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OZET

Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Kan Merkezine Basvuran
Donorlerde Bat1 Nil Viriisii Seroprevelansinin Arastirilmasi

Giris ve Amac: Ik kez 1937°de atesli bir hastadan izole edilen Bat1 Nil
viriisii (BNV), Flaviviridae familyasinin Flaviviriis cinsinde yer alan, yaklasik 50
nm ¢apinda, zarfli, tek zincirli pozitif polariteli RNA genomu igeren bir arboviriistiir.
1999 yilina kadar cografi dagilimi Afrika iilkeleri, Ortadogu, Hindistan, bat1 ve orta
Avrupa ile sinirli iken viriis bu yilda, ABD’de ilk kez saptanmis ve gegen zaman
icinde tiim kitaya hizla yayilarak 6nemli bir saglik sorunu haline gelmistir. BNV’ nun
yasam dongiisii baslica kuslar ve sivrisinekler arasinda gergeklesmekte olup insan, at
gibi omurgalilar bu déngiide rastlantisal konaktir. Insana baslica Culex cinsi
sivrisineklerin 1sirmasiyla bulasan BNV enfeksiyonlarinin 6nemli bir kismi
asemptomatik serokonversiyonla sonuglanmaktadir. Olgularin %]1'den az kisminda
MSS bulgulart ve ndroinvazif hastalik gelismektedir. Yeni alanlarda BNV
salginlarmin artis1, hastaligin seyrinde menenjit/ensefalit gibi ciddi vakalarin 6ne
cikmasiyla viriis yeniden 6nem kazanmig ve viriilansi artmistir. 1964 yilindan, bu
yana cesitli arasgtirmalarla iilkemizde BNV enfeksiyonu varligi gosterilmistir.
Calismamizda, saglikli bir popiilasyonda BNV seroprevalansinin saptanmasi ve kan
donorlerinde virlis aktivitesini tespit ederek ulusal verilere katkida bulunulmasi
amaclanmstir.

Materyal ve Yontem: Ocak-Nisan 2013 tarihleri arasinda Mustafa Kemal
Universitesi Hastanesi Kan Merkezi’ne bagvuran 200 kan donériine ait serum érnegi
calismaya dahil edilmistir. Serum o&rneklerinde BNV IgG ve BNV IgM antikor
varligi ELISA yontemi ile arastirilmis ve pozitif bulunan 6rneklere PCR ydntemi
uygulanmigtir

Bulgular: Calismada; 19 (%9.5) donére ait serum orneginde BNV IgG,
1 (%0.5) dondre ait serum orneginde BNV IgM antikor pozitifligi ELISA yontemiyle
saptanmistir. Pozitif 20 Ornege Kkarsilastirma amaciyla real-time PCR testi
uygulanmis, 6rneklerin hepsinde PCR negatif saptanmistir.

Sonu¢: Her ne kadar calismamizda dondrlerde BNV RNA varlig
saptanmamis olsa da seropozitifliginin saptanmis olmasi, lilkemizde dogrulanmis
BNV enfeksiyonlarinin bildirilmesi gibi nedenlerle kan/kan iiriinleriyle BNV bulas
riski olabilecegi goz ardi edilmemelidir.

Anahtar Kelimeler: Bati Nil Viriisii, kan donoérii, seroprevalans, ELISA,
PZR.



ABSTRACT

Investigation of West Nile virus Seroprevalence in Blood Donors Who
were admitted to Mustafa Kemal University Medical Faculty Blood Center

Background and Aim: West Nile virus (WNV) is which first isolated from a
patient with high fever in 1937, a member of Flaviviridae family, in Flavivirus
genus, about 50 nm diameter, enveloped, single positive polarized RNA genom an
Arbovirus. Presence of the virus was limited within African countries, Middle-East,
West and Central Europa untill 1999. In 1999, the virus has been detected in USA
and, by the time, it has spreaded all around continent and became a serious health
problem. Life cycle of WNV primary runs between birds and mosquitos but, in
vertebrates and horse like humans, are accidental hosts. WNV infections are which
spread by Culex species mosquitos bites and are usually ends by asymptomatic
seroconversions. Central Nervous System symptoms and neuroinvasive affections
appear less than 1% of the cases. Importance of virus and virulence of the agent
increased by more WNV outbreaks in new regions and serious meningitis /
encephalitis clinical cases. From 1964 till nowadays WNV’s presence has been
shown in our country by various studies. In our study, we aimed to detect the
seroprevalence of WNV in a healthy population and contribute to international
scientific database by detecting virus activity in our region.

Material and Method: 200 blood serum samples which were obtained from
blood donors that admitted to the Mustafa Kemal University Hospital’s Blood Center
between January 2013 to April 2013. Presence of WNV IgG and WNV IgM
antibodies has been investigated by ELISA and later the positive samples has been
studied by PCR method.

Results: In this study; 19 (9.5%) WNV 1gG serum samples and 1 (0.5%)
WNV IgM serum sample has been determined positive by ELISA. All 20 positive
samples were investigated by PCR method for crosscheck and all samples were
determined negative.

Conclusion: Eventhough we couldn’t detect WNV RNA presence, because
of detected seropositive results and declarations of confirmed WNV infections in our
country, risk of WNV transmission shouldn't be ignored.

Key words: West Nile virus, blood donor, seroprevalence, ELISA, PCR.



1. GIRIS ve AMAC

1937°de ilk kez izole edilen Bat1 Nil viriisii (BNV), Flaviviridae familyasinin
Flaviviris cinsinde yer alan yaklasik olarak 50 nm ¢apinda, zarfli, ikozahedral
niikleokapsidli, tek zincirli pozitif polariteli RNA genomu igeren bir arboviriistur.
Serolojik olarak Japon ensefaliti viriisi (JEV) antijenik kompleksi igerisinde
smiflanir. RNA genomu 3 adet yapisal;  kapsid (C), membran (prM/M), zarf (E)
proteini ve 7 adet de yapisal olmayan (Non-structural) NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B, NS5 proteini kodlar (1).

Yapisal proteinler, genel olarak viral partikiil olusumunda yer alirken, yapisal
olmayan proteinler viral replikasyonu, virion yapilanmasini ve konagin dogal immiin

yanitindan kagigini saglamaktadir (2).

BNV’nin dogadaki sivrisinek-kus-sivrisinek dongiisiinde, asil olarak Culex
cinsi sivrisinek tiirleri rol almaktadir (1, 3). BNV nin temel bulas1 dzellikle sivrisinek
1s1i1181 ile olur; ancak enfeksiyonun insanlara kan/kan tirlinlerinin transfiizyonu, organ
nakli, diyaliz, intrauterin veya anne siitii, perkiitan ve aerosol yol, viriise mesleki

maruziyet ile de bulasabildigi gosterilmistir (3-5).

Insanlarda BNV enfeksiyonlarmin inkiibasyon peryodu 2-15 giin arasinda
degismektedir (genel peryod 2-6 giindiir). BNV enfeksiyonlarinin 6nemli bir kismi
asemptomatik serokonversiyonla sonuglanmaktadir. Etkilenen olgularin yaklasik
%20'sinde "Bat1 Nil atesi" adi verilen atesli hastalik tablosu gelisirken, %1'den az
hastada merkezi sinir sistemi bulgulari ve néroinvazif hastalik gelisir. Ciddi
nonndrolojik komplikasyonlar insanlarda seyrektir ve myokardit, pankreatit ve

fulminan hepatiti igerir (6, 7).



Genel olarak Afrika, Orta Dogu, Asya, Avustralya ve Gliney Avrupa'da
yaygin iken son zamanlarda Amerika dahil pek cok iilkede yayilmistir. Avrupa
kitas1 ve Akdeniz'e komsu iilkelerde son iki dekadda, insan ve atlarda BNV'nin

etken oldugu agir néroinvazif hastalik olgulari ve salginlar bildirilmistir (8).

Ulkemiz komsuluklari, vektdr aktiviteleri, Asya-Avrupa hatti ve Akdeniz
havzasinda bulunan yerlesimi ile BNV icin endemik sayilan bir bdlgede yer
almaktadir. Gliniimiize kadar yapilan serolojik tarama g¢alismalarindan elde edilen
veriler, viriistin tilkemizde bulundugu ve insanlar1 enfekte ettigini géstermektedir (9).
Yakin ge¢miste 2010 yilinda Ege bolgesinde Manisa ve ¢evresinde izlenen BNV

salgini, semptomatik ve néroinvazif olgularin varligini ortaya koymustur (10).

Ulkemiz’deki varlig1 bilinmesine karsin, bolgemizde BNV seroprevalansinin
gosterildigi hayvanlarda yapilmis olan siirli sayida ¢alisma mevcut olup, insanlarda
yapilmis herhangi bir calisma yoktur. Bu calismanin amaci, Mustafa Kemal
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kan Merkezine basvuran saglikli kan
donorlerinde BNV seroprevalansinin arastirilmasi, gelecekte kan bankaciliginda
donor taramalarinda BN'V’nin de dikkate alinmas1 hususunda katkida bulunulmasi ve
tan1 koymakta zorlandigimiz klinik vakalarda BNV enfeksiyonlarinin akilda

tutulmasini saglamaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihce

BNV ilk olarak Kuzey Uganda’da atesli bir hastanin kanindan izole edilmistir
(11). 1940’11 y1llar boyunca BNV, Japon Ensefaliti (JE) ve St.Louis ensefaliti (SLE)
virlisleri arast yakin antijenik iliskiler tamimlanmuis, laboratuar kosullari altinda,
BNV’nin sivrisinekler yoluyla bulastigi gosterilmistir (12, 13). Ayrica Orta
Afrika’nin dogusunda yasayan insanlarda diger flaviviriisleri ve BNV’yi noétralize
eden antikorlarin varhigr saptanmistir (14). Misir’da 1950°li yillarin  baginda

sivrisinek, kus ve insanlarda viriisiin varligi gosterilmistir (15).

Takip eden 30 yil boyunca, BNV nin sivrisinekler yoluyla bulastigi bilgisi
saha kanitlar1 ile de desteklenmis, kuslarin viriisii yayan konakgilar oldugu
gosterilmistir (16, 17). Israil ve Giiney Afrika’da nadir goriillen néroinvaziv
hastalikla beraber, biiyiik Bati Nil atesi epidemileri olmus, Avrupa ilk defa
belgelendirilen Bat1 Nil ensefaliti salginin1 yasamig ve BNV nin bir at néropatojeni

oldugu ortaya ¢ikmustir (18-21).

[k zamanlarda diisiik patojeniteye sahip bir ajan olarak kabul edilen BNV nin
etken oldugu ve ensefalit olgularinin izlendigi epidemiler, 1951-54 ve 1957
yillarinda Israil, 1962-63 yillarinda Fransa ve 1974 yilinda Giiney Afrika’da
goriilmistiir. 1974-1994 yillart arasinda BNV enfeksiyonlarina dair mojor bir

epidemiye rastlanmazken; 1990’larin ortalarindan beri ti¢ 6nemli salgin bildirilmistir.



Bunlar;

1) insanlarda ve atlarda salgin sikliginda artis (Romanya, Morocco 1996;
Tunus 1997; italya 1998; Rusya, ABD ve israil 1999; Fransa, Israil ve
ABD’de 2000 yillarinda).

2) Insanlarda agir hastalik tablosunda belirgin artis (Romanya'da 393,
Rusya'da 942, ABD'de 73, Israil'de 419 olgu dogrulanmustir).

3) Insanlarda meydana gelen salgimlarla birlikte 6zellikle ABD ve Israil' de

cok sayida kanatli hayvan dliimleri goriilmistiir (22, 23).

1999 yilina kadar BNV’nin cografi dagilimi Afrika iilkeleri, Ortadogu,
Hindistan, bat1 ve orta Avrupa ile sinirli olmasina karsin; virlis bu yilda Amerika
Birlesik Devletleri’nde ilk kez saptanmis ve gegen zaman iginde tim kitaya hizla
yayilarak énemli bir saglik sorunu haline gelmistir (24). 2002 yilinda, ABD tarihinde
meydana gelen en biiylik arboviral ensefalit salginina yol agmis, 284 6liime sebep
olmus ve 4.156 BNV enfeksiyonu dogrulanmistir. Viriisiin Kuzey Amerika kitasina
nasil geldigi tam olarak aydinlatilmis olmamakla birlikte, New York’a uluslararasi
ucak yolculugu sirasinda tasinan sivrisinekler, tilkeye getirilen ekzotik kuslar ya da

viremili kisiler yoluyla olabilecegi diisiiniilmektedir (25, 26).

Son donemde daha Onceden diger konaklarda virlisiin varligi tanimlanmis
olan Macaristan ve Italya’da insan BNV olgular1 saptanmis; 2010 yili Temmuz-
Agustos aylarinda ise Yunanistan’da ilk kez BNV’nin etken oldugu bir salgin

bildirilmistir (27-29).

Geriye bakildiginda, 1996 Romanya salgini, endiistrilesmis diinyadaki
sehirlesmis bolgelerde epidemik BNV viral hastaliginin ortaya ¢ikisini isaret eden,
ilk salgin gibi gorinmektedir (1).

2.2. Bat1 Nil Viriisiiniin Yapisi, Genomu, Siniflamasi

BNV, taksonomik olarak Flaviviridae familyasmin Flaviviris cinsinde yer
almaktadir (1, 7, 23). Bu ailenin, hepatit C viriisii ve Dengue viriisii gibi dnemli
patojenlerin oldugu 70 {iyesi vardir (30). BNV ve JE viriisii Flaviviriis genusu

antijenik kompleksi i¢inde serolojik olarak smiflandirilmistir. Bunlar insan



patojenleri olan JE, Murray Valley ensefaliti, SLE ve Kunjin virisleridir (1, 23).
Siferik BNV partikiilii yaklasik 50 nm ¢apinda ve 110.000 niikleotidli tek zincirli
pozitif polariteli RNA genomu igeren bir arboviriistur. Niikleokapsidi ¢evreleyen
konak¢1 kaynakli cift kat lipit membrana sahiptir. Virion membrani i¢ine gomiilii
viral zarf (E) ve membran (M) proteinleri mevcuttur. Bu proteinler; konak yelpazesi,
doku tropizmi, replikasyon, immiin cevap i¢in B ve T hiicrelerinin uyarimi gibi
viriise ait 6nemli ozelliklerden sorumludurlar (1, 30). RNA genomu, kisa bir 5’
kodlanmayan (non-coding) yaklasik 100 niikleotidlik bolge ile baslar, takiben,
asagida sirasi belirtilen sekilde , 3 adet yapisal (C, prM ve E) proteini ve 7 adet de
yapisal olmayan (Non-structural, NS) proteini kodlayan tek agik okuma gercevesi
igerir.  Kapsid-membran-zarf-NS1-NS2a-NS2b-NS3-NS4a-NS4b-NS5-3  ve 600
niikleotidlik kodlanmayan (non-coding) bolge ile sona erer (sekil 1) (1).

yapisal .
proteinler  NCR yapisal olmayan proteinler NCR

CpME  NSI-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5

kapsid serin proteaz .
membran NTPaz RNA polimeraz
22 RNA helikaz

viral replikaz kompleks: NTPaz
RNA helikaz, RNA polimeraz

Sekil 1. Bat1 Nil Viriisiiniin Genomik Yapisi ve Proteinleri (1)



BNV’nin yapisal proteinlerinden C, ana kapsid proteinidir ve genomik
RNA’y1 baglar. PreM ise viriisiin bir araya gelisi sirasinda erken fiizyonu onler, ay-
rica E proteininin olgunlasmasina katkida bulunur. E proteini ise viriisiin hedef
hiicreye tutunmasi, fiizyonu ve bir araya gelmesi asamalarinda gorev alir. E ve M
proteinleri, viriise kars1 B ve T lenfosit yanitindan sorumludur. E proteini ise ayrica
viriisiin serotip spesifitesini belirler, viral hemaglutinin 6zelligi tasir ve notralizan

antikorlarin ana hedefidir (31).

