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ONSOZ

Diinya Saglik Orgiitii ve Diinya Hayvan Sagligi Orgiitii’niin paylasimlarina
gore artropod kaynakli viruslar (Arboviruslar) insan ve hayvanlarin yasamini ciddi
oranda tehdit etmektedir. Bu viruslarin bazilar1 diinyada giindem olusturan énemli
salginlara kaynagi olmakla birlikte yiiksek oranda 6liimler ile de seyredebilmektedir.
Viruslarin nasil yayildigi konusunda ortaya atilan birgok hipotezde gdécmen
kuslardan bahsedilmektedir ve viruslarin kitalar arasi tasinmasinda gégmen kuslarin
ciddi rolleri bulunabildigi belirtilmektedir. Emerging and re-emerging diseases (Yeni
ve yeniden ¢ikan hastaliklar) canlilar1 tehdit etmektedir. Bu kapsamda iilkelere
gelebilecek bu hastaliklar i¢in gogmen kuslarin diizenli bir sekilde arastirilmasi ile
erken tespit durumunda gerekli 6nlemler alinabilir. Bu amagla bazi iilkeler kuslardan
numune toplama/bildirme siirecine halki da katarak daha fazla veri elde etmeye
calismaktadir. Bazi viral hastaliklarin bulasma siklusunda bosluklar bulunmakta ve

nasil yayildigi teoriler ile agiklanmaktadir.

Bu tez calismasinda Samsun ve Hatay illerindeki gogmen ve/veya gdgmen
kuslar ile ortak alan1 paylasan kuslardan numune toplanarak bazi zoonotik viruslarin
arastirtlmasi hedeflenmistir. Toplanan kus numunelerine Flaviviruslar, Nairoviruslar
ve Phleboviruslar yoniinden analizler yapilmistir. Flaviviruslar ig¢inde tilkemizde
goriilen Bat1 Nil Virusu kus-sivrisinek siklusunu kullanarak at ve insanlarda hastalik
olusturmaktadir. Nairoviruslar i¢inde bulunan Kirim Kongo Kanamali Atesi Virusu
kene kaynakli bir virus olup kuslarin virus yayilimindaki rolleri tam olarak
aydinlatilmamustir. Phleboviruslar i¢inde bulunan Toscana virus Ozellikle Akdeniz
bolgesindeki {lilkelerde tatarcik kaynakli olup bu viruslarin bulasmasinda kuslarin
rolii bilinmemektedir. Bu ¢aligsma ile kuslarin bahsi gecen viruslarin yayilimindaki

rolii ve arastirma yapilan illerdeki durum ortaya konulmus olacaktir.

Doktora egitimim siiresince, hi¢bir konuda yardim ve destegini esirgemeyen,
bilgisi ve deneyimi ile bana yol gosteren danmigman hocam Prof. Dr. Aykut
OZKUL’a, bu siire icinde her konuda yardimlarin1 aldigim Viroloji Anabilim Dali
Bagkan1 Prof. Dr. Yilmaz AKCA ve Viroloji Anabilim Dali Ogretim Uyeleri Prof.
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Dr. Feray ALKAN, Prof. Dr. Seval BILGE DAGALP, Prof. Dr. M. Taner
KARAOGLU, Prof. Dr. T. Cigdem OGUZOGLU ve tez izleme komitesi iiyesi Prof.
Dr. Hakan YARDIMCI ’ya tesekkiirlerimi sunarim.
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1.GIRIS

