ulkeleri) (n=21; %1.7), yurt
disina giris-cikislarda veya orada yasanilan sire icinde sari humma, kene
ensefaliti ve Japon ensefaliti gibi arbovirus asilari ile asilanma dykisu (n=3;
%0.2) yer almaktadir.
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4.2. Serum Orneklerinde Bati Nil Virusu (BNV) ELISA IgG Antikor

Bulgulan

ELISA yontemi ile 1200 kan donérinin 18inde BNV IgG pozitif (>20
RU/ml), 1'inde ise sinirda pozitif (17.6 RU/ml)) olmak lizere toplam 19'unun
(%1.6) serum o6rnedinde BNV IgG antikor varhigi saptanmistir. Orneklerin
%98.4'li (1181/1200) ise BNV IgG antikorlari acisindan negatif bulunmustur
(Tablo 4.2).

ELISA ile BNV IgG pozitif bulunan 19 dondrin demografik bilgileri, risk
faktorleri varligi ve kantitatif ELISA IgG degerleri Tablo 4.3'de birey bazinda

sunulmaktadir.

Tablo 4.2. BNV Kantitatif ELISA IgG Sonuglari

BNV IgG Erkek Kadin Toplam
(Kantitatif deger) Sayi (%)* | Sayi1 (%)* | Sayi (%)*
Pozitif (>20 RU/ml) 12 (1.5) 6 (1.5) 18 (1.5)
Sinirda pozitif (15-19 RU/ml) 0 1 (0.25) 1 (0.08)
Negatif (<15 RU/ml) 788 (98.5) | 393 (98.3) | 1181 (98.4)
Toplam 800 (100) 400 (100) | 1200 (100)

* SUtun ylzdesidir.
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Tablo 4.3. BNV IgG Antikor Pozitifligi Saptanan Dondrlerin Demografik
Ozellikleri, Risk Faktorleri ve ELISA IgG Degerleri

Donor | Cinsiyet/ | Meslek | Yasadigi il/ilge | Risk Faktort | ELISA-
No Yas 1gG*
1 E/29 | Serbest | Ankara/Kegitren Acik alanda 112.3
bulunma
2 E /37 Serbest | Ankara/Merkez - 142.9
3 K/ 48 Ev Ankara/Merkez - 149.7
hanimi
4 E/43 Serbest | Mardin/Kiziltepe Aclik alanda 143.3
bulunma, ¢ig
sut tiketimi
5 E/53 Serbest Antalya/Serik Aclik alanda 167.4
bulunma
6 E /43 Memur Ankara/Mamak | Kene ile temas, 28.3
cig sut tiketimi
7 K/ 55 Ev Ankara/Merkez - 185.1
hanimi
8 E/ 49 Memur Osmaniye/ Acik alanda 158.1
Kadirli bulunma, kene
ile temas, cig
sut tiketimi
9 K/ 44 Ev Ankara/Merkez - 116.2
hanimi
10 K/40 | Memur Ankara/ Acik alanda 17.6**
Yenimahalle bulunma
11 E/ 30 Serbest | Ankara/Merkez - 126.8
12 E/ 34 Serbest | Ankara/Pursaklar - 74.9
13 E/ 36 Memur Batman/Merkez Sivrisinek 132.2
temasi
14 K/ 42 Ev Ankara/Merkez - 99.2
hanimi
15 E/ 28 Memur Ankara/ - 25.6
Yenimahalle
16 K/ 22 Ev Ankara/Merkez - 183.4
hanimi
17 K/ 42 Ev Ankara/Merkez - 142.1
hanimi
18 E/ 46 Memur Ankara/Sincan Acik alanda 66.2
bulunma, cig
sut tuketimi
19 E/33 Memur | Ankara/Kecitren - 36.4

* Kantitatif deger (RU/ml); ** Sinirda pozitif; E: Erkek; K: Kadin.
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4.2.1. BNV ELISA IgG Pozitifligi Saptanan Orneklerde IgG
Avidite Testi Bulgulan

Calismada, ELISA ile BNV IgG antikorlar pozitif bulunan 19 kan
donériiniin serum Orneklerine, virus ile kargilasma zamaninin éngdrlebilmesi
amaciyla BNV IgG avidite testi uygulanmistir. Avidite indeksi (AI) >%60
bulunan ornekler yiiksek aviditeli IgG pozitifligi olarak kabul edilmistir.
Orneklerin tiimiinde yiiksek aviditeli IgG antikorlar saptanmis ve Al deger
araliinin  %67.8 ile %99.2 arasinda degisti§i (ortalama Al: %86.7)
belirlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. BNV ELISA IgG Pozitif Orneklerde IgG Avidite Indeksi (%)

Degerlerinin Dagiimi

4.2.2. Risk Faktorlerine gore BNV ELISA IgG Pozitifliginin

Degerlendirilmesi

Arboviral enfeksiyonlar icin risk faktori tasidigi saptanan 730 kan
dondriiniin 13‘lnde (%1.8) BNV IgG antikor pozitifligi belirlenmistir. Son alti
ay icerisinde aclk alanda bulundugunu ifade eden 295 bireyin 6'sinda

(%2.03); pastorize edilmemis sit/sit Grtnleri tlikettigini belirten 147 bireyin
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4'tnde (%2.7); yasadigi/calistigi alanda sivrisinek ve kene gibi boceklerle
karsilastigini belirten 92 bireyin 1‘inde (%1.08); kendisi veya bir yakininin
yasami boyunca en az bir kere kene tarafindan isirildigini belirten 45 dondriin
l'inde (%2.2) ve yasadidi/calistigl alanda 6li kuslara ya da baska kanath
hayvanlara rastladigini ifade eden 30 dondriin 1'inde (%3.3) BNV IgG
antikorlar pozitif bulunmustur (Tablo 4.4). Buna karsin, yasadigi/calistigi
alanda evcil hayvan, kiimes hayvani ya da binek hayvani bulundugunu ifade
eden 97; uzun sireli yurt disinda bulundugunu belirten 21 ve yurt disi
seyahatleri sirasinda arboviral asilarla asilanma o6ykist olan 3 donérin

hicbirisinde BNV IgG pozitifligi saptanmamistir (Tablo 4.4).

ELISA ile BNV IgG antikor pozitifligi saptanan 19 kan donori
irdelendiginde ise; 8'inde (%42.1) risk faktdrii mevcutken, 11‘inde (%57.9)

herhangi bir risk faktdriiniin olmadigi gorilmistiir (Tablo 4.3).

Tablo 4.4. Arboviral Enfeksiyonlar Acisindan Risk Faktorli Saptanan
Dondrlerde BNV 1gG Antikor Pozitifligi

Risk faktori Donor BNV 1gG pozitif
sayisi* | donor sayisi (%)

Acik alanda bulunma 295 6 (2.03)

Cig sut/sut Urinleri tiketimi 147 4 (2.7)

Yasam/calisma alaninda 97 0

evcil/kiimes/binek hayvani varligi

Yasam/calisma ortaminda sivrisinek/kene 92 1 (1.08)

ile karsllasma

Kendisi veya yakininda kene isirid 45 1(2.2)

Yasam/calisma alaninda 6l kug/kanatli 30 1(3.3)

hayvan ile karsilasma

Uzun sureli yurt disinda bulunma 21 0

Arbovirus agsllari ile asilanma 6ykisi 3 0

Toplam 730 13 (1.8)

*Bazi dondrlerde birden fazla risk faktorii mevcuttur.
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4.3. Serum Orneklerinde Bati Nil Virus (BNV) IgG Antikor Pozitifligi

Dogrulama Testleri ile Ilgili Bulgular

ELISA ile BNV IgG pozitif bulunan 19 serum 6rneginin dogrulanmasi
amaciyla yapilan indirekt immanofloresan antikor ydntemi ve plak rediiksiyon

notralizasyon testi ile ilgili bulgular asadida verilmistir.
4.3.1. Indirekt Immiinofloresan Antikor (IFA) Testi Bulgulari

IFA testi ile 1/100 tarama titresinde galisilan 19 serum 6rnedi, floresan
mikroskopta pozitif ve negatif kontrol serumlari ile alinan floresansin siddeti
ile karsilastinlarak dederlendirilmis ve sonuglar kalitatif olarak zayif (+), orta
(++) ve glclu (+++) pozitif seklinde yorumlanmistir (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).