Viriisiin yapisal olmayan (non-structural) proteinlerinin ana gorevi viral
replikasyon, transkripsiyonun diizenlenmesi ile konagin antiviral yanitinin
modiilasyonudur. Bunlardan NS1, viral replikaz i¢in kofaktor aktivitesi gosterir ve
infekte hiicrelerden salgilanir. NS2a ise interferon yanitin1 baskilar. NS3 proteaz,
NTPaz ve helikaz aktivitesine sahiptir (32). NS2B de NS3’iin proteolitik aktivitesi
icin kofaktor gorevi goriir. NS4a ve NS4b interferon sinyalizasyonunu modifiye eder
ve NS5 RNA bagimli RNA polimeraz enzimi ve metil transferazi kodlar (33). Viral
replikasyon sitoplazma igerisinde ve kaba endoplazmik retikulum (ER) ile yakin bir
iliski i¢inde gerceklesir, sonrasinda ise virlis ER liimeni i¢inde birlestirilir ve

hiicrenin salgisal orgenelleri kullanilarak hiicreden salinir (34).

Cok sayida tam uzunlukta genomun niikleik asit sekansi iizerinde yapilan
filogenetik analizden elde edilen veriler BNV tiplerinin iki farkli lineage’i (koken)
oldugunu gostermistir. Bunlardan lineage 1, diinya ¢apinda Bati Afrika’dan Orta
Dogu’ya, Dogu Avrupa’dan Kuzey Amerika ve Avustralya’ya (Kunjin viriis) kadar

olan bir dagilima sahipken, lineage 2 Afrika’daki enzootik tipleri igerir (35).

Lineagel’de smiflandirilan izolatlar farkli subtipler/varyantlar halinde
dagilim gostermektedir. Subtip A: Avrupa, Afrika, Orta Dogu ve Amerika, subtip B:
Avustralya( Kunjin) viriis, subtip C: Hindistan izolatlarii igermektedir. Lineage 2
ise Sahra alt1 Afrika ve Madagaskar’da bulunan izolatlari igerir. Bilinen iki major
BNV lineage’ine onemli genetik farkliliklari olan 2 yeni lineage eklenmistir.
Bunlardan lineage 3, Cek Cumhuriyeti’inde Avusturya sinirinda (Rabensburg viriis
olarak adlandirilir) Culex pipiens sivrisineklerinden, Lineage 4 ise Kafkasya’da farkli

bir viriisten izole edilmistir (36).



Lineage 1’e¢ bagli hastalik ve oOliimlerin lineage 2’ye gore daha siklikla
izlenmesi, bu genotipin virulansinin daha yiiksek oldugu varsayimina yol agmustir.
Lineage 2 ise diisiik virulansli Afrika’ya 6zgiil bir genotip olarak kabul edilmistir
(37).

Fakat yeni calismalarla, genotip 2 i¢inde siiflandirilan ve bu genotipe ait
yiiksek patojen virlislerin varliginin da gosterilmesi, bu varsayimlarin gegersiz
oldugunu diisiindiirmektedir. Giincel bilgiler, her iki ana genotip igerisinde diisiik ve
yiikksek patojen izolatlarin varligina isaret etmektedir (38). Patojenitelerindeki
farklihigin, virtisiin prM, E veya yapisal olmayan protenlerindeki spesifik bolgeleri

kodlayan niikleotidler ile iliskili olabilecegi belirtilmektedir (24).
2.3. Viriisiin Vektor ve Rezervuarlari

BNV’nin dogadaki sivrisinek-kus-sivrisinek dongiisiinde, asil olarak Culex
cinsi sivrisinek tiirleri rol almaktadir. Viriis sadece ABD’nde 29 tiirden izole edilmis
daha sonraki yillarda ise bu say1 43 tiire ¢cikmistir (1, 3). Fakat farkli tiirler de virtisiin
insanlara  gegisinde  koprii  vektorler  (bridging  vectors) olarak  rol
alabilmektedirler (39).

Avrupa ve Afrika’da Cx. pipiens, Cx. univittatus ve Cx. antennatus,
Hindistan’da Cx.vishnui complex baslica vektorlerdir. Avusturalya’da ise Kunjin

virlis 6ncelikle Cx. Annulirostris ile iletilir (5).

ABD’de yapilan caligmalar, 146 kus tiriiniin BNV ile enfekte oldugunu
gostermistir. Passeriforme takiminda yer alan kuslar (alakarga, karatavuk, ispinoz,
calt bilbiili, serge, karga) viriisiin dogada devamliliginin saglanmasinda 6nemli
goriinmektedir. Corvidae aile (kargalar, mavi alakarga) tiyeleri onceliklidir. Bu tiirlerde
viremi yiiksek diizeyde ve uzun siirelidir. Insanlar, atlar ve diger memeliler ise
vireminin ¢ok diisiik diizeyde ve kisa siireli olmasi sebebiyle, viriisii sivrisineklere
bulastirmada c¢ok etkili olmamakta, bu nedenle son konak (dead-endhost) olarak kabul
edilmektedirler (26, 39).

Sivrisinekler enfeksiyonu viremik bir konaktan beslenerek kazanirlar. Viriis

barsak duvarindan hemolenfatik sisteme gegerek internal dokularin ¢ogunda replike



olur. Tiikriik bezleri enfekte olan sivrisinek kan emerken viriisii yeni konaga
gecirirler. Enfekte kanmn alimiyla enfektivite arasindaki doneme extrensek
inkiibasyon donemi denir. Isiya bagl degiskenlik gostermekle birlikte bu siire 10-14
giin arasindadir. Insanlar da dahil memelileri 1siran ve enfekte eden ornitofilik

vektorler koprii vektorler (bridging vectors) olarak adlandirilir (26).

Diger arboviriislarla karsilastinndiginda BNV  ¢ok genis bir konak
spektrumuna sahiptir. Kuzey Amerika’da 4 yil iginde, 43 farkli sivrisinek tiiriinde
tespit edilmistir. Cok sayida sivrisinek tiiriniin vektor olabilmesi sayesinde ABD'de
hizla yayilmistir. 1999 kis1 boyunca hayatta kalabilmesi, kis1 ergin olarak gegiren
Cx.pipiens sivrisinek tiirleri ile olmustur. Cx.pipiens ornitofilik tiir olarak bilinmesine
ragmen, son ¢aligmalarda yakin tiirlerle hibridizasyonun, BNV’ nin insan dahil kus
disindaki diger konaklara gegisinde katkida bulunabilecegi tespit edilmistir. ABD'de
2000 yilinda kurulan dongii ile BNV, kuslar tarafindan farkli sivrisinek tiirlerinin
bulundugu alanlara hizla yayilmigtir. Bu durum, viriisiin daha fazla sayida omurgali
tirtiniin oldugu alanlara girmesine firsat vermis, konak tercihinde gesitlilige sebep
olmustur. Viriisiin y1l boyu ergin olarak beslenmelerini siirdiiren Cx quinquefasciatus
gibi konaklarin oldugu daha iliman bolgelere girmesi, siirekli canli kalabilmesini

garantilemistir (3).

Farkli cins ve tlirlerden yumusak ve sert keneler BNV ile enfekte
olabilmelerine ragmen, BNV iletiminde 6nemli bir rol oynamalar1 beklenmemektedir
(5). Bununla birlikte, BNV yeni ortamlara girdikge, yeni artropod tiirlerini enfekte
etme sansinin artabilecegi akilda tutulmalidir. BNV Moldavia’da, Dermacentor
marginatus ve Ixodes ricinus’dan, Macaristan’da l.ricinus’dan izole edilmis olup,
kenelerin endemik alanlarda viriisiin devamliliginda rol oynayabilecegi, epidemiler

sirasinda vektoryel dneminin olmadigi disiiniilmektedir (40).

BNV i¢in Kuslar, dogal rezervuar olup sadece Kuzey Amerika’da en azindan
111 kus tiiriniin BNV ile enfekte oldugu tespit edilmistir (1). Enfekte kuslar genelde
hayatta kalmay1 siirdiiriir ve kalic1 bagisiklik gelistirirler. Ancak bazi kus tiirlerinde
oliimler kaydedilmis, 6zellikle Corvidae ailesi i¢indeki kuslara kars1 viriistin viriilan
oldugu belirtilmistir. 1999 yaz ve sonbahar aylarinda meydana gelen BNV salgini,

insan ensefalit ve menenjit vakalarmin yani sira New York, New Jersey ve
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Connecticut’da kus 6liimleriyle sonuglanmistir. New York Halk Sagligi Departmant,
%330 karga olan 17339 kus Olimii olgusu bildirmistir.  Bu bulgular bize
gostermistir ki bir BNV salgimi dncesinde, kus 6liimlerine dayali bir gozetim sistemi
kurulmasi, salgin 6ncesinde BNV varliginin tespitinde hassas bir yontem olabilir
(41).

Virlisin farkli alanlar arasinda, gd¢men viremik kuslarla nakli olasidir.
Gogmen kuslar bu yiizden bahar gogleri sirasinda virlisiin Avrasya’nin sicak

bolgelerine girmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar (42).

Dogu yar kiirede Akdeniz ve Avrupa iilkeleri arasinda diizenli bir nakil s6z
konusudur. Amerika’da gdo¢men kuslarla hareketin ve bdyle bir enzootik dongiiniin
varligi kesin degildir. Fakat, mevsimler boyunca viriisiin aktif olusu, boyle etkili bir

kislama mekanizmasi olduguna isaret etmektedir (40).

1999 yilinda Amerika’ya giren, Kuzeydogu Amerika’da varligini siirdiiren
BNV ozellikle Amerikan kargalar1 olmak tizere yerli ve ekzotik kus tiirlerinde
onemli 6l¢iide mortaliteye sebep olmustur. 1999 New York susu ile inokiile edilen
tim kargalar 6lmiistiir. Kargalar arasinda biiyiik olasilikla oral yolla direkt gegis te
mevcuttur. Inokiilasyon yolu ile enfekte edilen kargalarin dliimlerinden 6nce viremik
olduklar1 ve ¢esitli dokularinda yiiksek titrede viriis varligi saptanmistir. 1999 yili
Agustos-Aralik aylar1 arasinda 262’si Amerikan kargasi olmak {izere sahadan

toplanan 295 6lii kusta BNV enfeksiyonu varligi dogrulanmustir (41, 43).

Su kuslar1 ve sulak alanlar gevresindeki kus popiilasyonlar i¢inde yiiksek

aktivitede BNV sirkiilasyonu oldugu da goriilmistiir (40).

Bircok memeli tiirii viriise duyarlt olsa da, dogal hastalik simdiye kadar
yalnizca insan ve atlarda gosterilmistir. ABD’de 1999-2000 yillar1 boyunca, bir¢ok
memeli tlirtiniin (insan, at, kedi, tavsan, kokarca, iki sincap ve iki yarasa tiirii) dogal
olarak enfekte oldugu kaydedilmistir. Sivrisineklerle raslantisal olarak enfekte
olabilecegi ileri siiriilmiis olan, duyarli memeli tiirlerinin BNV bulagma dongiisii

icinde bir rollerinin olup olmadig: belirlenememistir.



Ik niikleotid dizi analizleri, New York 1999 prototipinin dizisi ile Dogu
Amerika kiyilarinda bulunan suslarin neredeyse ayni oldugunu gostermistir. Genetik
varyantlar ile yapilan son g¢alismalara gore, 6zel bir varyant tizerinde kuvvetli bir
secilim yoktur, viriisiin Kuzey Amerika’da ilerlerken genetik bir siiriklenmeye
ugradig1 diisiiniilmektedir. Bugiine kadar Kuzey Amerika’daki izolatlar arasinda
herhangi bir fenotipik farkliligin seleksiyonuna dair bir kanit yoktur. Farkli BNV
suslarinin Kkargalar {izerindeki potansiyel viriilans farkliliklarini arastirmak igin
yapilan ¢alismalarina gore; Amerika kargalar1 (Corvus brachyrhynchos), hem Kenya
ve Avustralya (Kunjin) eski diinya BNV suslart ile hem de Kuzey Amerika susu
(NY99) ile inokiile edilmis; NY99 genotipinin kargalarda daha yiiksek viremi
diizeylerine ve 6liime neden oldugu kaydedilmistir (40, 44). Bu sonuglar, BNV deki
genetik degisikliklerin Kkargalara virulan fenotipten sorumlu olabilecegini ve
kargalardaki artmis replikasyonunun BNV’yi Kuzey Amerika’ya yayabilecegini
diistindiirmektedir (44).

Bati Nil VirGsli Bulasma Dongusu

insandan insana Gegis
(kan transfizyonu,
K organ transplantasyonu,

transplasental gecis,

Kuslar olasi anne siitii ile gecis)
Aa aner.k e Aiis
vektor e_rl‘joon 71S vektdr
sivrisinekler siius sivrisinekler
4 Rastlantisal konaklar
Kuslar <

Kopru vektor sivrisinekler

Sekil 2. Bat1 Nil Viriisiinun bulagsma dongtsii (25)
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2.4. Tiirkiye’de BNV Epidemiyolojisi

Tirkiye, BNV i¢in endemik sayilabilecek bir bolgede bulunmaktadir. Vektor
kapasitesine sahip gesitli sivrisinek tiirlerinin varligi da bilinmektedir. Anadolu’da
insanlarda ve hayvanlarda BNV maruziyeti ti¢ dekattan uzun siiredir arastirilmaktadir
(9). Ulkemizde insan arboviriis enfeksiyonlarina iliskin ilk ¢alisma, 1964 yilinda
Refik Saydam Hifzisihha Enstitiisii’'nden Heperkan ve Ari tarafindan yapilmigtir. Bu
calismada Izmir, Erzurum, Adana ve Diyarbakir’dan toplanan 559 serum drneginde
hemagliitinasyon inhibisyon yontemiyle antikor arastirilmis, sonug olarak BNV veya
buna benzer bir viriisle meydana gelen bir hastaligin iilkemizde de mevcut oldugu
tespit edilmistir. Yapilan ¢alismada yasin ilerlemesiyle seropozitifligin arttigi ve
olgularin bildirimi zorunlu hastaliklar arasina alinmasinin uygun olacagr da

belirtilmistir (45).