1.1. Arboviruslar

Son yillarda yeni enfeksiyoz ajanlarin olusturdugu hastaliklarin tespitinde bir
artis yasanmakta ve tespit edilen yeni ajanlarin ¢ogunlugunu zoonoz viruslar
olusturmaktadir. Tiim bu gelismeler, yeni ve yeniden ¢ikan patojenler adi altinda bir
kategorinin olusturulmasint saglamistir. Bu kategorinin iginde Arboviruslar
(arthropod kaynakli viruslar), oldukg¢a 6nemli yer tutumaktadir. Arboviruslar, enfekte
vertebrali bir konaktan diger konaga kan emen sivrisinek, kene, tatarcik gibi
arthropod vektorler araciligi ile nakledilmektedir. Biyolojik vektorler arboviruslarin
bulaginda rol oynayarak, viremik konakg¢idan beslendikten sonra virusun kendi
viicudunda c¢ogalmasini desteklemekte ve bir bagka vertebrali konakg¢idan
beslenirken virusu konakgiya bulagtirabilmektedir. Biiyiik ¢ogunlugu zoonoz olan
arboviruslarin dogal konakgilar1 arasinda yabani hayvanlar agirliktadir (Pfeffer ve
Dobler, 2010 ve Webster ve Stapleford, 2017). Gelisen teknoloji ile birlikte ulagim
olanaklarinin da gelismesi sayesinde de viruslar kisa siirede uzun mesafeler kat
edebilmektedir. Silvatik (ormansal) bulasma dongiisiinde insanlar viicutlarinda yeni
bir bulagmaya yetecek miktarda viremi olusturamadiklarindan son konakg1 olarak yer
almaktadir. Epidemik (sehirsel) bulagsma dongiisiinde ise, arboviruslar insan
konakgilarina iist diizeyde adaptasyon sagladiklarindan, hayvan rezervuara ihtiyag
duymadan vektorler araciligi ile insanlar aras1 bulasma gerceklestirebilmektedirler

(Pfeffer ve Dobler, 2010 ve Webster ve Stapleford, 2017).

Centers for Disease Control and Prevention (CDC)’nin yayinladigi Arbovirus
Katologu’nda toplam 537 virus tanimlanmakta ve bu viruslar i¢inde barindiran
bircok virus ailesi bulunmaktadir (CDC, 2019). Bunlarin arasinda Togaviridae,
Flaviviridae, Rhabdoviridae, Asfarviridae ve Reoviridae ailesi ile Bunyavirales
takimi igerisinde yer alan viruslar cogunlukla zoonoz karakterde olmalar1 nedeniyle

one c¢ikmaktadir. Asfarviridae ailesinde bulunan cift zincirli DNA virusu olan



African swine fever virus disindaki arboviruslar RNA genomuna sahip viruslardir

(Webster ve Stapleford, 2017) (Cizelge 1.1).

Cizelge.1.1. Bazi 6nemli Arboviruslarin simiflandirilmast

Tek iplikgikli | Tek iplikgikli |
Pozitif polariteli Negatif
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RNA | | polariteli RNA | RNA
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) S EE——
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. WL, ) —
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RNA viruslarinin  enfeksiyon sirasinda viral cesitliligini  siirdiirmesi
biyolojileri agisindan onemlidir. Bu viral ¢esitliligin olusmasi, hizli replikasyon
dongiisii ve tashih (proofreading) olarak da adlandirilan hata-diizeltme mekanizmasi
olmayan polimeraz aktivitesi sayesinde olmaktadir. Viruslar, bu mekanizmalar ile
kisa bir siire i¢inde bireyde genis yelpazede ¢esitlilige ulasmakta ve hizli mutasyona
ugrayarak, bulunduklar1 ortama da hizla bir sekilde adapte olmaktadir. Birgok olguda
bu hata diizeltici olmayan replikasyon mekanizmasi ile 6nemli genetik gesitlilikler
meydana gelmektedir. Bu ¢esitlilik sayesinde de konakgi, vektor, iklim sartlar1 ve
diger sartlarda cogalmasin1 devam ettiren virus susu iiremeye devam ederek en giiglii

olan sus bulagmaya devam etmektedir (Coffey ve ark., 2013 ve Weaver, 2006).

Arboviruslarin en énemli 6zelligi, basarili bir sekilde hem insekt vektorlerde
(sivrisinek, kene, tatarcik vb.), hem de hayvan konaklarda c¢ogalabilmeleridir. Bu
cogalma dongiileri sirasinda, cok kisa siire igerisinde c¢ok degisik konakeilari
kullanmalar1 sebebiyle farkli ¢evre kosullarina adaptasyonlari da hizli olmaktadir. Bu
adaptasyon oOzellikleri, en fazla yeni bir cografyaya virus girdigi zaman karsisina
cikan yeni konakgi, yeni vektor ve yeni degiskenlere uyum saglayarak salginlara

neden olduklar1 zaman dikkat cekmektedir (Weaver ve Barrett, 20006).




Arboviruslarin i¢indeki bazi 6nemli viruslar arasinda Yellow Fever virus
(YFV, Sar1 Humma), Dengue virus (DENV), Zika virus (ZIKV), Bati Nil virus,
Usutu virus (USUV), Chikungunya virus (CHIKV), Kirim Kongo Kanamali Atesi
Orthonairovirus (KKKAV) ve Phleboviruslar bulunmaktadir (Cizelge 1.2).