ELISA ile BNV IgG pozitif bulunan 19 6rnedin 15'i (%78.9) IFA ile de
pozitif bulunmus ve sonuclar karsilastirmali olarak Tablo 4.5'de, 6rnekler icin
ayri ayri olarak ise Tablo 4.6'da gosterilmistir. Buna goére; orneklerin 7’si
(%36.8) guclu pozitif, 7'si (%36.8) orta pozitif ve 1'i (%5.2) zayif pozitif

olarak saptanmig, 4 6rnek (%21) ise negatif sonug vermistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.3. BNV IgG IFA Yonteminde Pozitif (solda) ve Negatif (sagda)

Kontrol Serumlarinin Gérlinimi (Floresan mikroskop, 40x)



Sekil 4.4. BNV IgG IFA Yonteminde; A) Gugliu pozitif, B) Orta pozitif, C)

Zayif pozitif ve D) Negatif sonu¢ veren orneklerin gérinimu

(Floresan mikroskop, 40x)

Tablo 4.5. Orneklerin ELISA BNV IgG ve IFA BNV IgG Sonuglarinin

Karsilastiriimasi (n=19)

ELISA BNV IgG pozitif

IFA BNV IgG Erkek (Sayi) Kadin (Sayi)
Gucll pozitif (+++) 5

Orta pozitif (++) 4 3
ZayIf pozitif (+) 0

Negatif 3 1*
Toplam 12 7

* Sinirda pozitif
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GUclU (++4) Orta (++) Zayif(+) Negatif (0)

Sekil 4.5. IFA Yontemi ile Elde Edilen BNV IgG Degerlerinin Dagilimi

4.3.2. Plak Reduksiyon Noétralizasyon Testi (PRNT) Bulgular

Calismada, ELISA ile BNV IgG pozitif bulunan 19 serum 6rneginin
dogrulanmasi icin referans yontem olarak kabul edilen PRNT uygulanmustir.
Bu yontemde, orneklerin 1/20 ve 1/40 sulandirimlari ile kanstirilan standart
virus susu, mikroplaklarda tek tabaka olarak Uretilen Vero hiicre kiltirlerine
inokiile edilmistir. Inkiibasyonun dérdiincii giinii  sonunda yapilan
degerlendirmede; virus kontrol gukurlari ortalama plak sayisinda >%80
oranda azalmaya yol acan en yiksek serum sulandirimi, o 6rnegin BNV
noétralizan antikor titresi (PRNTgo) olarak kabul edilmistir (Sekil 4.6).

PRNT testi sonunda, 19 serum 6rneginin dokuzunda 1/40, birinde ise
1/20 titrede olmak Uzere toplam 10'unda (%52.6) pozitiflik saptanmis ve
BNV antikor varligi dogrulanmistir. Orneklerden elde edilen PRNT sonuglari,
ELISA IgG ve IFA IgG sonuclari ile birlikte Tablo 4.6’da, karsilastirmali olarak

ise Tablo 4.7’de gosterilmistir.
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Tablo 4.6. Orneklerde Saptanan BNV ELISA IgG, IFA IgG ve PRNT Sonuglari

Donor No BNV
ELISA 1gG IFA 1gG PRNTgo titresi
(RU/ml)

1 112.3 ++ N
2 142.9 +++ N
3 149.7 +++ 1/40
4 143.3 +++ N
5 167.4 +++ N
6 28.3 N 1/40
I 185.1 +++ 1/40
8 158.1 ++ 1/40
9 116.2 ++ N
10 17.6* N 1/40
11 126.8 ++ 1/20
12 74.9 +++ N
13 132.2 ++ 1/40
14 99.2 ++ 1/40
15 25.6 N N
16 183.4 + 1/40
17 142.1 ++ N
18 66.2 +++ N
19 36.4 N 1/40

Toplam pozitif 19 15 10

sayl

* Sinirda pozitif
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Tablo 4.7. BNV ELISA 1gG, IFA 1gG ve PRNT Sonuglarinin Karsilastirmali Olarak

Degerlendirilmesi (n=19)

PRNT ELISA BNV IgG IFA BNV IgG
Pozitif* Pozitif Negatif
Pozitif 10 7 3
Negatif 9 8 1
Toplam 19 15 4

*Sinirda pozitif érnek, pozitif sonuclara dahil edilmistir.

Dond&r no 8: Plak Donér no 14: Ortalama Dondér no 2: Ortalama
olusumu yok (Pozitif) plak sayisi 7 (Pozitif) plak sayisi 68 (Negatif)

Sekil 4.6. Plak rediksiyon noétralizasyon testi ile BNV Antikorlari Pozitif ve Negatif

Olarak Degerlendirilen Ornek Dondr Serumlari
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4.4. Serum Orneklerinde BNV ile Iliskili Diger Flaviviruslara Karsi

IgG Antikorlarinin Arastiriimasi ile Ilgili Bulgular

ELISA ile BNV IgG pozitif bulunan 19 6rnekte, capraz reaktivite
olasiiginin arastiriimasi icin Dengue (DENV), sart humma (YFV) ve kene
ensefaliti (TBEV) viruslarina karsi IgG antikor varligi da arastirimis ve

sonuglar asagida verilmistir.
4.4.1. DENV IgG Antikor Varhg ile Ilgili Bulgular

Kantitatif ELISA yontemi ile arastinlan DENV IgG antikorlari, 19 donér
serumunun 3’linde (%15.7) pozitif olarak saptanmistir. Bu drneklerin (Dondr
no 5, 7 ve 18) IgG duizeyleri sirasiyla; 59.2 RU/ml, 176.9 RU/ml ve 44 RU/ml
olarak belirlenmistir (Tablo 4.8).

4.4.2. TBEV IgG Antikor Varhg ile Ilgili Bulgular

Serum orneklerinde TBEV IgG antikorlarinin varligi, kantitatif ELISA
yontemi ile arastinlmis ve 19 6rnegin higbirisinde pozitiflik saptanmamistir
(Tablo 4.8).

4.4.3. YFV IgG Antikor Varhgi ile Ilgili Bulgular

Sarl humma virusuna karsi IgG antikorlarinin varligi, IFA yontemi ile
arastirnlmis ve 19 o0rnedin ikisinde (%10.5) pozitiflik saptanmistir. Bu
orneklerden birisi (Donor no 5) orta pozitif (++), digeri ise (Don6r no 11)

zayIf pozitif (+) olarak dederlendirilmistir (Tablo 4.8).
4.5. Calismada Elde Edilen Tiim Verilerin Birlikte Degerlendirilmesi

Calismada BNV’'na karsl elde edilen serolojik veriler, DENV, TBEV ve
YFV 1gG verileri ile birlikte niteliksel yonden karsilastirilarak degerlendirilmis

ve sonuglar Tablo 4.8'de verilmistir.

Ayrica galismanin tim bulgularinin birarada izlenebilmesi igin veriler

toplu olarak Tablo 4.9'da sunulmaktadir.
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Tablo 4.8. Orneklerde BNV, DENV, TBEV ve YFV Antikorlari I¢in Elde Edilen

Niteliksel Serolojik Sonuclar ve Degerlendirme

Dondr BNV DENV TBEV YFV | Degerlendirme
NO | ELisa | IFA | PRNT E'I"EA E'I"gA I'Fé
19G 1gG 9 J B

1 " " ; ; _ ~ | NNBNV Ab

5 " " _ } ] ~ | NNBNV Ab

3 + + + - - - | Cf

4 " " ; ; _ ~ | NN BNV Ab

5 + + - + - + NN BNV Ab; CR

6 + - + - - - Cf; BNV IFA'da
DS

7 + + + + - - Cf; DENV IgG'de
CR

8 + + + - - - | Cf

9 " " ; ; _ ~ | NNBNV Ab

10 + - + - - - Cf; BNV IFA'da
DS

11 + + + - - + Cf; YFV IgG'de
CR

12 " } } _ ~ | NN BNV Ab

13 + + + - - - Cf

14 + + + - - - Cf

15 + - - - - - BNV ELISA'da OS

16 + + + - - - Cf

17 n + . 3 ) ~ | 'NNBNV Ab

18 n + - + - -~ | NN'BNV Ab;
DENV IgG'de CR

19 + - + - - - o

(+): Pozitif, (£): Sinirda pozitif; (-): Negatif; BNV: Bati Nil virusu; DENV: Dengue virusu;
TBEV: Kene ensefaliti virusu; YFV: Sari humma virusu; Cf: Dogrulanmis (Confirmed) BNV
antikor pozitifligi; NN BNV Ab: Noétralizan olmayan (Non-Neutralizing Antibody) BNV antikor
pozitifligi; CR: Capraz reaktivite; DS: Duyarlilik sorunu; OS: Ozgiilliik sorunu.