1966 yilinda Serter F. tarafindan izmir ve civarinda menengial bulgularla
gelen hastalarin 1/3’iniin viral oldugu ve bunlarin ¢ogunlugunun da Arboviriislar
tarafindan olusturuldugu klinik ve laboratuar kanitlariyla bildirmistir (46). Radda
tarafindan 1971°de 214 evcil hayvan ve serbest yasayan fare iizerinde yapilan
calismada ¢esitli artropod kaynakli virlise karst antikor arastirilmis ileri dogrulama,
viriis ndtralizasyon testi ile yapilmistir. Bu ¢alismada BNV maruziyeti koyunlarda

Ankara’da 9/45, Hatay’da 1/110 olarak saptanmustir (9).

Insanlarin BNV maruziyetine dair ilk rapor ise Bati Anadolu ve Giineydogu
Anadolu’nun cesitli illerinde hemaglutinasyon inhibisyon testi kullanilarak antikor
aranmasi i¢in yapilan ¢aligmalardan gelmistir (Ari 1972, Meco 1977). Her iki
calismanin sonuglar1 virlis notralizasyon testi ile dogrulanmistir. Calismalarda elde
edilen yiiksek oranlar, gruba 6zgiil antikor varligi seklinde rapor edilmistir (9, 47).
Bu ¢alismalarda elde edilen veriler biiylik olasilikla, Flaviviritisler arasinda izlenen ve
hemaglutinasyon inhibisyon yontemi gibi gruba 6zgiil testlerde ortaya ¢ikan antijenik

capraz reaksiyonlara baglidir (48).

1980°de Serter’in Ege bolgesinde insanlarda BNV maruziyetine iliskin
calismasinda, toplanan serumlarmm 231’inde vyani %21.5’inde ndtralizan

immiinglobiilinler gosterilmistir (49).
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Ozkul ve arkadaslarmin 2005 yilinda yaptiklar Tiirkiye’yi temsil eden Hatay,
Adana, Antalya, Mugla, izmir, Sanlurfa Bursa ve Ankara’y1 igeren 10 ilden insanlari
ve ¢esitli hayvanlar1 kapsayan bir seroepidemiyolojik calismada toplanan 764
serumda BNV’ye karsi gelisen notralizan antikorlarin varligi aragtirilmistir. BNV
seropozitiflikleri biiylikbas hayvanlarda %4, kopeklerde %37.7, atlarda %13.5,
katirlarda %2.5, insanlarda %20.4 ve koyunlarda 1% oranlarinda bildirilmistir (50).

Sonug olarak memelilerin biiyiik ¢ogunlugunda BNV yada iliskili bir viriise
maruziyet gosterilmistir. Bu durum aktif hastalik yoklugunda viriisiin uzun dénem

varligini stirdiirmesine baglanabilir (9).

Bir baska ¢alismada 2007 yilinda, seropozitiflik %16 olarak bulunmus ve bu
calisma sonucunda iilkemizde vektor aktivitesi ile dogru orantili olarak insanlarda
olast BNV enfeksiyonlarinin varligr gosterilmistir (51). Orta Anadolu bolgesinde

yapilan bir calismada 2516 kan donériinde seroprevalans %0.56 olarak saptamistir

(52).

Manisa Devlet Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 Klinigi’nde 2010 yili
Agustos ayinda nedeni agiklanamayan viral ensefalit 6n tanili hastalarin laboratuvar
tetkikleri “Bati Nil Virlis Enfeksiyonu” tanisi ile sonuglanmistir. 08.09.2010
tarihinde yapilan ilk resmi agiklamanin ardindan 3’4 6lmiis olan toplam 7 vaka,
14.09.2010 tarihinde Saglik Bakanhigi tarafindan Diinya Saghk Orgiitii’ne
bildirilmistir. Boylece Tiirkiye’den ilk defa resmi yolla “Bat1 Nil Viriis Enfeksiyonu”
bildirimi yapilmustir (53).

Ulkemizde oldugu gibi komsumuz Yunanistan’da da 2010 Yili Temmuz bas:
ile 22 Agustos aylar1 arasinda Orta Makedonya, Kuzey Yunanistan bolgesinde, yas
ortalamasi 70 olan 81 kiside BNV néroinvaziv hastaligi kaydedilmistir (29).

Yaz sezonunda (2010 yili) Yunanistan, Romanya, Tiirkiye, Israil ve
Rusya’daki olgularm yani sira Macaristan’da 19 dogrulanmus olgu, Ispanya’da
atlarda BNV salgmini takiben Italya’da iki insan olgusu saptanmustir. 2010°da
Yunanistan’da meydana gelen salgin sirasinda Avrupa bolgesinde ilk kez BNV
lineage 2; kan dondrlerinde, Cx. pipiens tiirii sivrisineklerde ve kuslarda tespit
edilmistir. Tespit edilen sus Macaristan 2004 susu ile %99.6 oraninda benzer
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bulunmustur. Agustos 2010°daki bu salginda 81’1 Batt Nil néroinvaziv hastaligi, 18’1
hafif semptomlu hastalar olmak iizere 99 vaka bildirilmis, 81 noroinvaziv vakadan
39’u dogrulanmistir (29, 54). Romanya’da 49 konfirme olgu; Tirkiye’de 35
muhtemel, 12 konfirme olmak iizere toplam 47 olgu ve Rusya’da ise toplam 413

konfirme olgu saptanmustir.

Bu iilkelerin hepsinde olgularin Temmuz-Ekim aylar1 arasinda pik yaptigi
saptanmigtir.  Yunanistan’da salgin siliresinde atlarda BNV IgM antikorlar
arastirlmis ve %19.5 olarak bulunmustur. Izmir’de iki atta BNV enfeksiyonu

saptanmig ve dogrulanmistir. Rusya’da Agustos 2010 ‘da Culex cinsi sivrisineklerin

sayisinda yillik ortalamaya gore artis oldugu belirlenmistir (46).

= Source Data EplSouth Countries, and Mo H for non- Epi South Countrias / Map EpiSouth
v f&’.w insan vakalan
A BN e ,4'4 Yeni BNV Sirkiilasyonu
e L
B Bilgi beklenen @® 1 nokta= 1 insan vakasi
b [Z21  Yeni BNV yok
- SN DRMYO H BNV vakalari (atlar/ kus|
) [ Yeni BNV sirkiilasyonu it Gl
P S ) =
o o0 e (] Bilgiyok ] Yeni etkilenmis bolge
S

Sekil 3. Yeni BNV sirkiilasyonu olan tilkeler ve komsuluklari (Rusya ve Macaristan) (53)

13



Pussia,
“olgograd region,
i humans

’ Greece, Central
Macedonia i
province, humans |

Morocco,
Benslimane
province, horses

Sekil 4. BNV Salginlar1 ve Ana G6¢ Yollar1 (53)
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2.5. Bulasma Yollar:

BNV’nin temel bulas1 6zellikle Culex cinsi sivrisinek 1sirigi ile olur; ancak
enfeksiyonun insanlara sivrisinek aracili olmayan yollar (kan/kan {iriinlerinin
transflizyonu, organ nakli, diyaliz, intrauterin veya anne siitii, perkiitan ve aerosol

yol, viriise mesleki maruziyet) ile de bulasabildigi gosterilmistir (3-5).
2.5.1. Kan Transfiizyonu

BNV kan kaynaklarmin giivenilirligini tehdit eden, transfiizyonla bulasan
onemli patojenlerden biri olarak ortaya c¢ikmistir (55). Risk Kkarsilagtirmasi
yapildiginda BNV’nin transflizyonla bulasma riskinin HIV ve HCV bulagsma
riskinden 2000 kat, HBV bulasma riskinden 200 kat daha fazla oldugu
belirtilmektedir (56).

ABD’de 2002 yilinda meydana gelen BNV salgini sirasinda, 16 viremik kan
dondriinden trombosit siispansiyonu, eritrosit silispansiyonu veya plazma alan 23
kiside transfiizyon sonrasi bulas oldugu tespit edilmistir. Transfiizyon sonras1 2-21
giin igerisinde 15 alicidda BNV ile iligkili hastalik gelismistir. Diisiik viremi seviyesi
saptanan bu donoérlerin hig birisinde kan bagis1 sirasinda saptanabilir diizeyde BNV
IgM bulunmamustir. Diisiik diizeyli ve kisa siireli vireminin goriildiigii asemptomatik
enfeksiyonlarda BNV kan ve kan fdriinleriyle bulasabilmekte ve BNV

seropozitifliginin arastirilmasi bulasi 6nlemede yetersiz kalmaktadir (57).

Food and Drug Administration (FDA) kurulusu 2003 yilinda kanlarin
potansiyel kan donorleri agisindan taranmasini istemistir. Bunlar kan bagisindan
sonraki 28 giin i¢inde ates ve bas agrisi olanlar olarak tanimlanmistir. Kan alip sonra
hastalanan kisilere verilen kanlarin donérleri de taranmistir. Hastalarin ancak
%20’sinde semptomlar ortaya ¢iktigi i¢in bu ¢alismalar etkisiz olmus, daha sonra
tarama icin niikleik asit testlerinin (NAT) kullanilmasi gerektigini vurgulamistir (58).
FDA onay1 alan NAT, asemptomatik viremik dondrlerin taranmasinda kullanilmaya
baslanmigtir. ABD’de 2003 yili Haziran ay1 sonu Eyliil ay1 ortalar1 arasinda tiim
sivil kan bagislar1 BNV i¢in taranmistir. 2.5 milyon kan bagisinin 489’unda NAT
reaktif saptanmis, viremik kan bagis¢isi olarak degerlendirilmistir. Viremik
donorlerin yaklagik %90’1 asemptomatik olup sadece iki kiside BNV iliskili
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meningoensefalit gelismistir. Bu enfekte kan firiinlerinin gozden kacgirilmasinin
sebebinin diisiik viremi seviyesine mi yoksa test etkinligine mi bagli oldugu
bilinmemektedir. BNV infeksiyonunun sik oldugu bélgelerde vericiler dogrudan
NAT ile taranabilir (59, 60).

2.5.2. Organ Nakli

Agustos 2002°de ortak bir dondrden organ nakli yapilan 4 kiside ates
saptanmig, 3’linde meningoensefalit klinigi gelismistir. Dort alicida da BNV
enfeksiyon tanist konulmustur. Organ dondriinden alman serum ve plazma
orneklerinde PCR yontemi ile BNV tespit edilmistir. Organ donérii daha 6nce 63
vericiden kan almig ve daha ileri arastirmalarda kan verenlerin bagis sirasinda

viremik oldugu bulunmustur (61).
2.5.3. Emzirme

Ekim 2002 de post partum kanama nedeniyle bir kadin hastaya kan
transfiizyonu yapilmis ve hastada meningoensefalit gelismistir. Hastada BOS’da
BNV spesifik IgM pozitif olarak bulunmustur. Hasta bebegini emzirmis ve
dogumdan 16 giin sonra alinan siit 6rneginde PCR ile BNV tespit edilmis, siit BNV
IgG ve IgM acisindan pozitif bulunmustur. Yeni dogan afebril ve saglikli olarak
kalmistir ancak bebekten 25. giinde alinan serumda BNV IgM pozitif bulunmustur.
Bebegin ¢ok az dis ortamda kalmasi ve diger sivrisinek kaynaklarindan uzak olmasi
anne siitiiniin enfeksiyon kaynagi oldugunu diisiindiirmektedir. Bu bilgiye ragmen

anne siitiiniin faydalarindan dolayz siit kesilmemelidir (62).
2.5.4. Transplasental Gegis

Yine Agustos 2002°de 20 yasinda gebe acile BNV meningoensefaliti ile
uyumlu semptomlarla bagvurmus; BOS ve serum Orneklerinde BNV IgM pozitif
bulunmustur. Hasta 5 hafta sonra dogum yapmis, yenidoganda serolojik olarak BNV
enfeksiyonu kanitlamis, bilateral koryoretinit ve MRI’da temporal ve oksipital
loblarda beyaz cevher kaybi gozlenmistir. Gebeler bu acidan BNV ve diger
sivrisinek kaynakli bulaglar agisindan Onlem alinarak izlenmelidir. Siipheli

durumlarda gebe hemen taramaya alinmalidir. Asemptomatik gebelerde veya
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yenidoganlarda ise tarama testleri tavsiye edilmemektedir. Ciinkii enfeksiyonun
tedavisi i¢in 6zel bir tedavi se¢enegi bulunmamaktadir. BNV antikoru 1 yil siireyle

pozitif kaldigindan enfeksiyonun ne zaman gelistigi tam olarak kestirilememektedir

(63).
2.5.5. Laboratuvardan Bulas

Iki laboratuar ¢alisan1 2002 yilinda otopsi sirasinda el yaralanmasi sonucunda
enfekte olmus, her iki hastada da bagka bir risk faktorii saptanmamistir. Hastalik
hafif kendi kendini sinirlayan bir seyir goOstermis ve tamamen iyilesmistir.
Laboratuvar calisanlar1 6zellikle salgin donemlerinde yiiksek risk altindadirlar.

Kesinlikle 6nlem alinarak ¢alisilmalidir (7).
2.6. Patogenez ve Patoloji

Vakalarin biiyiik cogunlugunun asemptomatik veya subklinik seyretmesi ve
laboratuar tarafindan dogrulanmis insan olgu sayisinin azlig1 nedeniyle insanlardaki
BNV patogenezini tam olarak anlamak zordur. Daha ¢ok rodent modelleri BNV

yayilim ve patogenez mekanizmasina 1sik tutmustur (33).

BNV enfeksiyonu flaviviriis benzeri patogenez gosterir. Viriis replikasyonu
ve yayllmasinda konakg¢1 ve vektor iliskisi onemli yer tutar ve vektorlerin ¢ogunda
patolojik degisiklik yapmaz. Sivrisinekler beslenmek amaciyla infekte konak¢idan
kan1 emerler. Kan yolu ile alinan viriis ilk olarak sivrisineklerin mesenteriyal epitel
hiicrelerini enfekte eder ve ¢ogalir. Daha sonra tiikriik bezlerinde ¢ogalmaya devam

ederek buradan konakgiya 1sirma-sokma yolu ile subkutan olarak girer (64).

Periferal inokiilasyonu takiben ilk replikasyon yeri subkutan Langerhans
dendritik hiicreleridir. Bu hiicreler lenf nodlarina direne olur (33). Dendritik hiicreler
bolgesel lenf digiimlerini infekte ederken interferon tip 1 ve tip 2 salgilayarak
kontagiyoz yayilmayi sinirlandirir. Enfekte lenf diigimlerinde viriis makrofajlar, B
hiicreleri, folikuler dendritik hiicrelerin yer aldig: hiicrelerde replike olur. Daha sonra
enfeksiydz virlis afferent kanallara c¢ikar ve torasik kanal aracilifiyla dolasima
katilarak primer viremi olusturur (64). Viremi viicuttaki dalak, bobrek gibi periferal

dokularin enfeksiyonu ile sonuglanir (33). Viremi birka¢ giinde sonar erer ve bu
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durum tipik olarak BNV IgM antikorlarinin olugmasiyla sonuglanir (46). Viremi
esnasinda bir ¢ok ekstranéral doku hematojen yolla viriis tarafindan enfekte edilir ve

bu dokulardan viriisiin salinimi viremiyi devam ettirir (64).