Sart Humma virusu, sivrisinek kaynakli bir flavivirus enfeksiyonudur.
Afrika’nin ekvatoral bolgelerinde, Giiney Amerika’da ve Kuzey Amerika’nin bazi
bolgelerinde virus sirkiile olmaktadir. Genellikle Aedes aegypti sivrisineklerinin
dahil oldugu silvatik ve kentsel bulasma siklusu vardir. Sivrisinekler araciligr ile
kisiden kisiye bulagsma gergeklesmektedir. Riskli bolgelere gitmeden 6nce yapilan ast
ile dmiir boyu koruma saglanmaktadir. Hastalik semptomlar1 arasinda bulunan sarilik

hastaliga ismini vermistir (DSO, 2018).

Chikungunya virus (CHIKV) Togaviridae ailesinde bulunan ve sivrisinekler
ile bulasan bir Alphavirus’tur. Ulkemizde de bulunan Aedes albopictus tiirii
sivrisinek ana vektorii olarak tanimlanmustir. {lk olarak 1952 yilinda Tanzanya’da
bildirildikten sonra giiniimiizde Afrika, Asya, Avrupa ve Amerika’ya yayilmis
Oonemli insan patojenleri arasinda bulunmaktadir (Arias-Goeta ve ark., 2014 ve
Powers ve ark., 2000).

‘Dandy Fever’ (Dandy Atesi) ve kemik kiran atesi olarak 1700’1 yillarda
tanimlanan DENV, bir¢cok pandemiye neden olmustur. Bu hastalik ile Chikungunya
virusunun olusturdugu klinik tablolarin, insanlar tarafindan karistirildig
diistiniilmektedir. DENV enfeksiyonunda arthritislerin goriilmeyip CHIKV’de tespit
edildigi bildirilmistir (Halstead, 2015 ve Pettersson ve Fiz-Palacios, 2014).
DENV’un dért farkli serotipi bulunmaktadir (Sweet ve Sabin, 1954). Insan
niifusunun, yaklasik %40°1 tropikal ve subtropikal bolgelerde yasamakta ve Dengue
hastalig1 agisindan da risk altinda bulunmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii verilerine
gore senelik ortalama 390 milyon vaka goriilmektedir (DSO, 2018). Dengue
hastaliginin siddetli seyretmesinin nedenleri arasinda, antikor bagimli yiikselme
(ADE) mekanizmasinin rolii oldugu diisiiniilmektedir. Bu hipoteze gore, ilk DENV

enfeksiyonundan (bir serotip i¢in) kalan diisiik affiniteli, capraz reaktif, ndtralize



edemeyen antikorlar, ayn1 insanda ikinci serotip ile olusan enfeksiyonu
giiclendirmektedir. Son zamanlarda, DENV spesifik antikorlarin, diger iligkili
viruslarda da (ZIKV gibi) hastalig1 agirlastig1 diisiiniilmektedir (Castanha ve ark.,
2017; Paul ve ark., 2016; Pettersson ve Fiz-Palacios, 2014 ve Screaton ve ark.,
2015).

Zika virus (ZIKV) Aedes aegypti ile bulasarak 6zellikle fotuslarda norolojik
hastaliklara neden olan sivrisinek kaynakli bir flavivirustur (Pettersson ve Fiz-
Palacios, 2014). Ilk olarak 1947 yilinda Uganda’da maymunlarda tespit edilmistir.
Glinlimiizde ise Afrika, Amerika, Asya ve Pasifikler’de halen salginlara neden
olmaktadir. Son olarak 2015 yilinda Brezilya’da biiylik bir salgina neden olmustur
(DSO, 2018).

Usutu virus (USUV), otiicti kuslar ve baykuslar1 rezervuar olarak; Culex
sivrisineklerini de vektdr olarak kullanan, sivrisinek kaynakli bir flavivirustur
(Ashraf ve ark., 2015). USUV, Avrupa’da goriilen baz1 kus oliimlerinde tespit
edilmistir (Weissenbock ve ark., 2013). Kuslarda neden oldugu postmortem bulgular
arasinda hepatomegali, splenomegali, zayiflik ve bobreklerde hemoraji yer

almaktadir (Lecollinet ve ark., 2016).