Tablo 4.9. Bati Nil Virusu ELISA 1gG Pozitif Dondérlerin Demografik Ozellikleri, Risk Faktérleri ve Test Sonuclari (n=19)

Donor | Cinsiyet Yasadigi Il/ Risk Faktorii Varhig: BNV DENV | TBEV | YFV

No /Yas Iice ELISA | AI% | IFA | PRNT | ELISA | ELISA | IFA

1gG* 19G IgG* | 1gG* | IgG
1 E/29 Ank/Kecidren Acik alanda bulunma 112.3 99.2 ++ N N N N
2 E/ 37 Ank/Merkez - 142.9 99.0 +++ N N N N
3 K/ 48 Ank/Merkez - 149.7 89.1 +++ 1/40 N N N
4 E/ 43 Mardin/Kiziltepe Acik alanda bulunma, cig siit 143.3 67.8 +++ N N N N

tiketimi

5 E/53 Antalya/Serik Acik alanda bulunma 167.4 96.2 +++ N 59.2 N ++
6 E/ 43 Ank/Mamak Kene ile temas, cig siit tiiketimi 28.3 69.6 N 1/40 N N N
7 K/ 55 Ank/Merkez - 185.1 93.2 +++ 1/40 176.9 N N
8 E/ 49 Osmaniye/Kadirli Acik alanda bulunma, kene ile 158.1 88.1 ++ 1/40 N N N

temas, cig sit tiketimi
9 K/ 44 Ank/Merkez - 116.2 94.6 ++ N N N N
10 K/ 40 Ank/Yenimahalle Acik alanda bulunma 17.6** 79.7 N 1/40 N N N
11 E/ 30 Ank/Merkez - 126.8 86.4 ++ 1/20 N N +
12 E/34 Ank/Pursaklar - 74.9 78.2 +++ N N N N
13 E/ 36 Batman/Merkez Sivrisinek ile temas 132.2 83.9 ++ 1/40 N N N
14 K/ 42 Ank/Merkez - 99.2 95.6 ++ 1/40 N N N
15 E/ 28 Ank/Yenimahalle - 25.6 73.9 N N N N N
16 K/ 22 Ank/Merkez - 183.4 79.3 + 1/40 N N N
17 K/ 42 Ank/Merkez - 142.1 91.2 ++ N N N N
18 E/ 46 Ank/Sincan Acik alanda bulunma, cig siit 66.2 91.6 +++ N 44 N N
tiketimi

19 E/ 33 Ank/Kecidren - 36.4 88.8 N 1/40 N N N

* 1gG dederi RU/ml biriminde olup, pozitiflik igin sinir deger >20 RU/ml'dir.

** Sinirda pozitif olarak degerlendirilmistir.

Ank: Ankara; Al: Avidite indeksi; BNV: Bati Nil virusu; DENV: Dengue virusu; TBEV

E: Erkek; K: Kadin; N: Negatif.

: Kene ensefaliti virusu; YFV: Sari humma virusu;

71
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TARTISMA

Bati Nil virusu (BNV), dunya Uzerinde ¢ok farkli ekolojik ortamlarda yaygin
olarak bulunmakta ve basta Culex tirleri olmak Uzere bircok sivrisinek tiri
tarafindan tasinarak oOzellikle kuslar ve diger omurgalilar arasinda yasam
dongusini surdurmektedir. Ozgil bir antiviral tedavinin ve etkin bir insan asisinin
olmamasi, BNV enfeksiyonlarindan korunmada sivrisinek temasinin énlenmesi ve
vektdr kontrolini 6n plana cikarmaktadir. Ancak virusu bulastiran vektorlerin
yayginligi ve enfekte ettigi omurgali hayvan tirlerinin gesitliligi g6z o6nine
alindiinda, BNV enfeksiyonlarinin tim dinyada 6nemli bir halk sagh§ sorunu

olmaya devam edecegi aciktir (9).

Yayilimi, onceleri Afrika, Asya, Avrupa ve Avusturalya gibi Eski Diinya
udlkeleri ile siirl olan BNV'nun, 1999 vyilinda Yeni Dinya'ya ulasmasiyla,
enfeksiyonlarin tabiati ve virusun Ozelliklerinin de degisiklige udgradigi fark
edilmistir (3, 13). Zira BNV, o zamana kadar hi¢ olmadigi dlglide genis kus ve at
populasyonu 6limlerine yol acmis ve hizli bir yayiim trendi ile dnce ABD'nin diger
eyaletlerine, sonra da tim Amerika kitasina yayilarak 1999-2009 yillari arasinda
yaklagik 29.600 insan (1.423 6lim) olgusunun ortaya ¢ikmasina neden olmustur
(3, 6, 8, 28). ABD'nde yapilan calismalar, viral mutasyon ve ekolojik sartlardaki
degisim sonucunda, BNV enfeksiyonlarinin bulas yollarinda ve klinik seyrinde farkli
dinamiklerin gorulebilecegine isaret etmektedir (13, 18, 21, 86).

Ulkemiz, BNV’'nun endemik ve epizootik olarak gorildigl bir codrafi
bolgenin tam ortasinda yer almaktadir (Sekil 2.1). Tiarkiye, hem ekolojik kosullar
ve sivrisinek faunasi, hem de gécmen kuslarin géc yollan Uzerinde bulunmasi
acisindan BNV dolasimina oldukca acikk bir konumdadir. Ulkemizde BNV
enfeksiyonlarinin da dahil oldugu arboviral hastaliklar, bunlarin 6zellikleri ve
dagihmi konusunda sinirll diizeyde veri bulunmaktadir. Bu konuda yapilan 6nci
calismalarda, daha ziyade kisith bir calisma grubu hedef alinmis ve duyarhlik ve
0zqulligl gorece olarak disiik serolojik yontemler kullanilmistir (89, 90). Meco,
1977 yilinda yayinlanan galismasinda, Tirkiye'de BNV enfeksiyonu varligini ilk kez

serolojik olarak ortaya koymustur (89). Gliney Dodgu Anadolu bolgesinde yapilan
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bu calismada, 937 kisinin serum ornedinde BNV seropozitifligi hemagliitinasyon
inhibisyon (HI) yéntemiyle %42.8 gibi oldukca yiiksek oranda bulunmustur (89).
1980 yilinda Serterin Ege bdlgesinde yine HI yontemiyle yaptigi calismada ise,
BNV seropozitifligi %029.1 oraninda saptamistir (90). Bu calismalarda elde edilen
yiiksek seropozitifligin, bélgesel farklliklara bagl olabilecedi gibi, HI ydntemiyle
alinan sonuglarin, standart yéntem olan plak rediiksiyon nétralizasyon testi (PRNT)
ile dogrulanmamasi nedeniyle, flaviviruslar arasindaki capraz reaksiyonlardan da

kaynaklanmis olabilecegi diistindlmusttir.

Arboviral hastaliklarla ilgili olarak son vyillarda Ulkemizden yayinlanan
calismalar incelendiginde, bu kez daha duyarli ve 0zgul yontemlerle BNV
enfeksiyonlarinin (ilkemizde bulunduduna iliskin yeni kanitlar ortaya konuldugu
dikkati cekmektedir. 2006 yilinda Ozkul ve arkadaslarinin, Tirkiye'nin cesitli
bolgelerinden topladiklari farkli memeli tirlerine ait serum o6rneklerinde PRNT
yontemi ile yaptiklar calismada, katirlarda %2.5, sigirlarda %4, kdpeklerde
%37.7, atlarda %13.5, koyunlarda %1 ve insanlarda %20.4 oraninda BNV
seropozitifligi belirlenmistir (91). Erglinay ve arkadaslarinin 2007 yilinda Giiney
Dodu Anadolu bélgesinde yaptiklari calismada, IFA yontemiyle %16, PRNT
yontemi ile %9.5 oraninda pozitiflik bulunmustur (92). Ulkemizde vyapilan
seroprevalans calismalarinin yani sira, klinik seyirli BNV enfeksiyonu varliginin
arastinldigi tek bir calismaya rastlanmaktadir. Ergiinay ve arkadaslarinin 2010
yiinda yayinlanan bu calismasinda, Hacettepe Universitesi Hastanesinde aseptik
menenjit/ensefalit 6n tanisi olan 87 eriskin hastadan serum ve BOS o&rnekleri
toplanmig ve ELISA ve IFA yontemleri ile BNV IgM ve IgG antikorlari arastirilmigtir
(126). Arastiricilar serum 6rneklerinin sekizinde (%9.2) IgM, lginde (%3.4) 1gG
pozitifligi bulmuslar; yaptiklari degerlendirme sonunda, tek basina IgM pozitifligi
saptanan iki hastayl (%2.3) olasi BNV menenijiti olgusu olarak kabul etmislerdir
(126).

Amerika Birlesik Devletleri'nde 2002 epidemisi sirasinda, BNV’'nun kan ve
kan Urlnleri transflizyonu ile bulastiginin gosterilmesi, virusun kan bankaciligi
acisindan da risk teskil edebilecegdini ortaya koymustur (61, 127). 2003 yilinda

FDA, bulas riskinin yiliksek oldugu mevsimlerde tiim kan bankalarinda vericilerin
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BNV acisindan klinik olarak taranmasi gerektigini bildirmis; ancak hastalarin az bir
kisminda semptomlar ortaya ciktigindan, daha sonra tarama igin nukleik asit
testlerinin kullaniimasini dnermistir (62). ABD'nin bazi eyaletlerinde donérlerin BNV
agisindan taranma zorunlulugu 2003 yilinda yasal olarak yirtrliige girmistir (128).
Ancak dinya genelinde, kan merkezlerinde uygulanan rutin tarama testleri
arasinda BNV'nun yer almasi konusu ile ilgili bir fikir birligi olusmamistir (129). Bu
konuda, her Ulkenin kendi seroprevalans verilerine gore bir politika belirlemesinin
uygun olacagi ve seropozitifik oraninin disik oldugu bolgelerde kan
merkezlerinde BNV tarama testlerinin yapilmasina gerek olmadigi disincesi
yaygindir (129-131).