Viriisiin MSS’ne penetrasyonu toll-like resptorlerin uyarilmasini, kan beyin
bariyeri permeabilitesini artiran TNF-o’nin artisin1 takiben olmaktadir. BNV
ozellikle beyin derin ¢ekirdeklerinde, gri cevherinde, beyin sapinda ve spinal kordda
noronlar1 direkt olarak enfekte eder. By-stander sinir hiicrelerinin kollateral
destriiksiyonu paraliziye katkida bulunur. Oliimciil olmayan BNV enfeksiyonlarinin
bliyiik ¢ogunlugu konak immiin yanit1 ile temizlenebilmesine ragmen virlis bazi

vertebrali konaklarda kalic1 olabilmektedir (24).

Viriis sinir sistemine ulastigi déonemde hiicrelerde fonksiyon bozuklugu ve
erimeye, dokularda yangiya neden olur. Viriisiin beyine girisi, viremik faz
strasindadir. Oliimciil BNV enfeksiyonunun patolojik bulgulart beyinde yaygmn bir
yangi ve spinal kordonda kiiciik hemorajilerle yaygin bir néronal dejenarasyondur.
BNV enfeksiyonunda sekillenen meningoensefalitten 6len dort hastanin postmortem
patolojik bulgularmin perivaskiiler ve leptomeningial kronik bir yangi, mikrogliyal
nodiiller, 6zellikle temporal loplar ve beyin alt taraflarini i¢ine alan ndronofaji
seklinde oldugu belirtilmistir. Bu bulgularin polio benzeri paraliziye sahip hastalarin

spinal kordonlarinda da goze garptigi vurgulanmustir (64).
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Sekil 5. Bati1 Nil Viriisii yayilmasi ve bagisiklik sistemi kontroli (33)

2.7. Klinik

Insanlarda semptomatik BNV enfeksiyonunun klinik spektrumu kuzey ABD

epidemisi sirasinda daha iyi tamimlanmustir. Insanlardaki BNV enfeksiyonunun
%80’ asemptomatik seyretmektedir. Semptom gelisenlerin ¢ogunda kendi kendini
siirlayan Bat1 Nil Atesi olarak isimlendirilen hafif atesli bir klinik tablo gelisir.
Semptomlar akut baslangicl atesle birlikte bas agrisi, yorgunluk, halsizlik, kas agrisi

ve gligsiizliikle karakterizedir. Gastrointestinal semptomlar, govde ve ekstremitelerde
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gecici  makiilopaptiler dokiintiiler de rapor edilmistir. Hastalarda yaygin
lenfadenopatide sik rastlanan bir bulgudur (7, 24).

Yakin zamanda yapilmis bir takip ¢alismasina gore konsantrasyon bozuklugu
ve boyun agris1 yada sertli§i ayrica énemli semptomlar olarak bulunmustur. Bu
caligmada 98 hastanin %31°i hastaneye yatirilmis, %79’u hastalig1 nedeniyle okula
yada ise gidememis ve tamamen iyilesene kadar gecen siire ortalama 60 giin olarak
saptanmigtir. Bu sonuclar gostermektedir ki norolojik semptomlar olmadan dahi

BNV enfeksiyonu énemli bir halk sagligi problemine neden olabilmektedir (24).

Insanlarda BNV enfeksiyonlarmin inkiibasyon periyodu 2-15 giin arasinda

degismektedir (genel periyod 2-6 giindiir) (7).

Insanlarda klinik tablo asemptomatik enfeksiyondan sekelle sonuclanan ciddi
norolojik hastaliklara kadar degismektedir. Seroepidemiyolojik ¢alismalar; BNV ile
enfekte her 150-300 insandan yaklasik 30’unda Bat1 Nil Atesi gelistigini, 1’inde ise
ciddi norolojik hastalik tablosunun olustugunu bildirmektedir (55).

BNV enfeksiyonlarindan néroinvazif hastalik, semptomatik enfeksiyonlar
icerisinde goreceli olarak daha az siklikta meydana gelmekte; genellikle menenjit,
ensefalit veya poliomiyelit benzeri paralizi seklinde semptom vermektedir. Bunun
disinda daha nadir olmakla birlikte duyu bozukluklari, tremor/Parkinsonizm, ataksi,
kraniyal sinir bulgulari, optik norit ve poliradikiilopati de tanimlanmistir. Merkezi
sinir sistemi (MSS) enfeksiyonu olarak rapor edilen olgu sayisi; bu enfeksiyonlarin
kayit altina alinmasi, semptomlarin daha belirgin olmasi ve saglik kuruluslarina

bagvurma durumunun daha sik olmasi nedeniyle daha fazla olabilmektedir (65).

Ileri yas enfeksiyon sonrasi gelisen ciddi ndrolojik hastalik agisindan en
anlamli risk faktoriidiir; 50 yas ve istii kisilerde risk belirgin sekilde artar. 1999 New
York salgini sirasindaki atak oranlarinin analizi gostermistir ki ciddi ndrolojik
hastalik insidans1 0-19 yas arasi kisilerle kiyaslandiginda, 50-59 yas arasi kisilerde
10 kat ve 80 yas ve istii kisilerde 43 kat daha fazla bulunmustur (66). Eriskinleri ve
ileri yastakileri etkilemesi, ensefalit olgularinin %10’unun 6liimle sonlanmasi1 BNV

enfeksiyonlarmin 6nemli bir 6zelligidir (67).
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Ileri yas ve organ transplantasyon sonrasi immiinsupresyon diginda agir
noroinvaziv BNV hastalig1 i¢in baska risk faktorleri heniiz tanimlanmamistir. Altta
yatan hipertansiyon, serebrovaskiiler hastalik, diyabet olas1 predispozan faktorler
olarak diislintilebilir. Agir hastalik i¢in genetik yatkinlik farelerde tanimlanmis

olmakla birlikte heniiz insanlarda agiga kavusturulamamaistir (5).

BNV enfeksiyonlarinda  hepatit, pankreatit, miyokardit, pndmoni,
rabdomiyoliz, orsit, koryoretinit gibi norolojik olmayan bulgular da ortaya
¢ikabilmektedir. Kuzey Amerika’da baz1 hastalarda kardiyak disritmi de saptanan
bulgular arasindadir (24, 65).

2.8. Bat1 Nil Atesi Vaka Tanim
2.8.1. ICD 10 Tam Kodu: A92.3
2.8.2. Klinik kriterler

Bagka bir nedenle agiklanamayan ensefalit tablolarinda BNV de etken olarak
diistiniilmelidir. BNV menenjit, ensefalit veya meningoensefalite neden olabilir.

Asemptomatik olarak da gegirilebilmektedir.
2.8.3. Laboratuvar kriterleri

Laboratuvar tarafindan kesin vaka tanisi i¢in asagidakilerden herhangi birinin pozitif

olmast:

* Kandan veya BOS’tan BNV ’nin izolasyonu

» Kanda veya BOS’ta BNV niikleik asidinin tespiti
* BOS’tan BNV spesifik (IgM) antikor cevabi

» Kanda, BNV yiiksek IgM titresi ve BNV IgG tespiti ve konvalesan donemde 4

katlik artisin gosterilmesi veya IgM ve IgG’nin nétralizasyonla dogrulanmasi.
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Laboratuvar tarafindan siipheli vaka tanis1 i¢in:

Serumda BNV spesifik IgM ve yiiksek titrede IgG antikor cevabinin
gosterilmesi. (Antikorlar arasi ¢apraz reaksiyon oldugu i¢in tek basina antikor cevabi

stipheli karsilanmalidir).

Laboratuvar sonuglar1 degerlendirilirken diger flaviviriis ve arboviriis ailesi
igerisinde yer alan etkenlere yonelik asilama yapilmissa ¢apraz reaksiyon agisindan

g0z Oniine alinarak yorumlanmalidir.
2.8.4. Epidemiyolojik kriterler
Asagidakilerden en az birinin olmasi

* Hayvandan insana bulags (BNV’nin endemik oldugu, at veya kuslarda ge¢isinin

gosterildigi bolgelerde iken sivrisinek 1siriklarina maruz kalmak)
» Insandan insana bulas (vertikal bulas, kan transfiizyonu, transplantasyon)
2.8.5. Vaka siniflamasi
Olas1 vaka:

Ensefalit bulgusu olan bir vakada asagidakilerden en az birinin olmasi,
* Epidemiyolojik baglanti
* Olas1 vaka i¢in laboratuvar testlerinin pozitif olmasi.
Kesin vaka:

Laboratuvar tarafindan kesin vaka konfirmasyonunun gosterilmesi.
2.8.6. Bildirim sekli

Sentinel olarak (C Grubu) belirlenecek laboratuvarlardan kesin vakalar en

hizli iletisim araci ile ivedilikle bildirilir (53).
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Bat1 Nil Viriis Enfeksiyonlan
Vaka Yonetim Algoritmasi Ve Ornek Gonderme Kriterleri

Bagka bir nedenle agiklanamayan ve genellikle ates oykiisi ile
birlikte sevreden ensefalit, menenjit ve myelit belirti veva
bulgularindan en az biri olan hasta

s ~

2.ve 3. basamak saghk kurulusuna

1. basamaksaglik kurulusuna l?agvuran hastalar: G
basvuran hastalar2. basamak * Enfeksiyon Hastaliklar: ve Klinik
saglik kurulusuna sevk edilir. S Mikrobiyoloji / Dahiliye / Néroloji /
Pediatni Uzmani tarafindan
degerlendirilir.
*Hasta yatinlir.

*Destek tedavisi baslanir.
* Vaka bilgi formu doldurulur.

/

Hastalardan serum (en az 2 cc) ve/veya
BOS oOmekleri almir. Alman dmekler
soguk zincir kosullarmnda Halk Saglig:
Miidiirliigiine form ile birlikte iletilir.

l

Halk Sagligs Mudiirliigii Bulasic: Hastaliklar Birimi tarafindan. gelen dmege ait vaka bilgi
formu kontrol edilir, varsa eksik bilgiler tamamlanir ve alinan 6rmek veya drnekler soguk zincir
kosullarma uyvularak THSK Mikrobivoloji Referans Laboratuvarlars Daire Bagkanliinm
asagida verilen adresine gonderilir. Vaka Bilgi Formu elektronik olarak doldurulup
zoonotik vektorel@thsk gov.tr ve viral.zoonoz@thsk gov.tr e-posta adreslerine iletilir ve bir
niishast numune ile birlikte Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlar: Daire Baskanligi'na, diger
niishas: ise Zoonotik ve Vektorel Hastaliklar Daire Bagkanligi'na gonderilir.

Sekil 6. Saglik Bakanligi Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu Bagkanligi BNV enfeksiyonlar1 vaka
yOnetim algoritmasi ve 6rnek gonderme kriterleri (68)
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2.9. Tam

Tani, klinik siiphe ve spesifik laboratuvar testlerinin  sonuglarina
dayanmaktadir. BNV enzootik aktivitesi veya yerel insan vakalarinin varlig
durumunda Klinik siiphe daha da yiikselmelidir. Yaz sonu veya sonbaharin erken
donemlerinde yada sicak iklime sahip yerlerde yilin herhangi bir doneminde ates, bas
agrisi, kas giicslizliigii, eritematdoz dokiintiisii olan agiklanamayan ensefalit veya
menenjit bulgulart mevcut hastalarda BNV enfeksiyonu akilda tutulmalidir. Tam kan
saymmi, BNV igin serolojik testler, BOS da hiicre sayimi, glukoz ve protein diizeyi
tetkikleri ve endikasyonu varsa, norolojik  goriintiileme ve elektrodiagnostik

yontemler ilk yapilacak laboratuvar testleri olmalidir (25, 66).

Rutin  klinik laboratuvar testleri BNV enfeksiyonunun birgok viral
enfeksiyondan ayrimimi yapamamaktadir. BNV enfeksiyonlarinin tanisinda genel
olarak viriisiin izolasyonu, viral antijenler ya da niikleik asidin saptanmasi ve viriise
kars1 olusan 6zgilil immiin yanit gosterilmeye c¢alisilmaktadir. Hiicre kiiltiirlerinde
tiretilebilen diger virtislerde oldugu gibi viriisiin izolasyonu, BNV igin de altin
standart yontemdir. Fakat yiiksek viremi izlenen vektorler ve kuslar disinda,
insanlarda gelisen viremi disiik diizeydedir ve bu nedenle izolasyon g¢alismalar

genellikle olumlu sonug¢ vermemektedir (24, 69).

Hastalarda hafif 16kositoz veya lokopeni saptanabilir. Ozellikle ensefalitili
hastalarda olmak tizere hafif diizeyde hiponatremi bazi hastalarda saptanabilir. BNV
meningoensefalitli hastalarin BOS’larinda hafif lenfosit agirlikli pleositoz, hafif-orta
diizeyde protein artis1 ve normal glukoz seviyeleri olabilir (7, 59).

Eger 6rnekler uzun siire saklanacak ise, canli viriis ve niikleik asit miktarimni
diisirmemek i¢in —70 °C’de dondurularak saklanmahidir (70). Sadece antikor
bakilacak ornekler ise oda sicakliginda 48 saat saklanabilir. Viriis immiinkompetan
atesli hastalarin kanlarinda 10 giin ve altindaki stirelerde, immiinsiiprese hastalarin

kanlarinda ise enfeksiyonun 22-28 giin sonrasina kadar izole edilebilmektedir.

Viremi 4-8. giinlerde pik yapmakla birlikte, diisiik titrelerde (10%/mL)
saptanabilmektedir. Gaita, idrar ve bogaz siriintii Orneklerinden viriis izole
edilememistir. BNV’ye bagli MSS enfeksiyonu tanisi seroloji, polimeraz zincir
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reaksiyonu (PCR), BOS'dan viriis izolasyonu ve beyin biyopsi dokusundan
immiinohistokimyasal (IHK) testler ile konulur. Bu testlerden PCR veya BNV
spesifik IgM, kan veya BOS orneklerinden c¢alisilabilir. Fakat serolojik ve
immiinohistokimyasal sonuglar diger flaviviriisler ile ¢apraz reaksiyon olabilmesi
nedeniyle yaniltic1 olabilmektedir. Bu nedenle pozitif IgM sonuglari plak rediiksiyon
notralizasyon antikor testi (PRNT) ile dogrulanmalidir. BNV ye karsi olusan antikor
titresi enzim immiinassay (EIA), kompleman fiksasyon, nétralizasyon ve
hemagliitinasyon inhibisyon testleri ile gdsterilebilir. Immunohistokimyasal testte

nekroskopi ve formalinle sabitlenmis biyopsi materyalleri kullanilmaktadir.