1.1.1.Arboviruslarin Genetik Ozellikleri

1.1.1.1.Flavivirus’larin Ozellikleri

Yapilan caligmalar, flaviviruslarin kokeninin yaklasik 100.000 yil 6ncesine
uzandigini, sivrisinek ve kene kaynakli flaviviruslarin ise yaklasik 40.000 yil 6nce
birbirlerinden farklilasmaya basladigin1 ortaya koymaktadir (Pettersson ve Fiz-
Palacios, 2014). Flaviviruslar, daha onceleri Togaviruslar i¢inde siiflandirilirken,
1984 yilinda yapisal farkliliklar, gen sekanslari ve replikasyon stratejilerine
dayanilarak yapilan analizler sonucunda Flaviviridae ailesi olarak ayrilmiglardir

(Westaway ve ark., 1985).



Cizelge.1.2. Bazi 6nemli Arboviruslar.

Aile Virus Vektor Rezervuar
Togaviridae Alphavirus
Chikungunya virus (CHIKV) Sivrisinek Insan, primat
Ross River virus (RRV) Sivrisinek Insan, keseliler
Mayaro virus (MAYV) Sivrisinek Kus
Sinbis virus (SINV) Sivrisinek Kus
Eastern equine encephalitis virus (EEV) Sivrisinek Kus
Western equine encephalitis virus (WEEV) Sivrisinek Kus, tavsan
Venezuelan equine encephalitis virus (VEEV) Sivrisinek Rodent
Flaviviridae Flavivirus
Dengue virus (DENV) Sivrisinek Insan, primat
Yellow Fever virus (YFV) Sivrisinek Insan, primat
Japanese encephalitis virus (JEV) Sivrisinek Kus, domuz
Zika virus (ZIKV) Sivrisinek
Murray Valley encephalitis virus (MVE) Sivrisinek Kus
St. Louis encephalitis virus (SLE) Sivrisinek Kus
Bati Nil virus (BNV) Sivrisinek Kug
Tick-borne encephalitis virus (TBEV) Kene Kus, rodent
Alkhumra hemorrhagic fever virus (AHFV) Kene
Phenuiviridae Phlebovirus
Sandfly fever Naples phlebovirus (SFNV) Tatarcik
Rift Valley fever phlebovirus (RVFV) Sivrisinek
Toscana virus (TOSV) Tatarcik
severe fever with  thrombocytopenia Kene
syndrome virus (SFTSV)
Peribunyaviridae Orthobunyavirus
La Crosse orthobunyavirus (LACV) Sivrisinek Rodent

Oropouche virus orthobunyavirus (OROV)

Tatarcik, Sivrisinek

Nairoviridae

Orthonairovirus

Kirnm Kongo Kanamali Atesi orthonairovirus
(KKKAV)

Kene

Rodent, koyun

Reoviridae

Coltivirus

Colorado tick fever virus (CTFV)

Kene

Orbivirus

Mavidil virus (BTV)

Sokucu Sinek

Rhabdoviridae

Vesiculovirus

Indiana vesiculovirus

Sivrisinek,Tatarcik

Asfarviridae

Asfarvirus

African swine fever virus

Kene

Yaban domuzu




Flaviviruslar, Flaviviridae ailesindeki en biiyiik genustur. Uluslararas1 Virus
Taksonomisi Komitesi’ne (ICTV, 2018) gore Flavivirus genusunda 53 virus tiiri
bulunmaktadir. Yellow fever virus (YFV), Japanese Encephalitis virus (JEV), Bati
Nil virus (BNV), Zika virus (ZIKV) ve Dengue virus (DENV) bu genusta en ¢ok
bilinen sivrisinek kaynakli viruslardir ve diinya niifusunun {gte birini

etkilemektedirler (Lazear ve Diamond, 2016).