Sunulan bu calismada, Hacettepe Universitesi Hastanesi Kan Merkezine
basvuran saglikh kan dondérlerinde BNV IgG antikor varliginin ELISA yontemi ile
arastirlmasi ve pozitif sonug alinan orneklerin ileri testlerle dogrulanarak
Turkiye'deki BNV seroepidemiyolojik verilerine katkida bulunulmasi amaclanmistir.
Hacettepe Universitesi Hastanesi kan donorlerinde ilk kez arastirilan BNV
seropozitifligi, ayrica hastanemize basvuran donérlerde virusun prevalansi
hakkinda veri elde edilerek, kan bankaciligi konusunda muhtemel risklerin
degerlendiriimesine de olanak saglayacaktir. Ek olarak, bolgemizde BNV
aktivitesinin varligi ve diizeyinin belirlenmesi, BNV hastaliklarinin belirtileri ve tani
yontemleri konusunda biling olusturulmasina yardimca olacak ve tanisi
konulamayan atesli hastaliklar ve MSS enfeksiyonlari konusuna katkida

bulunacaktir.

Calismamizda, 1200 kan dondrinin 19'unda (%1.6) ELISA ile BNV IgG
antikor pozitifligi saptanmistir. Kantitatif olarak belirlenen antikor degerleri >20
RU/ml olarak bulunan 18 o6rnek (deger araligi: 28.3-185.1 RU/ml) pozitif; 17.6
RU/mI olarak saptanan bir 6rnek sinirda pozitif (borderline) ve <15 RU/ml bulunan
1181 (%98.4) oOrnek ise negatif olarak dederlendirilmistir. Ankara’da Hizel ve
arkadaslarinin yaptiklari calismada, Gazi Universitesi Hastanesine basvuran 2.821
saglikli kan dondriinde BNV seropozitifligi ELISA yontemi ile %?2.4 olarak
bildirilmistir  (93). Ergunay ve arkadaslarinin, Orta Anadolu bdlgesi kan

merkezlerine bagvuran kan donérlerinde yaptiklar ¢alismada ise, ELISA yéntemi ile
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BNV seropozitiflik orani %1 (25/2.516) oraninda saptanmistir. Calismamizda,
ELISA ile %1.6 olarak tespit edilen BNV IgG pozitiflik orani, bu galismalarin

sonuglariyla uyumluluk géstermektedir.

BNV enfeksiyonlarinin serolojik tanisinda, hasta serumunda 6zgul IgG ve
IgM antikorlarinin arastiriimasi, yaygin olarak kullanilan bir uygulamadir (3, 5, 99).
Ancak BNV IgM antikorlarinin bir yildan uzun sire kalic olabilmesi, akut
enfeksiyonun gecirilme zamani ile ilgili bilgi edinmede sorun olusturabilmektedir
(100-103). Bu durumda IgG avidite testleri ek bir yontem olarak 6nerilmektedir
(119). BNV IgG aviditesinin tespiti, son zamanlarda ya da 6nceden kazaniimig BNV
enfeksiyonu ayiriminin yapilmasinda tanisal bir kesinlik saglamaktadir. Levett ve
arkadaslarinin calismasinda, BNV enfeksiyonunun farkli dénemlerinde (0-10 gin,
10-45 giin, 45-180 giin) alinan serum o&rneklerine iki farkll yontemle (IFA ve
ELISA) IgG avidite testleri uygulanmistir (119). Bu arastiricilar, enfeksiyonun ilk
1.5 aylik déneminde IFA ile %95, ELISA ile %86 oraninda disuk aviditeli IgG
antikorlar tespit etmis; enfeksiyondan 6 ay sonra alinan drneklerde ise her iki test
yontemiyle de yliksek aviditeli BNV IgG antikorlarini %100 olarak saptamiglardir
(119). Cahismamizda, ELISA testi ile BNV IgG pozitif bulunan 19 donériin serum
orneklerine, virus ile karsilagsma zamaninin 6ngorilebilmesi amaciyla BNV 1gG
avidite testi uygulanmis ve 6rneklerin timiinde yiiksek aviditeli IgG pozitifligi (Al
aralii: %67.8-99.2, ortalama AI: %86.7) saptanmistir (Sekil 4.2, Tablo 4.9). Bu
sonug, dondrlerin BNV ile karsilasmasinin 6 ay ve daha Oncesinde oldugunu

vurgulamaktadir.

Calismamiza katiimayi kabul eden dondrlere yas, meslek, strekli yasanilan
yer ve arboviral enfeksiyonlar acisindan muhtemel risk faktorlerini belirleyici 9
sorudan olusan “Kan Badiscisi Bilgi Formu” (Ek 3) okunarak verilen cevaplar
kaydedilmistir. Calismaya alinan 1200 kan dondriinden 295'i (%24.5) son alti ay
icerisinde is ya da hobi geregi kirlik, calilik veya ormanlik alanlarda bulundugunu
ifade etmis, bu donorlerin 6’sinin (%2) serumunda ELISA ile BNV 1gG pozitifligi
saptanmistir (Tablo 4.4). Bilindigi gibi aclk alanlar, artropod kaynakl
enfeksiyonlarin kazanilmasi acisindan en etkili risk bdlgeleridir. Bu nedenle,

sivrisineklerde BNV varligini arastiran saha calismalari da sirveyans agisindan
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onem tasimaktadir. Ancak ulasilabildigi kadariyla, tlkemizde dedisik sivrisinek

tirleri Gzerinde yapilan galismalarda BNV pozitifligi tespit edilememistir (87, 132).

Blylk olclide kuslardan beslenen ornitofilik sivrisinekler, BNV’'nun ana
vektorleridir. Virusun kenelerden de izole edildiginin bildirilmesine ragmen, vektor
olarak rolleri acik degildir (10, 29). Bu konuyla ilgili olarak, kenelerin endemik
bolgelerde virusun devamliliginda rol oynayabilecegi, ancak epidemiler sirasinda
vektor olarak dnem tasimadigi distindlmektedir (30). Calismamiza katilan kan
dondrlerinden %3.7'si (45/1200), kendisi veya bir yakininin yasami boyunca en az
bir kere kene tarafindan isirildigini ifade etmis, %7.6's1 (92/1200) ise yasadigi veya
calistigi alanda sivrisinek veya kene gibi boceklerle karsilastigini belirtmistir. Bu
donorlerin BNV IgG sonuglarn incelendiginde, her iki grupta da birer donériin
(sirasiyla; %2.2 ve %1.1) BNV IgG antikorlari yoniinden pozitif oldugu izlenmistir
(Tablo 4.4).

Bati Nil virusunun yeni girdigi alanlarda duyarli kuslarin élimiine yol agmasi
ve bir bolgede kus popllasyonlarindaki 6lim oraninin artisi, BNV aktivitesinin
izlenmesinde, olasi bir epideminin dngorisinde ve sirveyans calismalarinda yol
gosterici rol oynamaktadir (28, 29, 31, 32). 1999'daki New York sehri salgininda,
kus ©6lumlerinin oladandisi boyutlarda olmasi, etkenin tanimlanmasi yoniinde
onemli bir ipucu olmustur. Zira onceleri epidemiden sorumlu oldugu disintlen
St.Louis ensefaliti (SLE) virusunun kuslarn enfekte etme o6zelliginin olmamasi,
calismalarin baska bir arbovirus lzerinde yogunlasmasini saglamistir (7). Benzer
olarak, BNV'nun Eski Dlinya Ulkelerinde olusturdugu epidemilerde de es zamanli
kus Olimleri rapor edilmistir (133). Bu verilere dayanarak calismamizda sorgulanan
kan dondrlerinin %2.5'i (30/1200) yasadigi veya calistigi alanda 6l kuslara ya da
baska kanatl hayvanlara rastladigini belirtmis ve bunlardan birinde (%03.3) BNV
ELISA IgG pozitifligi tespit edilmistir (Tablo 4.4).