1. EIA ile serum IgM titresinde akut ve konvelesan donem arasinda 4 katlik titre

artisi.

2. Doku, kan, BOS veya diger viicut sivilarindan viriisiin izolasyonu, viral genin

veya antijenin bu 6rneklerden tespit edilmesi.

3. EIA sonucunun PRNT ile dogrulanmasiyla BOS veya serumdan BNV spesifik
IgM antikorunun tespit edilmesi gibi, sayilan bulgulardan en az biri ile BNV

enfeksiyonu dogrulanmalidir (71).
2.9.1. Serolojik testler

BNV’ye bagli enfeksiyonlarin teshisinde siklikla serolojik inceleme
yontemleri kullanilmaktadir (72). BNV antikorlarinin saptanmasi i¢in IgM-antikor
yakalama enzim immiinoassay (MAC-ELISA), indirekt IgG ELISA, indirekt
fluoresan antikor testi (IFAT), plak rediiksiyon noétralizasyon testi (PRNT) gibi
yontemler kullanilmaktadir. Hemaglutinasyon inhibisyon ve kompleman birlesmesi
gibi testler ise gruba 6zgiil ve total antikorlar1 tespit etmeleri, duyarliliklarinin daha
diisiik olmas1 nedeniyle kullanimlart yaygin degildir. ELISA ve IFAT ydntemlerine
dayanan farkli testler gelistirilmis olmakla birlikte antijen kaynagi ve test
platformuna bagli olarak duyarlilik ve 6zgiillikleri farkliliklar gostermektedir. PRNT
yontemi ise, virlisiin hiicre kiiltiirlerinde olusturdugu sitopatik etkinin 6nlenmesi
esasmna dayali, antikor Ozgiilliigiiniin belirlenmesinde kullanilan bir dogrulama

testidir. Klinik olarak BNV diisiiniilen vakalarin serum ya da BOS orneklerinde
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MAC-ELISA yontemi ile IgM antikorlarinin saptanmasi, akut BNV enfeksiyonunu
gosteren onemli bir bulgu olarak kabul edilmektedir (24, 38, 73).

Semptomatik olan BNV enfeksiyonlarmnin biiylik bir kisminda 2-8 giin
sonrasinda IgM antikorlar1 pozitif olarak saptanmaktadir, 2 hafta yiiksek diizeyde
seyrettikten sonra birka¢ hafta yada ay icerisinde kaybolmaktadir. MSS tutulumu
olan olgularda ise norolojik bulgularin ortaya ¢iktigi donemde genellikle IgM
antikorlar1 da pozitiftir. IgG tiirii antikorlar ise IgM’nin ardindan yaklasik 7. giinde
ortaya ¢ikmakta, 7-21 giin arasinda artarak enfeksiyondan 3 hafta sonra tespit
edilebilmekte ve uzun yillar kalict olmaktadir. IgA antikorlar1 da IgM ile benzer
zamanlarda ortaya ¢ikar (7, 24, 74, 75). Lomber ponksiyon sirasinda kan
kontaminasyonu olmamis ya da kan-beyin bariyeri bozulmamigsa BOS’ta IgM
antikorlarinin saptanmasi, enfeksiyon lehine bir bulgu olarak yorumlanmalidir. 1gG
antikorlari i¢in daha sik olmak {izere flaviviriisler ve ayni serogrup iiyeleri arasinda
antijenik benzerlige bagli olarak izlenen c¢apraz reaksiyonlar PRNT yontemi ile

ekarte edilebilmektedir (38).

Enfekte kisilerde serumda IgM ve IgA antikorlarmin ve BOS’da IgM
antikorlarmin uzun siireler varligini devam ettirerek tanisal testlerde reaktif sonug
verdikleri ortaya konulmustur. Serumda IgM ve IgA antikorlarinin 6zellikle ilk 200
giin boyunca persistans gosterebildigi, ayrica IgM antikorlarinin 12 ay1 asacak

stireler pozitifligini siirdiirebildigi de saptanmustir (75).

IgG avidite testleri ya da akut ve konvelesan donemde alinan serumlarda
notralizan antikor titre artisinin PRNT ile saptanmasi ise akut enfeksiyonlarin 6nceki

maruziyetlerden ayrilmasi amaciyla uygulanmaktadir (76).
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Sekil 7. BNV enfeksiyonunun laboratuvar tanisinda seroloji (7)

Sonug olarak BNV’de serolojik testlerin dogru olarak yorumlanabilmesi igin,
enfeksiyonun bolgesel epidemiyolojisi, kisinin Onceden gecirdigi Flaviviral
enfeksiyonlar ve asilamalar, endemik bolgelere seyahat Oykiisii gibi ¢esitli faktorler
test sonuglari ile birlikte degerlendirilmeli; tan1 klinik bulgular ve dogrulama testleri

ile desteklenmelidir (24, 46).
2.9.2. Molekiiler testler

Viral RNA’nin Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)
yontemiyle saptanmasi BNV enfeksiyonu tanisinda ve tarama amaciyla siklikla
kullanilmaktadir. Kullanilan teknige gore degisiklik gostermekle birlikte, Viral
RNA’nin saptanmasi, genel olarak analitik duyarlilig1 ¢ok yiiksek bir tan1 metodudur.
Ayrica, yonteme gore kantitatif sonug elde edilmesi de miimkiindiir. Ancak, 6zellikle
insanlarda gelisen BNV enfeksiyonlarinda vireminin erken dénemde ve kisa siireli
olmasi; immiin yanitin ortaya ¢ikmasiyla birlikte azalarak ortadan kalkmasi

nedeniyle niikleik asit testlerinin tani etkinligi genellikle virlise maruziyetin
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genellikle ilk 7 gliniiyle sinirli olmaktadir. Fakat viral RNA’nin da uzun siireli
persistanst BNV ile enfeksiyon gec¢irmis kisilerin bazilarinda ve hayvan deneylerinde

gosterilmistir.

Ayrica viriisteki genetik ¢esitlilige bagl olarak ya da primer/prob baglanma
dizilerinde mutasyon bulunan izolatlarda, niikleik asit testlerinin etkinlik ve
duyarliliklart degismektedir. Niikleik asit testleri, kan dondrlerinin viremi agisindan

taranmasi amaciyla da kullanilmaktadir (38, 74, 77).
2.9.3. Viriis izolasyonu

Tanida altin standart viriisiin izolasyonu olmakla birlikte, yliksek viremi
izlenen vektorler ve kuslar disinda, insanlarda ortaya ¢ikan viremi diislik diizeyde
olup kisa siirede temizlendigi i¢in virlis izolasyon calismalar1 genellikle basarili
olmamaktadir (39). Virlis, laboratuvar ortaminda fare yavrularinin beyinlerine
inokiile edilerek yada sivrisinek ve diger memelilerin devamli hiicrelerinde
tretilebilir. BNV igin 3. seviye emniyetli labotuvarlar uygundur. Laboratuvar

kaynakl1 sadece bir vaka (aerosol yoldan) bildirilmistir (71).
2.9.4. Antijen testleri

Kanatlilar ve sineklerde viral antijenlerin saptandigi tarama caligmalarinda
kullanilmak tizere gelistirilen farkli yontem ve duyarliliklara sahip ¢esitli ticari test
sistemleridir (VecTest™, RAMP™)(38). VecTest BNV antijen testi enfekte
sivrisineklerde BNV’nin niteliksel tayinini amaglayan hizli bir immuno
kromatografik testtir. Vectest antijen analizi, ticari olarak bulunabilen, dip-stick
formatinda kolloidal golda cekilen, tiire spesifik monoklonal antikorlar1 kullanan
sivrisinek havuzlarinda arbovirlis antijenin varligim1 gostermek i¢in kullanilan

testlerdir (38, 78).
2.10. Tedavi

BNV enfeksiyonunun bilinen spesifik bir tedavisi yoktur. Baslica tedavi
destekleyici tedavi seklinde olmalidir. BNV ensefalitinde en sik 6liim sebebi néron
dejenerasyonu ve oliimii sonucu gelisen serebral édemdir. Meydana gelen 6demi
veya hasar1 onleyen spesifik bir tedavi yoktur. Hiicre kiiltiir sistemlerinde yapilan
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calismalarda ribavirinin potansiyel faydali oldugu bulunmasina ragmen, invivo diger
flaviviriisler ile yapilan ¢alismalarda etkisi gosterilememistir. Hastalarda solunum
destegi, serebral 6demin kontrol edilmesi ve gelisebilecek sekonder infeksiyonlarin
Onlenmesi gibi destek tedaviler uygulanmalidir. Steroid ve mannitol gibi osmotik
soliisyonlar baz1 olgularda beyin 6demini azalttig1 i¢in beyin 6demi ve herniasyon
tedavisinde kisa siireli kullanimlar1 onerilmektedir. Fakat BNV ensefalitinde bu
soliisyonlarin proflaktik kullanilmasi gerektigine iliskin kontrollii bir ¢aligma yoktur

(70).

BNV ensefaliti olan hastalar hastaneye yatirilmali ve tedavi edilebilir santral
sinir sistemi lezyonlar1 ortadan Kkaldirilmalidir. Olgular, néroloji, enfeksiyon
hastaliklari, yogun bakim hekimleri ve gerektiginde psikiatrist ile birlikte
izlenmelidir. Hastaneye yatirilan hastalarda sivi-elektrolit dengesi saglanmasi
amactyla IV siv1 verilmesi, solunum yetersizligi varsa ventilator destegi yapilmast,
serebral 6dem takibi ve tedavisi, konviilsiyonlar agisindan takip ve gerekirse tedavi
ayrica duyu kaybi ile birlikte olan ve olmayan motor paralizi agisindan
degerlendirmeler yapilmahdir. Analjezikler ve antipiretikler hastaligin 1limh

seyrettigi durumlarda yararli olabilir (46).

Odelola ve arkadaslarinin fareler iizerinde yaptigi bir caligmada, viris
inokiilasyonundan sonra intraperitoneal olarak 1.5 mg ribavirin uygulanmasi sonucu
BNV ile enfekte farede sag kalma orami %83, kontrol grubunda ise %25 olarak
saptanmigtir. Bagka bir c¢aligmada ise in-vitro insan oligodendroglial hiicrelerine
uygulanan yiiksek doz ribavirinin BNV’yi inhibe ettigi gosterilmistir. Alfa ve beta
interferonun fare modelinde BNV ye kars1 koruyucu oldugu gériilmiistiir. Interferon
alfa-2b koruyucu ve tedavi edici bulunmustur. Interferon alfa-2b hiicreye BNV ile
enfekte olmadan 6nce veya sonra uygulandiginda diisiik dozda viral sitotoksisiteyi
inhibe etmektedir. Ayn1 zamanda tedavi edici etkisinin oldugu bildirilmistir. Bu
calismada ribavirin in vitro olarak koruyucu bulunmus ama tedavi edici etkisinin
olmadig1 bildirilmistir. Interferon alfa-2b, in-vitro olarak ribavirinden daha fazla
tedavi edici aktiviteye sahiptir. HCV tedavisinde oldugu gibi kombine kullanim i¢in

ise ileri calismalara gerek oldugu vurgulanmustir (79). Invitro yiiksek doz uygulanan
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ribavirinin (200 mg) ise insan sinir hiicrelerinde BNV replikasyonunu ve

sitopatojeniteyi inhibe ettigi bildirilmistir (80).

BNV enfeksiyonunun endemik oldugu Israil’de farelerde yapilan
calismalarda donorlerden elde edilen BNV ye spesifik antikorlar1 igeren yiiksek doz
intravenoz immiinoglobulin uygulamasinin, BNV enfeksiyonlarinda proflaktik ve
terapétik etkinligi olduguna dair oldukca basarili sonuglar bildirilmistir. insanlarda
salginlar sirasinda  hiperimmiingamaglobulin uygulamast da bu sonuglar

dogrulamistir (81, 82).
2.11. Korunma ve Kontrol

Hastaligin kontrol altinda tutulabilmesi ve Onlenebilmesi acisindan dort
onemli faktore dikkat edilmelidir. Bunlar g¢evredeki mevcut olgularin, atlardaki
enfeksiyonun ve kuslardaki oliimlerin izlenmesi, sivrisinek larva haritasinin
bilinmesi ve giincellenmesi, yetiskin sivrisinek kontroliiniin saglanmasi, ve bireysel

risklerin azaltilmasidir (15).

Kuslarda yapilacak siirveyans calismalari, diger hayvanlar ve insanlarin
korunmasinda uygun 6nlemler alinmasi agisindan bizlere faydal bilgiler saglayabilir.
Siirveyans galismalart diger kuslara gore Kargalar hastaliga ¢ok duyarli oldugu igin
siklikla olii kargalarin test edilebilmesi igin insanlar tarafindan karga oliimlerinin

bildirilmesini saglamaya yonelik olmalidir (83).

Heniiz spesifik bir tedavisinin ve asisinin mevcut olmamasit nedeniyle
sivrisineklerle temastan korunmak ve sivrisinek popiilasyonunun kontrolii BNV
enfeksiyonunun yayilimini onlemede anahtar noktadir. Yerel yonetimler kuslar,
insanlar yada hayvanlarda BNV aktivite alanlarini belirlemeli sivrisinek kontrol
programlar1 olusturmali ve bu alanlardaki su birikintilerinde larvasid uygulamalari,

erigkin formda ise sprey uygulamalari yapilmalidir (7, 83).

Atlar, sivrisineklerden korunmalidir. Ayni sekilde insanlar da sivrisinek
sokmasina maruz kalmaktan korunmalidir, 6zellikle sivrisineklerin en c¢ok aktif
oldugu giin batim1 ve safak vaktinde alacakaranlikta, bocek kovucular ve perdeler bu

amagcla kullanilabilir. Sivrisineklerin tireme alanlar1 da sinirlandirilmalidir (83).