BNV, Flaviviridae ailesinde Flavivirus genusunda yer alan ve Japon
encephalitis virus serokompleksinde siiflandirilan bir RNA virusudur. Virion, 40-60
nm ¢apinda zarfli ikosahedral yapiya sahiptir (Castle ve ark., 1986). Genom yaklasik
11 kb biiytikliigiinde, pozitif polariteli, lineer tek iplik¢ikli ssRNA’dan olugmaktadir.
Genomun 5’ ucunda tip 1 cap bulunurken, 3’ ucu ise poliadenile (polyA) degildir
(Bisaillon ve Lemay, 1997 ve Cleaves ve Dubin, 1979). Viral ve konak¢iya ait
proteazlar ile poliproteinden 10 farkli protein elde edilmektedir (Apte-Sengupta ve
ark., 2014; Brecher ve ark., 2013 ve Zhang ve ark., 2016). Bunlardan ii¢ii yapisal
[kapsid proteini (C), membran proteini (M) ve zarf proteini (E)], yedisi ise yapisal
olmayan (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B ve NS5) proteinlerdir
(Mukhopadhyay ve ark., 2005; Romero-Breyand Bartenschlager, 2016 ve Welsch ve
ark., 2009). C proteininin ¢ok sayidaki kopyasi RNA’y1 c¢evreleyerek viral
niikleokapsidi olusturmaktadir (Jones ve ark., 2003). Niikleokapsid, M ve E
proteinlerinin ¢ok sayidaki kopyasi olan konakgi-hiicre kokenli lipid yapili zarf
tarafindan sarilmaktadir (Sekil 1.1). M proteini, proteolitik bir fragmenttir ve onciil
formu prM’dir. Virion zarfinin ana proteini olan E proteini, konakgi-hiicre
reseptorlerini tanimada rol oynamaktadir ve notralizan antikorlarin ana hedefidir. Bu
proteindeki mutasyonlar nedeniyle virion viriilens kaybina ugramaktadir (Contigiani
ve ark., 2017, s:74).
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Sekil.1.1. BNV’nun virion ve genom organizasyonu (Chancey ve ark., 2015).

NS1, viral RNA replikasyon siirecine katilmaktadir ve salgilanan ilk viral
proteindir. Ayrica, gii¢lii bir sivisal bagisik yanit indiikleyicisidir. NS2A proteininin
viral polimeraz iliskili RNA kaliplarinin geri doniisiimiinde, konak¢i antiviral
yanitinin ~ modiilasyonunda, NS1-NS2A birlesiminin translasyondan sonra
ayrilmasinda ve viral replikaz kompleksinde fonksiyonel rollerinin oldugu
diistinitilmektedir (Contigiani ve ark., 2017, s:74). NS2B ise membran iliskili kiigiik
bir proteindir ve NS2B-NS3 kompleksinde serin-proteaz aktivitesinde kofaktor
olarak goérev yapmaktadir. NS3 biiyiikk bir sitoplazmik proteindir, poliprotein
isleminde ve viral RNA replikasyonunda bir¢ok enzimatik aktivitede (proteaz,
helikaz) rolii bulunmaktadir. NS4A ve NS4B, membran iliskili kii¢iik hidrofobik
proteinlerdir ve viral RNA replikasyonunda gorev almaktadirlar. Flavivirus
genusundaki viruslarin en biiyiikk ve en korunakli proteini NS5 proteinidir. N-
terminal bolgesinde metiltransferaz ve C-terminal motiflerinde RNA-bagimli RNA
polimeraz (RdRp) aktivitesi bulunmaktadir (Contigiani ve ark., 2017, s:74;
Khromykh ve ark., 1999; Koonin, 1993 ve Lu ve Gong, 2013) (Sekil 1.1).



1.1.1.1.1.Flaviviruslarin Replikasyonu

Virusun hiicreye girisi reseptor aracili endositozis ile olmaktadir. Bu agamada,
E proteini taninma ve hiicre adsorbsiyonu i¢in viral reseptor olarak rol oynamaktadir.
Endositik vezikiil sekillendiginde, igerisindeki asidik pH nedeniyle, E proteininde
yapisal degisimler meydana gelmektedir. Sonrasinda ise, endozom-virion
membraninda fiizyon sekillenir ve niikleokapsid sitoplazmaya geger. Bunun yaninda,
viral zarf ile hiicresel membranda da direkt fiizyon gelisebilir. Bu viral soyulma
islemi tamamlandiktan sonra, replikasyon asamasi baslamaktadir. Viral RNA
replikasyonu, periniiklear bolgede gerceklesir ve negatif polariteli tamamlayict tek
iplik¢ik sentezi baslar. Bu iplik¢ik, pozitif iplik¢ik sentezinde kalip olarak gorev
almaktadir. Genomik viral RNA, direkt olarak messenger RNA olarak kullanilir.
Endoplazmik retikulumda, yeni viral partikiiller olusur ve bunlar sonrasinda hiicre
disina tagiir. Trans-Golgi agindaki asidik pH’nin, prM-E kompleksindeki partikiil
olgunlagmasi i¢in gerekli degisimleri olusturdugu tespit edilmistir (Contigiani ve
ark., 2017, s:75).