Memeliler, virusun ekosistemdeki iletim donglsiinii saglamada kuslardan
daha az 6nem tasimaktadirlar. Ancak yine de at, kedi, kopek, fare, tavsan, keci ve
sigir gibi hayvanlarin, virusun gerek kirsal (sy/vatic) gerekse kentsel (urban)

donglsu sirasinda enfekte olabilecedi bilinmektedir (5, 133). Calismamiza katilan
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kan donorleri, yasadigi veya calistigi alanda evcil hayvan, kiimes hayvani ya da
binek hayvani varligi yéninden de sorgulanmis ve %8‘inden (97/1200) olumlu
yanit alinmistir. Ancak bu dondrlerin hi¢ birisinde ELISA ile BNV IgG antikorlari
saptanmamistir (Tablo 4.4). Ayrica, son 6 hafta icinde yabani bir fare ile temasinin
oldugunu belirten bir dondrde; uzun sireli yurtdisinda bulundudunu (6zellikle
BNV'nun endemik oldugu Afrika, Asya, Avrupa ve Amerika Ulkeleri) ifade eden 21
donorde ve yurtdisina gidisi sirasinda ya da orada bulundudu siire icinde sari
humma ve kene ensefaliti asisi oldugunu belirten ¢ donérde BNV IgG antikorlari
ELISA yontemi ile negatif sonu¢ vermistir. Dider flavivirus asilari ile asilanan
kisilerde capraz reaksiyonlara bagli olarak serolojik testlerde pozitif sonug alinma
olasiigr mevcuttur (116). Bizim calismamizda sari humma ve kene ensefaliti asisi
oldugunu ifade eden (¢ dondrde negatif sonug alinmasi; (a) bu kisilerde capraz
reaktivite gosteren antikorlarin bulunmamasi, (b) asilanma zamanina bagl olarak
antikorlarin saptanamayacak dlizeylere gerilemis olmasi ve (c) kisilerin olduklari asi

hakkinda yeterli bilgiye sahip olmamasindan kaynaklanmis olabilir.

Bati Nil virusunun, sivrisinek I1sirmasiyla gerceklesen dodal bulasinin yani
sira, anne sitl ile beslenme ve enfekte hayvanlarla yakin temas ile de bulastigi
bildirilmektedir (9, 63, 65, 66). Calismamiza katilan dondrler, pastdrize edilmemis
sut ve st Grdnleri tlketimi konusunda da sorgulanmis ve bu soruya olumlu yanit
veren donorlerden (147/1200; %12.2) dordinde (4/147; %?2.7) BNV ELISA 1gG
pozitifligi belirlenmistir (Tablo 4.4).

Diger taraftan, ELISA ile BNV IgG antikor pozitifligi saptanan 19 kan
donoriinlin risk faktorleri degerlendirildiginde; sekizinde (%42.1) acik alanda
bulunma, sivrisinek/kene temasi ve ¢ig siit/sit Grinleri tiketme 6ykusu gibi risk
faktorlerinin bulundugu izlenmis, buna karsin 11'inde (%57.9) herhangi bir risk
faktortiniin mevcut olmadigi gorilmistir (Tablo 4.3). Ancak bu sonug ihtiyatla
degerlendirilmelidir; zira bir kisinin hayati boyunca bir sivrisinek tarafindan
Isinimamis olmasi —6zellikle de Ulkemiz kosullarinda- pek olasi gérinmemektedir.
Dolayisiyla negatif yanit veren bu dondrlerin, risk faktdrii mevcudiyeti agisindan
sorgulanmalari sirasinda, sivrisinek Isirgini beyana deger bulmama, gz ardi etmis

ya da unutmus olma olasiligi daha yiiksek goriinmektedir.



78

Bati Nil virus enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda en yaygin olarak
kullanilan yontemler serolojik testlerdir. Bu amacla siklikla ELISA yénteminin tercih
edilmesine karsin, IFA ve HI testleri de uygulanmaktadir (95, 99). Ancak, BNV'na
karsi bu yontemlerle elde edilen antikor pozitifligi, antijenik olarak yakin iliskili
flaviviruslar (Japon ensefaliti, St.Louis ensefaliti, Dengue, kene ensefaliti, sari
humma viruslar) arasindaki capraz reaksiyonlar yodniinden  dikkatle
degerlendiriimeli ve yalanc pozitifligin dislanabilmesi igin altin standart yontem
olan PRNT ile dogrulanmaldir (5, 6, 8, 95, 99, 104). Almanya'da 2004 ve 2005
yillarinda iki farkh boélgede yapilan calismada, sirasiyla 14.437 ve 9.976 kan
dondriinden alinan serum orneklerinde BNV antikor varligi ELISA ydntemi ile
arastirilmis ve %5.9 oraninda pozitiflik tespit edilmistir (130). Ancak arastiricilar,
bu sonuclari nétralizasyon testi ile dogruladiklarinda pozitiflik orani %0.03'e
gerilemistir (130). Benzer olarak Yunanistan’da 2007 yilinda yapilan ¢alismada da,
saglik merkezine bagvuran 392 kan donériiniin altisinda (%1.5) ELISA ve IFA
yontemleri ile BNV IgG pozitifligi saptanmis, bunlarin dordii (%1) nétralizasyon
yontemi ile dogrulanmistir (134). Ulkemizde Erglinay ve arkadaslari, 2.516 kan
donériiniin 25’inde (%1) ELISA yontemi ile BNV IgG seropozitifligi saptamiglar ve
bunlarin 14'Gnt  (%0.6) PRNT yontemi ile dogrulamislardir (94). Yine ayni
arastiricilar, Giiney Dogu Anadolu bdlgesinde 181 saglikli kisinin 29'unda (%16)
IFA yontemiyle BNV I1gG pozitifligi tespit etmis ve bunlarin 17'sini (%09.5)
notralizasyon testi ile dogrulamistir (92). Ancak Ulkemizde vyapilan diger
seroprevalans calismalarinda, BNV seropozitifliinin PRNT ile dogrulanmadig
gorulmektedir (89, 90, 93). Bunun nedenleri arasinda; donanimh bir viroloji
laboratuvari gereksinimi, canl virus susunun temin edilebilme ve uygun hicre
kulttrlerinde Uretilebilme sorunu, nétralizasyon testinin emek-yogun bir yontem

olmasi, teknik ekipman ve deneyimli personel eksikligi gibi faktorler sayilabilir.

Bu calismada, ELISA yontemi ile BNV IgG pozitif olarak saptanan donor
orneklerinde sonuclarin dogrulanmasi, duyarllik ve 6zgulligl gorece olarak daha
yiuksek olan IFA ve altin standart olarak kabul edilen PRNT ile yapilmistir.
Calismamizda, BNV ELISA IgG pozitif olan 19 serum 6rnedinin 15’ (%78.9) IFA ile

de pozitif sonug vermistir (Tablo 4.6). Kalitatif olarak yapilan degerlendirmede, bu
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orneklerin yedisi glcli pozitif, yedisi orta pozitif ve biri zayif pozitif olarak
belirlenmistir (Sekil 4.4, Tablo 4.5). ELISA ile pozitif, IFA ile negatif sonug alinan
dort 6rnek incelendiginde, timinin kantitatif ELISA dederlerinin disiik oldugu
gortlmektedir. ELISA yonteminde >20 RU/ml dederleri pozitif kabul edilmekle
birlikte, Uc ornegin (no: 6, 15, 19) IgG duzeyleri sirasiyla; 28.3, 25.6 ve 36.4
RU/ml olarak saptanmis, bir 6rnegin (no: 10) ise sinirda pozitif (17.6 RU/ml) deger
verdigi gorilmdistir (Tablo 4.6). Buna karsin kantitatif ELISA degerleri ile kalitatif
IFA dederleri arasinda bir korelasyon olmadidi da dikkati cekmistir (Tablo 4.6). Bu
sonuglar, IFA yonteminin analitik duyarliliginin ELISA yontemine gore daha diisiik

oldugunu disiindirmektedir.

Calismamizda dogrulama testi olarak uygulanan PRNT, flaviviruslar
arasindaki capraz reaksiyonlar nedeniyle serolojik test sonugclarinin
dogrulanmasinda, gerek uluslararasi literatiirde gerekse WHO ve CDC raporlarinda
referans olarak kabul edilen bir yontemdir (11, 17, 29, 57, 99, 120, 121, 122,
124). Bu yontemin prensibi, serum orneklerinde bulunan ézgil BNV antikorlarinin,
virusun zarf (E) glikoproteinlerine baglanarak onlari kapatmasi ve bdylece
hiicrelere tutunmasini ve girisini 6nlenmesine (nétralizasyon) dayanmaktadir.
Bunun sonucu olarak hicre kilttrlerinde virusun olusturacagi sitopatik etki
odaklari (plak) azalacak ya da hic olusmayacaktir. Bu calismada, ELISA ile BNV 1gG
pozitif bulunan 19 serum oOrnedinin 1/20 ve 1/40 oranlarinda hazirlanan
sulandinmlar, standart virus susu (West Nile virus NY99-4132 strain) ile
karistirlarak tek tabakal hicre kiltird mikroplaklarina inoktle edilmistir (Sekil
3.6). Enfektif viral partikiil sayisi (plague forming unit, pfu) daha énceden bilinen
standart virus susu (West Nile virus NY99-4132 strain), Ankara Universitesi
Veteriner Fakiltesi, Viroloji Anabilim Dal’'ndan temin edilmis ve laboratuvarimizda
Vero hiicre kiiltlri sisteminde Uretilmistir (Sekil 3.5). Sonuclarin degerlendirilmesi,
virus kontrol gukurlarindan elde edilen ortalama plak sayisi ile serum 6rneklerinin
bulundugu cukurlardaki ortalama plak sayisinin karsilastiriimasiyla yapiimis ve virus
kontrol cukurundaki plak sayisinin %80 ve daha yliksek oranda azalmasina yol
acan en yuksek serum sulandinmi, o o6rnegin BNV noétralizan antikor titresi
(PRNTgo) olarak kabul edilmistir (Sekil 3.7, Tablo 3.1). PRNT ydntemi ile galisilan
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19 serum 0&rneginin 10’'undan (%52.6) pozitif sonu¢ alinmis ve bu 10 Ornedin
dokuzu 1/40, biri ise 1/20 titrede pozitif sonu¢ vermistir (Tablo 4.6, Sekil 4.6).
Dolayisiyla 3, 6, 7, 8, 10, 11, 13, 14, 16 ve 19 no’lu donérlerde BNV antikor varligi
dogrulanmistir (Tablo 4.6).