30



Yumurta ve larva donemleri, pupa formu ve yetiskin donemi olmak {izere
Culex tirti sivrisineklerin toplam dort donemleri vardir. Yetiskin sivrisinekler kis
uykusuna yatar ve yaklasik olarak Mayis ayinda ortaya ¢ikmaktadir. Bir yil boyunca
bu sivrisinekler birkag nesil tireyebilirler. Agustos ayinda en yiiksek seviyeye ulagan
sivrisinek populasyonu Eyliil ayina kadar kan emmeye devam etmektedirler. Disiler
yumurtalarini olusturmak ve beslenebilmek i¢in kana ihtiya¢ duymaktadirlar. Kan
emebilmek i¢in yaklasik 1 millik bir alan1 u¢abilmektedirler. Sivrisineklerin yumurta,
larva ve pupa donemleri durgun sularda olusur, bu nedenle de bu dénemi engellemek
icin durgun sular, su birikintileri kurutulmali, ortadan kaldirilmalidir. Larva
formunda beslenme alanlar1 ortadan kaldirilamazsa larvalarin bulundugu alanlara
larvasid kullanilmalidir. Ergin hale gelmeden sivrisinegi kaynaginda kontrol altina
almak c¢ok daha kolay oldugundan sivrisinek lireme alanlarinda yapilan larvasit
miicadelesi ¢ok daha onem arz etmektedir. Kontrol bu yolla ¢ok daha kolay,
ekonomik ve cevre saghg agisindan daha yararli olacaktir. Ureme alanlarinda
yapilan miicadelede diinyada daha c¢ok biyolojik iiriinler tercih edilmektedir. Ayni
zamanda larva miicadelesinin yliriitiildiigi alanlar i¢i su dolmus olan bir varil veya
bir golet gibi, ergin sivrisineklerin bulundugu alanlara goére daha kiigiik alanlardir.
Larvasit uygulamalarinin yapildigi su birikintilerinde yasayan diger canlilar ve
insanlarin hedef dis1 tutulabilmesi igin zararsiz biyolojik yontemlerle larvasit
ilaglamasi yapmanin énemi biiyliktiir. Diinyada yaygin bir sekilde biyolojik kontrol
ajanlar1 olarak bakteri kokenli Bacillus thruringiensis var. Israelensis ve Bacillus
sphaericus preparatlar1 kullanilmaktadir. Erigskin formdaki sivrisineklere ise sprey
uygulamalari yapilmalidir. Yetiskin donemdeki sivrisineklerin insanlar, atlar ve diger
hayvanlari 1sirmasmin engellenmesi gereklidir. Insanlarla enfekte sivrisinekler arasi

kontak minimize edilmelidir (7, 15, 64, 78, 83).
Sivrisineklerden korunmak i¢in yapilmasi onerilenler sunlardir;

*Potansiyel olarak sivrisineklerle temas saglanabilecek agik hava islerinde, ¢evredeki
besi ortamlar1 yok edilmelidir, agik alanda uzun kollu kiyafetler, pantolonlar gibi

kapal1 giysiler giyilmelidir.
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*[¢ine sivrisineklerin yumurtlayabilecegi, icinde su birikebilecek tiim esyalarmn ve
kullanilmayan malzemelerin (teneke kutu, sise, plastik kaplar, otomobil lastikleri,

seyyar havuz vb) otomobil lastiklerinin diizgiin sekilde imhas1 saglanmalidir.

*Cat1 veya teraslarda biriken sularin drenajimi saglayan borularin ve yagmur
oluklarmin temizligi yapilarak, tikanikligi kontrol edilerek, sularin buralarda

birikmesi engellenmelidir.
*Siis havuzlarinda sivrisinek yiyen baliklar bulundurulmalidir.

*Sarnig, lagim ¢ukuru, fosseptik gukuru, ¢op kutular1 ve variller bir kapakla sikica

kapatilmalidir.
* Kapi, pencere ve teras gibi yerlere sineklik yapilmalidir.
*Bu uygulama ahirlarda da yapilmali, pencerelere ve Kapilara sineklik takilmalidir.

*Hem kene hem de sivrisinegi ayni anda kovan repellent kullanilmalidir. Bu amagla
insan sagligi i¢in zararsiz oldugu bildirilen DEET (N,N-diethyl-m-toluamide) igeren

repellentler onerilmektedir.

*DEET sivrisineklere ve diger 1sirict sineklere karsi kullanilan genis spektrumlu bir

koruyucudur. iki aydan sonraki hamileliklerde giivenle kullanilabilir.
*Giysilere permetrin siiriilmelidir.

*Safak vakti ve giin batimi gibi Sivrisineklerin aktif oldugu saatlerde disar

¢ikilmamalidir.

* Sivrisinek popiilasyonunun yogun oldugu gece ve kusluk vakti gibi zamanlarda

atlar gezdirilmemeli veya caligma yaptirilmamalidir
*Halk, sivrisineklerin tireme yerleri ve korunma yollar1 hakkinda bilgilendirilmelidir.

Dikkat edilmesi gereken baska bir nokta da; bir bdlgede kus ya da at
oliimlerinde dikkat ¢cekecek sekilde artis gézlendiginde hemen en yakindaki veteriner
hekimler ve ilgili saglhik kuruluslarina bilgi verilmelidir. Sivrisinek kovuculardaki

DEET konsantrasyonu yetiskinler i¢in %35’den fazla, gocuklar igin ise %10’dan
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fazla olmamalidir ve giysi altina kullanilmamalidir. Sivrisinek kovucular disartya
cikarken temas edebilecek her yere uygulanmali ve giinliik olarak ciltten yikanmali,
gerek duyuldugunda tekrar kullanilmalidir. Alkol aliminin sivrisinek kovucularin

ciltten emilimini arttirdigi da unutulmamalidir (7, 46, 83).
2.11.1. As1

Insanlarda kullanilmak iizere FDA onayli as1 bulunmamasina ragmen atlar
icin etkili ve lisansli agilar bulunmaktadir. Rekombine edilmis Recombitec
(canarypox) ve inaktif BNV asis1 Innovator olmak iizere iki as1 kullanimdadir.

Insanlarmn kullanimi i¢in inaktif as1 calismalar1 devam etmektedir (24, 84).

Bir kimerik canli viriis asis1 olan ChimeriVax-WNO02, 17-D Sar1 humma
virlisii ag1 susunun karsilik gelen genlerinin (YF-prM/E) yerine, BNV yapisal protein
genleri (WN-prM/E) yerlestirilerek, diger kimerik virlis asist ise WN-prM/E
genlerinin, Dengue serotip 4 viriisiine entegrasyonuyla elde edilen as1, olmak iizere

iki farkl atentiie as1 ¢aligmasi devam etmektedir (24, 85, 86).

BNV, E ve PrM antijenlerinin ekspresyonunu saglayan ADNA asis1 da
farelerde, atlarda ve kuslarda kullanilmigtir. Béylece BNV nin bir alt tipi olan Kunjin

virtislii kargalarin agilanmas1 BNV’ye karsi da koruyucu olmustur (24).
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu ¢aligma Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklar
ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda yapilmistir. Calismaya, Mustafa Kemal
Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi kan merkezine Ocak 2012 - Nisan
2012 tarihleri arasinda kan bagisinda bulunmak iizere basvuran goniilliller dahil
edilmis ve donorler rastgele secilmistir. Kan dondrlerinden steril sartlarda ve
hemolizsiz olarak 8-10 ml vendz kan alinmigtir. Dondrlerden bir biyokimya tiipii ve
bir hemogram tiipii olmak tizere iki tiip kan alinmigtir. Tam kan 6rnekleri PCR
calismasi yapilmasi i¢in c¢alisma yapilincaya kadar -70 °C’de muhafaza edildi.
Biyokimya tiipiine alinan kan 6rnekleri ise 2000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek
serumlar1 ayrildi. Serum Orneklerinde BNV’ye kars1 antikor varligini tespit etmek
icin ELISA ¢alismasi yapilincaya kadar -70 °C’de saklandi. Calismaya dahil edilen
donorlerin %99°u erkek %1°1 kadin idi. Calismamizin etik kurul onayr Mustafa

Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi yerel etik kurulundan alinmustir.
3.1. ELISA Testi ile 1gG ve IgM tipi antikorlarin Tespiti

Serum orneklerinde BNV varliginin arastirilmasi i¢cin BNV antikorlarini
bulmaya yonelik ticari ELISA kiti (Euroimmun, Almanya) kullanildi. ELISA

caligmasi tiretici firmanin belirttigi test prosediiriine uygun sekilde gerceklestirildi.
3.1.1. Serum o6rneklerinin ¢oziilmesi

-70 °C’de biriktirilen serum 6rnekleri benmaride 37 °C’de ¢oziildii. Coziilen

serum Ornekleri ¢caligma yapilincaya kadar oda 1sisinda (1-2 saat) tutuldu.
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3.1.2. ELISA Yontemi

10.

11.

12.

ELISA plaginda test prosediiriine uygun olarak, pozitif ve negatif
kuyucuklar icin ikiser kuyucuk ayrildi. Ik 2 kuyucuga 100 pl
pozitif kontrol, ikinci 2 kuyucuga 100 pl negatif kontroller
konuldu.

Serum 6rnekleri kit igerisinde bulunan tampon soliisyonu ile 1:101
oraninda sulandirildi. Bu islem i¢in her serumdan 10 pl alindi,
100 ul tampon soliisyonu igerisine karistirilarak 3-5 saniye
vortekslendi.

Mikroplagin  kuyucuklarina hazirlanan bu serum tampon
karigimindan 100’er pl konuldu.

Test plaginin tizeri bir slayt ile kapatilarak 37 °C’de 60 dakika
inkiibasyona birakild.

Inkiibasyon sonunda kit igerisinde bulunan washing buffer ile tiim
kuyucuklarin yikama islemi gergeklestirildi.

Yikama islemi 3 kez tekrarlandi.

Yikama islemi bitiminde her kuyucuga 100’er pl peroksidaz
enzimi ile isaretlenmis anti-human IgG soliisyonu (konjugat)
eklenerek 4. maddede oldugu gibi mikroplagin {izeri slaytla
kapatilarak 30 dakika oda 1sinda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda mikroplak ELISA yikayict cihaza
yerlestirilerek 6. maddede oldugu gibi 3 kez yikandi.

Tiim kuyucuklara 100°er pl substrat eklendi.

Mikroplak Ttzeri slaytla kapatilarak 15 dakika karanlikta
inkiibasyona birakild1.

Inkiibasyon sonunda 100 pl stop soliisyonu eklenerek reaksiyon
durduruldu.

Mikroplak ELISA reader (okuyucu) da 450 nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak okutularak degerlendirildi.
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3.1.3. 1gG i¢in Cut-off hesaplanmasi

Sonuglarin degerlendirilmesi icin standartlara (Kalibratér 1, 2 ve 3) ait
absorbans degerleri (optik dansite, OD) kullanilarak bilgisayar destekli bir grafik
elde edildi. Olusan grafige gore drneklerin antikor konsantrasyonlari, mililitre bagina
relatif iinite (RU/ml) olacak sekilde kantitatif olarak belirlendi. Buna gore; antikor
degeri >22 RU/ml olarak bulunan ornekler pozitif, >16-<22 RU/ml arasinda
bulunanlar siipheli pozitif (sinirda), <16 RU/ml bulunanlar ise negatif olarak kabul
edildi. Uretici firma testin duyarliligim %99.5, ozgiilliigiinii ise %96.9 olarak

belirtmistir.
3.1.4. IgM i¢in Cut-off hesaplanmasi

Sonuglarin degerlendirilmesi icin standartlara (Kalibratér 1, 2 ve 3) ait
absorbans degerleri (optik dansite, OD) kullanilarak bilgisayar destekli bir grafik
elde edildi (Grafik 2). Olusan grafige gore Orneklerin antikor konsantrasyonlari,
mililitre basma relatif tnite (RU/ml) olacak sekilde kantitatif olarak belirlendi.
Antikor degeri >1.1 olarak bulunan 6rnekler pozitif, >0.8 - <1.1 arasinda bulunanlar

stipheli pozitif (smirda), <0.8 bulunanlar ise negatif olarak kabul edildi.

Extinction

0 : i : : : : i : :
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

RU/ ml

Sekil 8. Bat1 Nil Viriis [gG ELISA Testinde Kullanilan Kalibrasyon Grafigi
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3.2. Niikleik Asit Ekstraksiyonu

High piire viral niikleik asit ekstraksiyon kiti kullanildi (Roche, ABD).

1.
2.
3.

10.
11.

12.

13.

14.

-70 °C’de saklanan 6rnekler 37 °C’de benmaride ¢ozildii.

Uzerine 200 pul Poly A konularak 72 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.
Orneklerin {izerine 100 pl binding buffer (baglama tamponu) eklenerek
vortekslendi.

Ornek say1s1 kadar filtreli tiip segilerek numaralandirilds.

Tiiplerdeki karisim filtreli tiiplere bosaltilarak 8000 g’de ldakika santrifiij
edildi.

Alttaki tiip atild1 ve her tiip i¢in yerine temiz tiip yerlestirildi.

Filtreli tlipiin iizerine 500 pl inhibitoér removal buffer (inhibitor uzaklastirict
tampon) konularak 8000 g’ de 1 dakika santrifiij edildi

Orneklerin altindaki tiipler atilarak yerine yeniden temiz tiipler yerlestirildi.
Filtreli tlipiin {izerine 450 ul washing buffer (yikama tamponu) konuldu.
Ornekler 8000 g’ de 1 dakika santrifiij edildi.

Orneklerin altindaki tiipler atilarak yerine temiz tiipler yerlestirildi.

Filtreli tlipiin {izerine yeniden 450 pl washing buffer (yikama tamponu)
konularak 8000 g’ de 1 dakika santrifiij edildi.

Orneklerin altindaki tiipler atilmadan bosaltildi ve 13000 g’ de 10 saniye
santrifiij edildi.

Bu agamada ekstraksiyon yapilacak 6rnek sayis1 kadar 1.5 ml’lik steril
ependorf tiipii alinarak numaralandirildi. Filtreli tiipler bu ependorf tiiplerinin
igerisine konularak {izerine 50 pl elution buffer eklendi. Sonra tiim tiipler
8000 g’ de 1 dakika santrifiij edildi.

Filtreli tlipler atilarak ependorf tiiplerinin kapaklar1 kapatildi.

3.3. Real Time PCR Yontemi ile Bat1 Nil Viriisii Tespiti

Viral niikleik asit ekstraksiyonunu takiben real-time PCR yontemi ile BNV

varligr virlise ait cDNA’y1 tespit etmeye dayali ticari olarak temin edilen kit ile

yapildi (Roche, Almanya, Way2gene, Bat1 Nil Viriisti Tespit Kiti).

Calismada BNV cDNA’sma ait 111 bp uzunlugundaki fragment spesifik

primerler ile amplifiye edilip kanal 640°da isaretli problarla tespit edildi. Standart
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cizgiler ile bilinmeyen Ornegin kesin kantitasyonu saglandi (Roche, Almanya,

LightCycler Real Time PCR Sistemleri).

3.3.1. Test Prosediirii

Ornek materyal: Donér serum drnekleri.
Negatif kontrol: Distile su

Pozitif kontrol: Kit igerisinde bulunan BNV pozitif oldugu bilinen 6rnek.

3.3.2. Parametre-Spesifik Ajanlarin ve IPC’nin Hazirlanmasi

BNV tespiti i¢in gereken tiim primer ve problar1 icermektedir. IPC (Internal
positive control) i¢in gereken tiim primer ve problart i¢ermektedir. Reaksiyon
tiiplerine 66 pl PCR-grade soliisyonundan ilave edildi, soliisyon vortekste karigtirildi

ve santriflj edildi.

3.3.3. Pozitif Kontrollerin (Standartlarin) Hazirlanmasi

Kit i¢inde bulunan hedef DNA 10' ile 10° hedef molekiil/reaksiyon olmak
tizere 6 farkli konsantrasyonda idi. En diisiik konsantrasyona sahip olan standart ile
calisilmaya baslanild1 (1. tiip). Pipet ucu yardimiyla folyo ile kapatilmis kisimdan
delik agildi. Sonra tiipe 40 ul PCR-grade su ilave edildi. Hedef DNA, 10 kez pipetaj
yapilarak soliisyon ile karistirildi. Uzerine 20 pl’lik bir PCR reaksiyonu icin 5 pl
kontrol DNA’s1 ilave edildi.

3.3.4. Reaksiyon Karisiminin Hazirlanmasi
Reaksiyon master miks hazirlanirken; Way2gene, BNV Tespit Kiti icerisinde
bulunan ajan ve IPC miksi ile Roche Fast Start Master Kit i¢erisinde bulunan enzim

miksi, Mg2+ ve PCR-grade su kullanildi (Tablo 1).

38



Tablo 1. Reaksiyon karigiminin bilesenleri ve hacimleri

Bilesenler 1 ornek icin reaksivon hacmi

PCR-grade su | 3.2 l

Mg** (25 mM) | 1.8 ul

IPC miks 4.0 pl

Ajan miks 4.0 ul

Enzim miks 2.0 ul

Toplam 15 ul

Sogutulan reaksiyon tiiplinde, tek bir reaksiyon i¢in ajanlarin her birinden
ekleyip hacmini reaksiyon sayisi kadar ¢ogaltarak reaksiyon karigimi hazirlandi.
Karisim santrifiijde spin edilerek kapiller tiiplere her bir reaksiyon ig¢in 15 pl
reaksiyon karisimindan konuldu. Her bir kapillere 5 pl 6rnekten ilave edilmesi ile
elde edilen 20 pl’lik son reaksiyon hacmi standardize edildi. Asagida ki 1s1 protokolii
ile sisteme yiiklendi (Tablo 2).

Tablo 2. Is1 protokolii

Program | Denatiirasvon Siklus Erime (Melting) Soguma
(cooling)

Analiz None Kantifikasvon modu Erime egri modu None
modu Melting curve mode)

Siklus 1 45 1 1
Segment 1 1 2 3 1 2 3 1
Hedef 95 a5 57 72 a5 40 85 40
)

Siire 00:10:00 00:00:05 | 00:00:15 | 00:00:25 | 00:00:20 | 00:00:20 | 00:00:00 | 00:00:30
Ramp 20 20 20 20 20 20 0.2 20
Rate

(°C/s)
Acquision None None Tek None None None Devam None
mode
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3.3.5. Sonuclarm Degerlendirilmesi
Konsantrasyonu 10° kopya/rxn ile 10" kopya/rxn arasinda degisen klonlanmus saf

DNA standartlar1 18 ila 35 dongii arasinda CPs’e sahip oldugu goriildii.
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Sekil 10. IPC {iriinii Kanal 705°te Melting Curve modunda tanimlanmasi.
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Calismamizda istatistiksel analizler SPSS versiyon 15 yazilimi kullanilarak
yapildi. Yas gruplari, cinsiyet ve adres bilgilerine gére BNV IgM ve IgG
pozitiflikleri ¢apraz tablolar kullanilarak verildi. Gruplar arasinda bu pozitiflikler
bakimindan fark bulunup bulunmadigi yerine gore Ki-kare ya da Fisher testleri
kullanilarak karsilagtirildi. P-degerinin 0.05’in altinda oldugu durumlar istatistiksel

olarak anlamli sonuglar seklinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Calismaya alman 200 saglikli kan vericisinin 1981 erkek, 2’si kadin olup,
yaglar1 20-58 yil arasinda (yas ortalamasi: 34.7 = 9.09 yil) degismekteydi. Toplam
200 serum Orneginin 19 (%9.5)’unda BNV IgG antikor pozitifligi, bir (%0,5)
ornekte ise BNV IgM antikor pozitifligi saptanmigtir. Dolayisiyla toplam 20 (%10)
ornegin BNV serolojisi icin reaktif oldugu kabul edilmistir. Orneklerin %90.5’i
(181/200) BNV IgG antikorlar1 agisindan negatif, %99.5 (199/200)’i ise BNV IgM

antikorlar1 agisindan negatif bulunmustur.

Dondrlerin yas gruplarina bakildiginda; 20-30 yas araliginda 78 (%39), 31-40
yas araliginda 70 (%35), 41-50 yas araliginda 36 (%18), 51-60 yas araliginda 16
(%8), donoér bulunmaktayd: (Tablo 3).

Tablo 3. Donorlerin yas araligina gore dagilimi.

Yas gruplan Sikhik %
20-30 yas 78 39
31-40 yas 70 35
41-50 yas 36 18
51-60 yas 16 8

Toplam 200 100
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BNV IgG antikor pozitifliginin yaslara gore dagilimi incelendiginde yas artisi
ile birlikte dondr sayisinin azalmasia ragmen BNV 1gG antikor pozitifligin arttig
gozlendi. Dondrlerde 20-30 yas araliginda BNV IgG antikor pozitifligi %3.8 iken
51-60 yas araliginda %37.5 olarak saptandi. Ki-kare testinde yas artis1 ile BNV IgG
antikor pozitifligi arasinda anlamli bir iliski saptandi (ki-kare = 20.8, p<0.001)
(Sekil 11).
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20

M Pozitif
15

10

Jomm N .

20-30 yas 31-40 yas 41-50 yas 51-60 yas

Sekil 11. BNV IgG pozitifliginin yaslara gore dagilim

Donorlerin 168’1 (%84) Hatay il merkezinde, 25’1 (%12,5) ilgelerinde, 7’si
(%3,5) ise il disinda ikamet etmekteydi. 11 disindan gelen donérler, Kars, Afsin,
Malatya, Istanbul, Sivas ve Canakkale’de yasamaktaydilar (Tablo 4).

Tablo 4. Donérlerin yerlesim yerlerine gore dagilimi

Adres Sikhik %

Hatay 168 84

Tigeler 25 12.5

i1 disa 7 3.5
Toplam 200 100
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BNV IgG antikor pozitifligi saptanan donorlerin tamami Hatay il merkezi ve
ilgelerinden gelen kan dondrleri idi. Yerlesim yeri ile BNV IgG antikor pozitifligi
arasinda istatistiksel olarak anlam yoktu (p>0.05)( Grafik 4 ).

120

% 100

B Negatif

W Pozitif

Hatay ilceler il Disi

Sekil 12. IgG pozitifliginin yerlesim yerlerine gore dagilim

Calismada sadece bir dondrde BNV IgM antikor pozitifligi tespit edilmistir.
Dondr, 29 yasinda erkek, Hatay il merkezinde ikamet etmekteydi. BNV IgM antikor

pozitifligi istatiksel olarak degerlendirilemedi.

ELISA sonuglarin1 molekiiler bir yontem ile karsilastirmak amaciyla toplam
20 ornekte uygulanan gercek zamanli PCR yonteminde, ¢alisilan 6rneklerin tamami

viral RNA agisindan negatif olarak tespit edildi.
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5. TARTISMA

Ucgiincii milenyum baslangici ile birlikte, sivrisinek, tatarcik, kene gibi kan
emen artropodlarla nakledilen viral hastaliklar yani arboviral hastaliklar yeniden
onem kazanmistir. Bunlar arasinda “Avustralya Barmah ormanlari viriis”
enfeksiyonu gibi yeni tanimlanan bazi hastaliklarla birlikte Dengue hemorajik atesi,
Sar1 humma, Japon ensefaliti, BNV enfeksiyonu ve Malarya gibi hastaliklar eskiden

kontrol altinda tutulabilirlerken gliniimiizde prevalanslarinda artis saptanmistir (40).

Afrika, Asya, Avrupa ve Avustralya kitalarinda endemik olup, muhtemel
orijini Ortadogu olarak bilinmekle birlikte, 1999 yilinda New York’ta ortaya ¢ikan
hastaneye yatirilan 59 vaka ve 7 Olimle sonuglanan Bati Nil meningoensefaliti
epidemisi viriislerin, yani arboviriislerin kitalar ve yarimkiireler agabilme yetenegi
konusunda kotii bir gosterge olmustur. Ayni zamanda yine New York salgini
bizlere, sehirlerde siirekli olarak sivrisinek vektor kontrolii olmamasi halinde,
diinyanin en gelismis ve zengin sechirlerinin bile arboviriis epidemisi riski altinda
oldugunu gostermistir (1). BNV 1999’da Bati Yarimkiirede saptandiktan sonra
Kuzey Amerika’da 16.000’den fazla insanda hastaliga ve 660’dan fazla 6liime neden
olmustur (24). Daha sonra 1999- 2001 yillar1 boyunca ABD’ nin dogu yarisina ve
Kanada’nin giiney bdlgesine yayilan BNV, bir ger¢egi g6z Oniine sermistir;
arboviriis bulas sikliisii ve koruma mekanizmalar1 genellikle ¢cok kompleks olsa da,
arboviriislar ancak yeterli vektor, uygun vertebrali konakgr ve giivenilir kig sartlart
mevcutsa yeni yerlerde ortaya g¢ikabilmektedirler. BNV’nin Kuzey Amerika’daki
birka¢ kus tiiriinde yaygin mortaliteye sebep olmasi, viriisiin yeni bir ekosisteme

ulastigini ve beklenmeyen sonuglara sebep olabilecegini de bizlere gostermistir (1).
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BNV ig¢in yiiksek riskli cografik alanlarin saptanmasinda iklimsel faktorler,
vektor poplilasyonlar1 ve rezervuar dinamikleri Onemli faktorlerdir. BNV
enfeksiyonu vakalarinin lokalizasyon analizinde; 1999 New York salgmi, bitki
ortlistinlin fazla oldugu alanlarda daha fazla oranlarda saptanmis iken 2002 Chicago
salgininin bitki Ortiisiiniin fazla oldugu alanlar yaninda insan popiilasyon yogunlugu
az olan, oli kuslara yakin alanlar oldugu tespit edilmistir. Kuslar BNV’ niin
yayiliminda en 6nemli konaktir. Gogmen kuslarin uzun mesafeli yolculugu ve diger
kuslarin bolgesel hareketleri BNV yayilimina katkida bulunmaktadir. Culex tiirleri
olmak basta lizere ¢ok sayida Sivrisinek tiirli tarafindan tasinan 6zellikle kuslar ve
diger vertebralilar arasinda yasam dongiisiinii siirdiiren BNV gelecekte de 6nemli bir
halk sagligi sorunu olmaya devam edecektir. BNV enfeksiyonlari ile bas etmede
enfekte sivrisinek maruziyetinden korunmak ve vektoér kontrolii bizim igin temel

yaklagim olmalidir (5).

BNV’nin Afrika’da, Culex univittatus sivrisinek tirii ile kuslar arasinda
enzootik bir dongilisii vardir. Bu kuslarin go¢ yollar1 ise Ortadogu, Tiirkiye,
Karadeniz ve Tuna Deltasi’ndaki ana siginaklar tizerindendir. Sicak hava termalleri
sadece karalar lizerinde olustugu icin denizi gegmek zorunda kalan go¢gmen kuslar en
dar yerlerden gegisleri tercih ederler. Afrika ile Avrupa arasinda go¢ eden, gogmen
kuslar bu nedenle 6zellikle Cebelitarik ve Istanbul Bogazi’nda yogunlasirken benzer
sekilde; Kuzey ve Giiney Amerika arasinda go¢ eden, gocmen kuslar da Panama
Kanali’nda yogunlagirlar. Yapilan ¢alismalar, viriisiin cografik yayiliminda gé¢men
kuslarin anahtar rolii oldugunu gostermektedir. Hastaligin yayilmasinda gdg¢men
kuslarla temas igerisinde olan yaban hayatindaki go¢ etmeyen kuslar da rol
almaktadir. Yaklasik 100 civarinda kus alami bulunan iilkemiz kus alanlar

bakimindan da zengindir (40, 78).

Sivrisineklerde Anadolu faunasi olarak Cx univittatus varligina ek olarak Cx.
Pipiens’in yaygin oldugu bilinmektedir. Ulkemiz gégmen kuslarin go¢ giizergahinda
olmasi, 1liman iklim kosullari, viriis i¢in vektor kapasitesine sahip c¢esitli sivrisinek
tirlerinin varhigit ve BNV enfeksiyonu salgin bildirimleri olan sinir komsuluklar
dolayis1 ile BNV aktivitesi agisindan endemik kabul edilebilecek bir cografyada

bulunmaktadir. Kan donoérleri ile ¢esitli memeli tiirlerinde BNV aktivitesinin
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saptanmasma yonelik olarak yapilan seroepidemiyolojik c¢alismalar da viriis

maruziyetini kanitlamaktadir (9).

Ulkemizde 1964 yilinda Heperkan ve Ar1, 1966 yilinda Serter F. tarafindan
gerceklestirilen iki ¢alisma sonucunda Arboviriislerin varligi dogrulanmstir. 1971 de

Radda tarafindan Hatay ¢evresinde BNV nin aktif oldugu bildirilmistir (9, 45, 46).

Ozkul ve arkadaslar1 da 2005 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Hatay bolgesinde
esek ve katirlarda seropozitifligi %2.5 olarak saptamislardir. Bu bolgemizde BNV

varligin1 gosteren ikinci ¢alismadir (50).

Saglikli 181 kisinin serum Ornekleri ile 2007 yilinda yapilan baska bir
calismada indirekt immun floresan yontemi ile BNV’ye karsi olusan IgG simifi
antikorlar arastirilmis seropozitiflik %16 olarak bulunmus, seropozitifliklerin %9.5’1
plak rediiksiyon nétralizasyon testi ile dogrulanmistir (51). Ergiinay ve arkadaslari
Orta Anadolu bolgesinde 2516 kan dondriinii ELISA yontemi ile taramis ve pozitif
bulunan 25 (%0.99) 6rnek PRNT yontemi kullanilarak dogrulandiginda orani %0.56
olarak saptamislardir (52). 2010 yilinda Hizel ve arkadaslarinin Ankara bolgesinde
2821 saglikli kan dondrlerinde BNV EIA IgG varligini arastirdiklar: ¢aligmalarinda
28’inde (%0,9) kesin, 41’inde (%1,4) sinirda pozitiflik olmak iizere %2.4 oraninda
pozitiflik saptamiglardir. Bu o6rnekler ve 60 negatif 6rnek olmak iizere toplam 129
kiginin kan 6rneginde ayrica real-time PCR ¢alisilmis ve hepsinde BNV RNA negatif
bulunmustur. Orta Anadolu boélgesinde, Giineydogu Anadolu bdolgesine gore
sivrisineklerle bulasan enfeksiyonlarin daha az goriildiigti bilinmektedir. Yapilan, her
iki calismada da bu bolgesel farkliliga uygun olarak BNV seropozitiflgi diger
caligmalara gore diisiik bulunmustur (87).