Artropodlarla bulasan flaviviruslar (Japon ensefaliti, St.Louis ensefaliti, kene
ensefaliti, Dengue, sari humma) arasindaki capraz reaksiyonlar nedeniyle, bu
viruslarin endemik oldugu bdlgelerde, dodal enfeksiyon ya da asilama sonucu
olusan antikorlar, BNV serolojik testlerinde yalanci pozitiflige yol acabilirler (120).
Calismamizda ayrica, ELISA ile BNV IgG pozitifligi saptanan 6rneklerde, Dengue
(DENV), kene ensefaliti (TBEV) ve sart humma (YFV) viruslarina karsi IgG
varliginin da arastirilarak, bu olasiligin dislanmasi amaclanmistir. Ancak c¢ok sinirl
cografi dagihm gosteren ve Amerika ve Uzak Dogu bodlgelerinde endemik olan
St.Louis ensefaliti ve Japon ensefaliti viruslarinin tlkemizdeki varligina dair hicbir
veri olmadigindan bu viruslar géz ardi edilmistir. BNV ELISA 1gG pozitif 19 donor
serumunun Gcglinde DENV IgG, ikisinde ise YFV IgG antikor pozitifligi saptanirken
orneklerin higbirisinde TBEV 1IgG pozitifligi belirlenmemistir (Tablo 4.8). Bu
sonuglara gore, BNV ve DENV IgG pozitif bulunan d¢ 6rnek (no: 5, 7 ve 18) ile
BNV ve YFV IgG pozitif bulunan iki 6rnekte (no: 5 ve 11), olasi ¢apraz reaksiyon
varligi dislnilmistiir. Sonuclar toplu olarak degerlendirildiginde; 7 ve 11 no'lu
orneklerde BNV ndtralizasyon testinin pozitif sonu¢ vermesi, capraz reaktivitenin
siraslyla DENV ve YFV IgG testlerinin aleyhine oldugunu vurgulamaktadir (Tablo
4.8). Buna karsin 5 no'lu ornekte her (g virusa karsi da IgG pozitifliginin
saptanmasi ve BNV ndtralizasyon testinin negatif olmasi, ¢apraz reaksiyonlarin
hangi virusun lehine ya da aleyhine dederlendirilecedi konusunu slipheye
disurmektedir. Bu durum, DENV veya YFV antikorlarinin nétralizasyon testi ile
arastirilmasi ile aciklik kazanabilir; ancak calismamizin amacina dahil olmadigindan,
bu viruslar icin PRNT testi uygulanmamigtir. Benzer yorum, 18 no’'lu érnek icin de
gecerli olmasina ragmen, bu 6rnekte ELISA ve IFA BNV IgG dederlerinin yiiksek
pozitif olmasi [sirasiyla; 66.2 RU/ml ve (+++)], capraz reaksiyonun DENV IgG testi
aleyhine olabilecegini disiindirmektedir (Tablo 4.6). 15 no’'lu dondr ise, sadece

ELISA yontemi ile diistik diizey (25.6 RU/ml) BNV IgG pozitifligi gdstermis ve bu
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sonug, BNV ELISA IgG testinin 6zgullik sorunu olarak yorumlanmistir (Tablo 4.8).

Nitekim bu testin 6zgullig, Uretici firma tarafindan %96.9 olarak verilmektedir.

Calismamizda DENV ve YFV seropozitifligi, tim kan donorleri dikkate
alindiginda, sirasiyla %0.25 (3/1200) ve %0.16 (2/1200) olarak hesaplanmistir.
Ulkemizde bu viruslar ile ilgili calismalar yok denilecek kadar azdir. Serterin 1980
yilindaki calismasinda, Ege Bolgesindeki bireylerden toplanan serum o6rneklerinde
DENV serotip 1-3 pozitifligi sirasiyla %53, %2.1 ve %0.9 oranlarinda tespit edilmis
ve sonuglar notralizasyon ile dogrulanmistir (90). Ayni calismada YFV seropozitifligi
%9.7 oraninda saptanmis, ancak noétralizasyon testi ile dogrulama yapiimamistir
(90). Ergunay ve arkadaslarinin 2010 yihinda yaptiklar ¢alismada ise, orta/kuzey
Anadolu bolgesi kan donérlerinde anti-DENV (tip 1-4) IgG antikorlari érneklerin
%0.9'unda (21/2435), anti-YFV IgG antikorlari ise %0.6'sinda (9/1502) pozitif
olarak saptanmistir (135). Bu arastiricilar, 6zellikle DENV-2 reaktivitesine dikkat
cekmisler, ancak YFV antikor pozitifligini notralizasyon ile dogrulayamadiklarindan,
bu durumun Ulkemizde DENV ya da antijenik olarak benzer bir flavivirusun olasi

varligina isaret ettigini belirtmislerdir (135).

Calismamizin en ilging ve yoruma acik bulgusu, ELISA ve IFA ile BNV IgG
pozitif bulunan ve dider flaviviruslarla capraz reaksiyon vermeyen yedi donére ait
(6rnek no: 1, 2, 4, 5, 9, 12 ve 17) serum 6rneginde PRNT ile negatif sonug alinmis
olmasidir (Tablo 4.8). Bu durum, bu orneklerde ELISA ve IFA ile saptanan
antikorlarin nétralizan 6zellikte olmayan (non-neutralizing antibody) antikorlar
oldugunu disindirmektedir. Benzer sonuglar Niedrig ve arkadaslarinin
calismasinda da Dbildirilmistir (136). Bizim calismamizda kullanilan ELISA
yonteminde, cukurlarin kaplh oldudu antijenler BNV ile enfekte hiicre lizatindan
olusmaktadir. Yine calismamizda kullandigimiz IFA yonteminde, lam Uzerine fikse
edilen substratlar da BNV ile enfekte edilmis hiicre kiltirt érnekleridir. Dolayisiyla
bu ydntemlerde, BNV antikorlar ile birlesen antijenler, daha ziyade virusun
replikasyonu sirasinda hiicre icinde biriken kapsid (C) ve membran (M)
antijenleridir. Oysa nétralizan antikorlar, virusun zarf glikoproteinlerine (E) karsi
olusan antikorlardir. PRNT yonteminde plak olusumunun azalmasi ya da

inhibisyonu, bu antikorlarin serbest virusun ylizey glikoproteinlerine baglanmasi
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sonucu hucreleri enfekte etmesini O6nlemesi sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Bu
durumda, ELISA ve IFA yontemleri ile saptanan pozitif sonuglarin, PRNT yontemi

ile yliksek uyum gostermesi dogal olarak beklenilen bir sonuc degildir (136).

Ulkemizde BNV ile ilgili olarak uzun zamandir bilinen gergeklere karsin, klinik
BNV olgularinin bildirildigi ilk resmi aciklama T.C. Saglk Bakanhgi tarafindan
Agustos 2010 tarihinde yapilmistir (88). Manisa ilinde ortaya cikan nedeni
belirlenemeyen menenjit benzeri 16 olgunun serum ve BOS o6rnekleri Refik
Saydam Merkez Hifzisihha Enstitiist, Viroloji BolimUiine gdnderilmis ve bu olgularin
tctinde BNV enfeksiyonu saptanmistir (yayinlanmamis veri). Daha sonra Sakarya,
Izmir, Aydin ve Isparta’dan toplam dort yeni olgu daha Bati Nil atesi olarak
tanimlanmigtir.  Bati Nil enfeksiyonu tanisi konulan bu yedi hastadan gl
kaybedilmistir (88). Ege bdlgesinde ortaya cikan bu olgularin, yakin komsumuz
Yunanistan’da ayni tarihlerde ortaya c¢ikan bir salginin hemen sonrasinda
saptanmasi, vektor ve rezervuar hareketlerinin (lkemizi yakindan etkiledigini
vurgulamaktadir (82). Ayrica son yillarda ortaya cikan epidemilerde BNV’'nun
virilansinda artisin olmasi ve klinik BNV enfeksiyonlarinin daha ciddi seyretmesi,
ileri tarihlerde bu virusun ulkemiz icin de blyilk sorunlar olusturabilecegini

distindurmektedir.

Sonug olarak sunulan bu galismada, Hacettepe Universitesi Hastanesi Kan
Merkezine bagvuran dondrlerde BNV 1gG seropozitiflik orani ELISA yontemi ile
%1.6 (19/1200) olarak saptanmis ve PRNT yoéntemi ile %0.8 (10/1200) olarak
dogrulanmistir. Calismamizda, kan donérlerinde saptanan bu disik BNV IgG
pozitiflik orani, dondrlerin BNV acisindan rutin olarak taranmasinin, su an igin
gerekli olmadigini vurgulamaktadir. Buna karsin secilmis saglikli bir gruptan elde
edilen sonuglarimiz, BNV enfeksiyonlarinin Glkemizde slirveyans ve kontrol
programlari icerisine dahil edilebilir 0Ozellikte oldugunu isaret etmektedir.
Calismamizin verilerinin, Turkiye’de BNV seroprevalansi ile ilgili gercek oranlari
yansitmasi acisindan dederli oldugu ve (lkemizde yeni olusturulmaya baslanilan

strateji planlarina katki saglayacagi Gimit edilmektedir.
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DONOR FORMU

Asatpdakisorular kan vericisi ve kan alacak olan kigtyi korumak amacyla diizenlenmistir, Unutmayin kiverdiginiz kan korumasiz, suuru kapah, kam
reddatme sansi olmayan masum bir hastaya ya da yeni dofimus bir bebe je verilebilir. Omegin AIDS testiniz negatif olsa bile AIDS virisii tastyor
olabilir, kendinizi fyi hissetseniz dahi bu virlisQi bulastirabilirsiniz. Formu doldurdugunuzda kafamzda kan verme konusunda hala slipheleriniz
wvarsa kimseye bir agiklama yapmadan kan merkezini terkedabilir veya kan merkezi doktoruyla dzel olarak girtsebilirsiniz.

Tesekkiir edariz.

1. Bualin kendinizi kan verecek kadariyive saghkh
hissedtyor musunuz?

2. Bugiine kadar size kanvermemeniz gerektigi
sylendi mi?

3. Hastane, doktor, hemgire , igne, kan tutma vh.
karkulanmzwvar mi?

4. Son 2-3 ay icinde kanveya kan irlind (plazma,
trombuosit, vb. ) verdiniz mi?

5. Son 5 aliniginde Aspirin veya benzen birilag
kullanchmz mi?

. 5Son 3 glin iginde dis he kimine gittiniz mi?

. Son 3 ayiginde diginizi ge ktirdiniz mi?

. Son 1 ayiginde am yaptrdimz m?

oo = oo

. Son 1 ayiginde ilagla veya baska bir sekilde tibbi
tedavi gdrdliniiz mii?

10. jeker hastas msimz veya tedavi gériyor musunuz?

11. Insiilin kullamyor musunuz?

12.5ara (epilepsi) hastas) msinz veya tedavi gérlyor
musunuz?

13. Bualine kadar kalp, akeiger, bobrek hastahd
gegirdiniz mi?

14. Felc, tekrarlayan bacak damar tikamkh i gegirdiniz mi?

15. Bugiine kadar hig sanbk {10 yas sonrast),
karaciger hastaligi veya iltihabr gecirdiniz mi?

16.5on 1 yiliginde sanbkh veya hepatith bir sahisla
yakan iliski iginde oldunuz mu? Size hepatit
imminglobilim (serum) verildi mi?

17.5on 1 yiliginde size kan veya kan Griind ve rildi mi?
Dokuveya organ nakliyapld m?

18.5on 1yiliginde dnemli hastabik (doktor
kontroliinde), ameliyat gegirdiniz mi veya
size cerrahi bir midahalede bulunuldu mu?

19. Bugline kadar kanser, kan hastahd veya kanama
problemli bir hastabk gecirdiniz mi?

20. Son 6 ay iginde Afrika llkelerinde bulundunuz mu?

21. Afrika dlkelerinde 6 aydan uzun siire yasaciniz mi?

22.Ingiltere'de 1980 - 1996 yillan arasinda
3 ay, 1980°den sonra 5 yil bulundunuz mu?

23.5on 1 yiliginde kulak veya dldinizin baska bir

yerimi deldirdiniz mi? Ddvme, akupunktur

yaptirdimz mi? Kaza ile igne batmas oldu mu?

24, 5on 1yliginde kuduz asis oldunuz mu? Sahipsiz
bir kipek veya sipheli bir hayvan tarafindan
1sinldimz m?

25.Bugiine kadar mhtlagma (he mofili gibi) hastaban
nedeniyle faktdr konsantresi kullandimz m?
Biyle bir uygulama igerisinde olan bir sahsla
1 kez dahi olsa cinseliliskiye girdimiz mi?

26.50n 1yiliginde frengi (sifiliz) testiniz pozitif
oldu muveya bu stre iginde sifiliz, bel soqukludu
hastas oldunuz mu ya da tedavi gardiinie mi?

27 .Bugiine kadar size biylme hormonu {growth
hormon) verldi mi?

28.Verem hastabf gegirdiniz mi? Yakin zamanda
tekrarlach m?

29, Sedef hastabid gegirdiniz mi? Bu hastabikigin
ilag kullanchmz m? (Tegison)

30. Sivilce tedavisi igin adwzdan ilag abyor musunuz?

31.50n 3yiliginde sitma hastabd gegirdiniz mi?
Sitma hastabdn tedavisi gérdiiniiz mi?

32.50n 1yiliginde para kargliqn seks yaptimz m?

33.Bugline kadar homoseksiel biriyle, son 1yiliginde
yabanct uyruklu biriyle seksyapbmz m?

34.Bugline kadar uyusturucu (eroin, esrar, vs.)
kullandimz mi? Uyusturucu kullanan biryyle bir
kere bile olsa seks yaptimz mi?

35. Damar yoluile kullamlan ilag bagimbbdmzvar m?

36, AIDS misiniz? Siipheleriniz var m? Bu dzellikte
olan biriyle bir kere bile olsa seksyaptimz m?

37.Kan testi yaptirma kigin mi badista bulunuyorsunuz?

38.Bugiine kadar; beklemediginiz mzla kilo kayb,
gece terlemesi, der albndaveya Gstiinde mavi,
mor lekeler, 10 glinden fazla siiren yiiksek atesli
hastalik, uzun siireli tedaviye cevap vermeyen
ishal, agiz iginde beyaz lekeler, absilmadik yaralar
oldu mu?

39, Kadwnlar igin: Son iki ayiginde diigik
yaptinz m? Kirtaj oldunuz mu? Hamile misiniz?
Hamilelik stiphesi duyuyor musunuz?

40, 5on 3 giin iginde soguk alginbdn, grip, bogaz agns
aecirdimz mi?

EVET HAYIR

Yukandaki agklamalar okudum, Kan vermem konusunda saknca olmad fim dasdniyorem. Kan alacak olon doktor, hemsire, laboratuvar
teknisyenlerini kan vermenin olusturabilecedi tibbiyan etkilerden kenun karsisnda kendim veya vekillerim tarafindan yaprlacak olan her
tiirlii sikayet ve tozminat taleplerinde sorumlu tutmayacadms bildiririm.

Red Nedeni :

KatNo. | 411880




DONOR FORMU

HASTANIN
Adh, Soyadh
Yattigr Bolim : Dosya No : Dondr No :
KAN VERENIN Gaglct Dasys No:
T.C. Kimlik No': Tarh || I
Adh, Soyadh Dotjum Yeri ve Tarihi : |
Anne Adh ¢ Baba Ads: k[ E ri
Egitim : Tk Orta Lise Yiiksek Meslek :
Medeni Hali: gl Bekar Diger
Adres:
Posta Kodu :

Ev Tel No: 5 TelMNo:
GSM TelNo: Faks No:
Niifus Katjich No : Ozel Tammlama :
Ehliyet No' ‘
Kan Grubu : RH({ ) Kan Kullanmadh ‘ Ozel Grup : I
—;!j— “e kadar kanvermemesi ‘ Nedeni :
Tam Kan Mo : ‘ Dondr No :
Tam Kan Taze Donmus Plazma ‘Anﬁkor Tarama Testi
Eritrosit Beyaz Kiire "‘-‘DHL Anti-HIVI-IT
Trombaosit Kriyopresipitat Anti-HOY HBsAg
Balng Kagino ‘Anh’kor Tarama Testi
Hastas: igin Kagno ‘ VDRL Anti-HIVI-IT
Giniillii Dondr Olmay Siirdiirmek Istiyor Anti-HLV HBsAg
Son Baijis Tarihi: // ‘Aferezis Tromboferez Eritraferez
Flebotomi Nederi ‘ Plazmaferez Lékaferez
Abnan Kan Miktan  Standart el ‘Torb.a Tipi
Fizik Muayene : ‘ Diigiinceler
Adrrlik: kg  Nabz: dk ‘
Viicut Isis ¢ *C  KanBaswno: mmHg‘
Hb g/l Htc ‘ Merkez Askeriye Gezici Ekip
HEMSIRE DOKTOR