Ayturan ve arkadaglarinin  Nisan-Aralik 2009 tarihlerinde Hacettepe
Universitesi Hastanesi Kan Merkezine basvuran 1200 kan dondriine ait Serum
orneklerinde yaptigt ¢alismada BNV IgG antikor varligi ELISA yontemi ile
arastirilmig; taramada pozitif bulunan Orneklere, viriis ile karsilasma zamaninin
belirlenebilmesi i¢in BNV IgG avidite testi uygulanmistir. Yapilan bir ¢alismada
diisiik aviditenin 6 aydan kisa bir siirede enfeksiyon ge¢irildigini, yiiksek aviditenin

ise 6 aydan daha once enfeksiyon gecirildiginin gdstergesi oldugu saptanmistir. Bu
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calismada ise 19 (%]1.6) dondre ait serum Orneginde ELISA ile BNV IgG antikor
pozitifligi saptanmis ve orneklerin tiimiinde yiiksek aviditeli IgG antikorlar1 tespit
edilmistir. ELISA yontemi ile saptanan pozitiflik, PRNT ile %0.8 (10/1200) olarak
dogrulanmistir (88, 89).

Ankara bolgesi kan donérlerine dair bir baska c¢alisma ise 2011 yilinda
Sahiner ve arkadaglar1 tarafindan 729 goniilli kan dondrii dahil edilerek
gerceklestirilmistir. Gergek zamanli RT-PCR analizleri sonucunda, ¢alismaya dahil

edilen serum 6rneklerinin higbirisinde BNV viral RNA varlig1 saptanmamustir (4).

Ulkemizde fakli  bolgelerde BNV  aktivitesinin  varhig  gesitli
seroepidemiyolojik ¢alismalarla dogrulanmig olmakla birlikte semptomatik BNV
enfeksiyonlarma dair veriler ¢ok daha kisith sayidadir. Ilk vaka Arpaci ve
arkadaglarinin rapor ettigi kemik iligi transplantasyonu sonrasinda gelisen nedeni
aciklanamayan yiiksek ates ve norolojik bulgularin ortaya c¢ikmasi sonucu

degerlendirilerek kanda BNV RT-PCR pozitif saptanan bir olgudur (90).

Ergilinay ve arkadaglarinin 2010 yilinda yayinlanan retrospektif ¢alismasinda
ise 87 nedeni bilinmeyen merkezi sinir sistemi enfeksiyonu vakasi degerlendirilmis;
serum ve BOS ornekleri toplanmis, ELISA ve IFA yontemleri ile BNV IgM ve 19gG
antikorlar1 aragtirllmistir. Calismada 2 olgu (%2.3) muhtemel BNV enfeksiyonu
olarak degerlendirilmistir. BNV IgM’i pozitif olarak izlenen serum Orneklerinin,
antikor Ozgiilliigliniin  dogrulanmasi amaciyla virlis notralizasyon testi ile
degerlendirilmesinin amaglandig1 bu calismada 6rnek miktarinin kisitliligina bagh
olarak, hastalardan sadece birinde test pozitif olarak saptanmistir. Bu hasta klinige
yiiksek ates, bas agrist ve biling bulanikligi sikayetleriyle bagvurmus olup nedeni

bilinmeyen viral ensefalit 6n tanisi ile takip edilmistir (65, 91).

Ankara bolgesinde 2011 yilinda rapor edilen diger bir olguda, BOS'da
pleositoz ve artmis protein, serumda ise BNV'ye 6zgiil IgM saptanmig fakat takibinin
9. gliniinde hasta kaybedilmistir (92).

BNV kaynakli MSS enfeksiyonuna dair en son veri Ocal ve arkadaslarinin
bildirdigi, Mayis 2012 tarihinde biling bulanikligi, el-kol ve yiizde kas kasilmalari
sikayetleri ile bagvuran bir hastada BNV PCR, BOS ve serum 6rneginin her ikisinde
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de pozitif bulunmus, etken viriisiin "Lineage 1 Clade 1a" oldugu saptanmustir. Ozkul
ve arkadaglarinin 2011 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada Eskisehir ve Ankara kaynakl
insan ve at olgularinda da aynmi1 koken viriisler ilk kez saptanmistir. Bu veriler, Orta

Anadolu bolgesinde "Lineage 1" viriislerin dolasimda oldugunu gostermektedir (93).

ABD’de 2002 yilinda BNV salgini sirasinda, viriisiin transfiizyon yoluyla
bulastiginin gosterilmesi ile kan bankaciligi acisindan 6nemli bir problem oldugu
ortaya cikmigtir. Asemptomatik kan bagiscilarinda sadece BNV seropozitifliginin
arastirtlmasi bulas1 onlemede yetersiz kalmistir (57). Bu nedenle 2003 yili Haziran
ayindan itibaren FDA onayi ile viremik donorlerin taranmasinda NAT kullanilmaya
baslanmigtir. 2003-2004 yillar1 arasinda rutin tarama ile 540 viremik kan bagiscisi
tespit edilmistir (94). Aym1 yilda Kanada kan dondrleri de NAT ile taranmis ve 14
kiside BNV RNA pozitifligi saptanmistir. Higbir alicida kan yoluyla BNV bulasi
saptanmadigi i¢in de tarama basarili olarak degerlendirilmistir (95). 2004 yilinda
Hollanda’da 61992 kan dondriiniin tarandigi ¢alismada da BNV viral RNA’s1 negatif
saptanmistir (96).

Italya kuzeyinde, 2009 yazinda 5726 kan dondrii NAT ile BNV viriis RNA’s1
acisindan taranmis sadece bir donorde pozitiflik saptanmustir. Bu ¢alisma sonucunda
cok diisiik oranda pozitiflik saptansa bile BNV bulas riskini azaltmak i¢in taramaya

ihtiyag¢ oldugu yoniinde goriis bildirilmistir (97).

Bizim ¢alismamizda, Mustafa Kemal Universitesi Hastanesi Kan Merkezine
basvuran saglikli kan donérlerinde BNV IgG ve IgM antikor varligmmin ELISA
yontemi ile arastirilmasi ve pozitif sonug alinan 6rneklerin real-time PCR yontemi ile
karsilagtirilmasi, bolgemiz ve lilkemiz BNV seroepidemiyolojik verilerine katkida
bulunulmast amaglanmistir. Bu ¢alisma Hatay bolgesi saglikli kan donoérlerinde BNV
seroprevalansinin  arastirildigi  bolgemizdeki ilk  calismadir.  Calismamiz
bolgemizdeki kan dondrlerinde riskleri ortaya koymak acisindan yol gosterici
olabilecek ve zaman zaman klinigimize nedeni bilinmeyen ates, biling degisikligi
sikayetleri ile basvuran fakat tan1 koyamadigimiz vakalar1 degerlendirirken akilda

tutmamizi saglayacaktir.
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Calismamizda 200 kan dondrinde BNV IgG seropozitiflik orant %9.5
(19/200), BNV IgM seropozitiflik oran1 9%0.5 (1/200) olarak saptanmistir. ELISA
yontemi ile BNV IgG ve IgM pozitif olarak saptanan donor 6rneklerine, duyarlilik ve
Ozgiilliigli daha yiiksek olan real-time PCR metodu uygulanmistir. Calisma
sonucunda ELISA pozitif 6rneklerin higbirinde BNV viral RNA’s1 saptanmamustir.
ELISA yontemi ile BNV IgG ve IgM antikorlarinin toplamda %10 oraninda pozitif
bulunmasina karsilik, BNV viral RNA’sinin negatif bulunmasi; bu hastalikta
vireminin kisa siireli olmasina veya saptanan antikorlarin diger flaviviriislerle ¢apraz
reaksiyon vermelerine baglanabilir. Fakat bu iki sonugtan hangisinin daha olas1

oldugunu anlamak miimkiin gériinmemektedir.

Bizim c¢aligmamizda BNV seropozitifligi %10 olarak tespit edilmistir.
Ergiinay ve arkadaslar tarafindan yapilmis olan ve Giineydogu Anadolu bolgesinde
BNV IgG pozitifligini %16 olarak bulmus olduklar1 ¢aligmadaki sonuglar bizim
sonuclarimizla benzerlik gostermektedir. Meco ve arkadaslarinin hemagliitinasyon
inhibisyon yontemiyle yapmis olduklart ¢alismada bulmus olduklar1 %38 ile %47,8
gibi degerler bizim ¢alismamamizla kiyaslandiginda olduk¢a yiiksek bulunmustur.
Fakat diger bazi caligmalarda seropozitiflik orani Orta Anadolu bolgesi kan
donérlerinde %1, Hacettepe Universitesi Hastanesi Kan Merkezine bagvuran
donorlerde %1.6, Hizel ve arkadaslarinin Ankara bolgesi kan donodrlerinde yaptigi
calismada %2.4 olarak bulunmus ve saptanan bu degerler bizim buldugumuz
degerlerden oldukca diisik kalmistir. Ulkemizde cesitli bolgelerde farkl
arastirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalarda, BNV’ye kars1 seropozitiflik
oranlarmin %0.6-57 arasinda genis bir yelpazede saptandigi goriilmektedir (9, 47).
Bu sonuclarda iilkemizde BNV seroprevelansindaki bolgesel farkliligi dogrular

niteliktedir.

Calismamizda ELISA yontemiyle pozitif bulunan 6rneklere uygulanan RT-
PCR metodu ile BNV viral RNA’s1 saptanmamigstir. Bu sonugla uyumlu olarak Hizel
ve arkadaglarinin yaptig1 caligma gibi Sahiner ve arkadaslarimin ¢alismalarinda da
PCR negatif saptanmistir. Oysa bize komsu illerden Mersin’de yasayan kan
donorlerinde RT-PCR yontemi kullanilarak yapilan tarama sonrasinda %2.7 oraninda

viremik 6rnek saptanmistir (4, 9, 87).
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Bizim ¢alismamizda elde ettigimiz sonuclara benzer sekilde Almanya’da ve
komsumuz Iran’da kan donérlerinde yapilan ¢alismalarda IgG seropozitiflik orani
sirastyla %5.9 ve %S5 olarak tespit edilmistir. Yine her iki ¢alismada bizim
sonuclarimizla uyumlu sekilde tiim donérlerde PCR negatif bulunmustur. Ozellikle
komsumuz Iran’da elde edilen veriler ayn1 cografyay: paylasmamiz ve benzer iklim

kosullarina sahip olmamiz dolayisiyla anlamlidir (98, 99).

Calismamizda yas artisi ile birlikte BNV IgG pozitifliginin arttigi
saptanmigtir. 20-30 yas araliginda %3.8 olan oran, 51-60 yas araliginda artarak
%37.5 olarak bulunmustur. Oysa ¢alismaya 20-30 yas araliginda 78 donér, 51-60 yas
araliginda 16 dondr katilmistir. Yani dondr sayist azalirken seropozitiflikte artig
saptanmustir. Ik olarak Heperkan ve Ari, ardindan Mego ve arkadaslari bizim
caligmamiza benzer sekilde seropozitifligin yasla arttigini bildirmislerdir (45, 47). Bu
durum insanlarin yasam siirelerinin artisi ile birlikte vektorlerle karsilagsma sansinin

artmasi ile agiklanabilir.

Bugiin bir ¢ok laboratuvarda BNV’ nun serolojik tanisinda, spesifik ELISA
IgG ve IgM antikorlarinin arastirilmasi, yaygin olarak kullanilmaktadir. ELISA
yonteminde antijen kaynagi ve test platformuna bagli olarak duyarlilik ve 6zgiilliik
farkliliklar gostermektedir. Ludolfs ve arkadaslar1 2007 yilinda yapmis olduklar
calismada ELISA sensitivitesini %77.6, pozitif ve negatif prediktif degerleri ise
sirastyla %93.3 ve %98.8 olarak bulmuslardir. BNV IgM ve IgG antikorlarinin
serumda uzun siire kalic1 olabilmesi, akut enfeksiyonun gegirilme zaman ile ilgili
sorun teskil edebilmektedir. Ayrica enfeksiyonun baslangicindan 5-7 giin sonrasina
kadar kandan antikorlarin tespiti miimkiin degildir. Buna bagh olarak yalanci
negatiflikler de olabilmektedir. Bu nedenle, hizli ve dogru molekiiler yontemler,
teshis ve epidemiyolojik siirveyans i¢in gereklidir. Molekiiler yontemler, spesifik,
hassas ve hizli olmalarindan dolayr akut faz igin kullanilabilirler. Fakat bu
yontemlerde segilen hedef bolge, test formati ve algilama yontemi bakimindan

farkliliklar gosterirler (100, 101).

Petersen ve arkadaslarmin yapmis olduklari ¢alismada real-time PCR test
sonuglari, beyin omurilik s1vis1 6rneklerinin %55 ve serum 6rneklerinin %10’unda

olumlu bulunmustur. Bir baska ¢alismada ise PCR sensitivitesi RT-PCR metodunda
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(TagMan) BOS’ta %57, serumda %14 olarak saptanmistir. Ayni ¢aligmada PCR
testinin serum Orneklerinde BNV tanisinda diisiik duyarlilik gostermesinden dolay1

rutin tan: yontemi olarak kullanilmamasi gerektigi de vurgulanmistir (7, 23).
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Yapilan bu c¢alismada, Mustafa Kemal Universitesi Tayfur Ata Sékmen Tip
Fakiiltesi Hastanesi Kan Merkezine basvuran saglikli kan dondrlerinde ELISA
yontemi ile BNV IgG seropozitiflik oran1 %9.5 (19/200), BNV IgM seropozitiflik
orani %0.5 (1/200), olarak saptanmis pozitif 6rneklerde real-time PCR ydntemi ile
viral RNA negatif olarak tespit edilmistir. Calismamizda, kan donorlerinde saptanan
bu yiikksek BNV IgG pozitiflik orani, donodrlerin yasamlarinin farkli zaman
dilimlerinde BNV ile karsilasmis olduklarinin bir gostergesi olabilecegi gibi ¢apraz

reaksiyon ile de agiklanabilir.

Her ne kadar bizim c¢alismamizda Real-time PCR ile viral RNA negatif
saptanmig olsa da serolojik yontemlerden ¢ok daha duyarli ve ozgiilliigi yiiksek
molekiiler testler kan kaynaklarmin giivenirligi ve saglikli kan temini agisindan
donorlerin taranmasinda kullanilmalidir. Yillardir ABD gibi bir¢ok iilkede kan
bankaciliginda NAT gibi molekiiler bir yontemle donorlerde BNV viriis RNA’s1
taranmaktadir. Fakat viremi siiresinin kisaligi, kullanilan molekiiler yontemlerin
duyarliliginin farkli olabilmesi, diisiik titrelerde BNV igeren enfekte kanlarin mevcut
tarama testlerinden kacabilmesi gibi sebeplerden dolayr gelecekte giivenli kan
kaynaklar1 saglanabilmesi i¢in ‘kan iirlinlerinde patojen inaktivasyonu’ gibi ek

yontemleri de gézden gecirmemiz gerekmektedir.

Calismamizda elde ettigimiz verilerin bolgemizde BNV sirkiilasyonunun aktif
olabileceginin bir gostergesi olarak iilkemiz BNV veri tabanina fayda saglamasini

timit etmekteyiz.
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