Adh, Soyach: Adh, Soyach:

‘II’I’I H ‘IITI\E H
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EK 2: Aydinlatiimis Onam Formu

HACETTEPE UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
TIBBI, CERRAHI ve ILAC ARASTIRMALARI ETiK KURULU

AYDINLATILMIS (BILGILENDIRILMiS) ONAM FORMU
(Toplam 2 sayfadir)

(Hekimin Aciklamast)

Bulastig1 kisilerin bir kisminda ategli hastalik oluisturan Bati Nil Virusu adli bir
virusla ilgili aragtirma yapiyoruz. Arastirmanin ismi “Kan Donérlerinde Bati Nil Virusu
(BNYV) Seroprevalansinin Saptanmasi” dir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi 6neriyoruz. Arastirmaya katilip katilmamakta
serbestsiniz. Calismaya katilim goniilliiliikk esasina dayalidir. Kararinizdan 6nce arastirma
hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya
katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Eger arastirmaya katilmay: kabul ederseniz Prof. Dr. Osman Ozcebe veya onun
gorevlendirecegi bir hekim tarafindan kan bagis1 islemleriniz sirasinda rutin olarak
yapilmas1 gereken testler i¢in alinacak kan oOrnegi, ek laboratuvar testleri ile ileri
degerlendirilmeye alinacak ve Bati Nil Virusu olarak adlandirilan ve ¢ogu kiside belirtisiz
olarak gecirilen bir enfeksiyon olusturan bir virus i¢in tetkik edilecektir. Tetkik sonuglari
sizin daha onceden bu virus ile karsilasip karsilasmadiginizi ortaya koymaya yoneliktir.
Caligmamizin amac1 iilkemizde bu virusun yayginlig1 aragtrimaktir.

Bu amagla yapilacak test i¢in size fazladan bir islem uygulanmayacaktir. Test,
normalde her kan bagis¢isinin tetkikleri sirasinda alinan kan ornegine ek yontemler
uygulanmasi seklindedir. Bu nedenle normale gore fazladan bir rahatsizlik hissetmeniz ya
da baska bir 6rnek alinmasi sézkonusu degildir.

Uygulanan test yontemi tiim diinyada kisilerin bu virusla 6nceden karsilasip
karsilagmadigini gostermek amaciyla yaygin olarak uygulanmaktadir. Caligmaya katilmay1
kabul etmeniz durumunda yapilan testler ve sonuglari i¢in sizden herhangi bir iicret talep
edilmesi s6z konusu degildir. Calismaya katildiginiz i¢in de size ek bir ddeme de
yapilmayacaktir.

Test sonuglariniz, Batt Nil Virusu ile 6nceden karsilagsma ve dogal olarak agilanma
durumunuzu ortaya koyacaktir. Calismanin tamamlanmasindan sonra aragtirmaya katilan
doktorlardan veya kan bankasi personelinden sonuglarmizi dgrenebilirsiniz. Isteginiz
dahilinde sonuglar size yazili olarak da verilebilecektir. Test sonuclariniz, isminiz ya da
kisisel bilgileriniz gizli kalmak kosulu ile bilimsel amagli makalelerde yayinlanarak ve
virusla diger ¢alismalarda kullanilacaktir. Calismadan elde edilen veriler bu amaglarin
disinda kullanilmayacak ve kesinlikle baskalarina verilmeyecektir.

Bu calismaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege
baghdir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik
Olmayacaktir. Yine calismanin herhangi bir asamasinda onayimizi ¢ekmek hakkina da
sahipsiniz.

(Katilimcinin/Hastanin Beyani)
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Sayin Dr. Seniz Bulut tarafindan Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Viroloji Unitesi’nde tibbi bir arastirma yapilacag: belirtilerek
bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir
arastirmaya “katilime1” (denek) olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inantyorum.
Aragtirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi1 sirasinda kisisel bilgilerimin
ihtimamla korunacag1 konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (4ncak arastirmacilart zor durumda birakmamak igin arastirmadan
cekilecegimi  onceden bildirmemim uygun olacagimin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma disi
tutulabilirim.,

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilagtigimda; herhangi bir saatte, Dr.
Seniz Bulut’u, 0533 665 73 73 veya 433 89 32‘ten arayabilecegimi biliyorum.

Bu aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayic1i bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmayi
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime herhangi bir zarar
getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim aciklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi bagima
belli bir diistinme siiresi sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “katilimc1” (denek)
olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiilk bir memnuniyet ve
gonallilik icerisinde kabul ediyorum.

Imzal1 bu form kagidinim bir kopyasi bana verilecektir.

Katilimci

Adi, soyadi:

Adres:

Tel.

Imza

Goriisme tanigi
Adi, soyadi:

Adres:

Tel.

Imza

Katilimci ile goriisen hekim
Ad1 soyadi, unvani:
Adres:

Tel.

Imza
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EK 3: Kan Badiscisi Bilgi Formu

KAN BAGISCISI BiLGi FORMU

Kan Donérlerinde Bati Nil Virusu (BNV) Seroprevalansinin Saptanmasi

Yasl oo Cinsiyeti D JE COK  MESIEEi i ettt v
Sirekli yasadigi yer :  KOY: coeoeurveeeereveerierenns 1T S I | O

1 Son 6 ay igerisinde is ya da hobiniz geregi kirlik, calilik veya ormanlik alanlarda bulundunuz mu? (Ciftci,
mevsimlik isci, avcl, doga yiriyisi, duzenli piknik, vb.)

A O Hayir B (3 Evet (Alan ve aktivite tiirii hakkinda agiklama): .....eeeeeveevereesereeeenseneereerenenennes
2 Yasadiginiz veya calistiginiz alanda sivrisinek veya kene gibi boceklerle karsilagir misiniz ?
A (J Hayir B () Evet (Tiir ve karsilasma sikligi hakkinda agiklama) & c..eeeveeveverereseveesesneverssesennens

3 Yasadiginiz ya da ¢alistiginiz alanda (ev, isyeri, ya da sik gittiginiz bir ortamda) evcil hayvan, kiimes
hayvani ya da binek hayvanivar mi ?

A O Hayir B (D Evet  (Hayvanlarin isimIeri) fu....ueeeeueeerereeerreeenseiessesessessssessesesesessesssesens

4 Yasadiginiz veya calistiginiz alanda 6la kuslara (glvercin, serge, karga, kirlangi¢ vb.) ya da baska kanatl
hayvanlara rastladiniz mi?

A O Hayir B (3O Evet (Hayvanlarin isimleri ve karsilasma SIKIBI) t...eevveeeerereresvneerseeernseeseesnenens

5 Buglne kadar hig kene tarafindan isirildiniz mi? Ev halkinin ya da ¢alisma arkadaslarinizin herhangi
birinden kene tarafindan isirildiklarina dair duyum aldiniz mi?

A O Hayir B(JEvet ( ... yil, =)V giin ONCE) (Isirilan kisinin yakinlig:
hakkinda agiklama) & ..ccoeviviiiiiiiiiiiiii e

6 Pastorize edilmemis siit sut Grinleri (agikta satilan siit, taze peynir vb.) tiiketir misiniz ?

A (J Hayrr B (J Evet (Gida tiirii ve tiiketim sikigi hakkinda agiklama) ie...eeveeeereerereereerennenns
7 Uzun siireli yurt disinda (6zellikle Afrika, Asya, Avrupa ve Amerika Ulkelerinde) bulundunuz mu ?

A O Hayir B (D Evet (Ulke isimleri ve bulunma SUreleri) & ....veveveeereeererreesvreesereeerresesssesesseeens

8 Yurt disina giris ¢ikislarda ya da orada yasadiginiz siire boyunca hi¢ Sari humma, Kene ensefaliti asisi ya
da baska bir asi oldunuz mu?

A O Hayir B (3D Evet (Ulke isimleri ve yapilan asi iSimIEri) iuue.ereeeeseeeeseeensecreseeeresseessseseseseeens
9 Son 6 ay icinde yabani fare veya herhangi bir kemirici ile temasiniz oldu mu?

A O Hayir B (D Evet (Aciklamalar, 1SInlma durtmu)iee. .. eeveeeeeverevseeesereeseseeesseseesesens




	KAPAK- OK
	İLK SAYFALAR
	TÜM METİN.pdf
	B. Hücre Kültürlerinin Pasajı ve İdamesi
	C. Hücrelerin Dondurularak Saklanması
	D. Hücrelerin Çözülmesi