1.1.1.1.2. BNV’nin Filogenetik Dagilim

Elde edilen genetik sekanslara ve filogenetik analizlere dayanilarak yapilan
calismalar sonucunda BNV 7 genetik hatta incelenmektedir. Bunlardan Genetik Hat
1 ve 2 en ¢ok yayilim gosteren genetik hatlardir (Bakonyi ve ark., 2005; Berthet,
1997; Lanciotti ve ark., 2002; Scherret ve ark., 2001 ve Vazquez ve ark., 2010).

* Genetik Hat 1: Tim diinyada yaygin viruslar

* Genetik Hat 2: Smirl bolgelerde yayilmis viruslar

* Genetik Hat 3: Rabensburg susu (Bakonyi ve ark., 2005)

* Genetik Hat 4: LEIV-Krnd88-190 (Lvov ve ark., 2004)



* Genetik Hat 5: Hindistan izolat1 (Bondre ve ark., 2007)
* Genetik Hat 6: Malezya izolat1 (Scherret ve ark., 2001)

» Genetik Hat 7: Ispanya izolat1 (Vazquez ve ark., 2010)

Genetik Hat 1 kendi iginde la, 1b ve 1c olmak iizere 3 alt gruba (clade)
ayrilmaktadir (Bakonyi ve ark., 2005). Afrika, Avrupa, Orta Dogu, Rusya ve
Amerika’daki salginlardan la izole edilmistir. Avustralya’da bulunan BNV nin alt
tipi olan Kunjin virusun (KUNV) izolatlar1 1b olarak tanimlanirken, lc ise sadece

Hindistan izolatlarin1 igermektedir.

Genetik Hat 1 alt grup la, 1990’larin ortalarindan bu yana bir¢ok BNV
epidemilerinin etkeni olarak Afrika, Avrupa, Orta Dogu ve Amerika’da tespit
edilmektedir. Bu alt grupta alt1 kiime tanimlanmaktadir. Kiime 1°deki izolatlar Afrika
ile Avrupa’dan; Kiime 2 ve 4’deki izolatlarin ¢ogu Avrupa ve Amerika’daki
salginlardan; kiime 3’te yer alan izolatlar ise, Rusya’da Volga deltasinda
Astrakhan’da izole edilmistir. Kiime 5 ve 6’nin da Merkez ve Bat1 Afrika’dan elde

edilen sekanslari mevcuttur (Fiona ve ark., 2011).

2004 yilima kadar Genetik Hat 2’nin Madagaskar ve Giliney Afrika’daki
salginlardan sorumlu oldugu diisiiniiliirken, sonraki yillarda Macaristan’daki
kuslarda, Rusya’da, Yunanistan ve Tiirkiye gibi farkli iilkelerde de sirkiile oldugu
tespit edilmistir (Bakonyi ve ark., 2005; Bakonyi ve ark., 2006; Erdelyi ve ark.,
2007; Monaco ve ark., 2016 ve Papa ve ark., 2010). Genetik Hat 3, 1997 yilinda
Avusturya’da sivrisinekten elde edilmistir (Bakonyi ve ark., 2005). Genetik Hat 4’e
ait ilk virus 1988 yilinda Rusya’nin Kafkasya bolgesinde bir kenede tespit edilmistir
(Lvov ve ark., 2004). Genetik Hat 5 ise, onceleri alt grup 1c’de degerlendirilmesine
karsin, elde edilen veriler sonucunda ayr1 bir genetik hat olarak smiflandirilmigtir

(Bondre ve ark., 2007 ve Erdelyi ve ark., 2007).



1.1.1.2.Nairoviruslarin Ozellikleri

Kirim Kongo Kanamali Atesi Virusu (KKKAYV, Crimean Congo hemorrhagic
fever) ile ilgili ilk bilgiler, 12. yiizyilda Tacikistan’a kadar uzanmaktadir. Bu
tarihlerdeki verilerde, kanamali hastaligin klinik bulgular1 arasinda idrarda,
rektumda, dis etlerinde, salyada ve abdominal boslukta kanamalarin dikkat c¢ektigi
kaydedilmistir. Ayn1 zamanda, Hyalomma cinsi kene larvalarinin, karatavuklarda
siklikla tespit edilmesi nedeniyle de karatavuk kuslarindaki kene veya bit kaynakli
bir hastalik oldugu da vurgulanmistir (Hoogstraal, 1979). KKKA hastaligi
yiizyillardir farkli iilkelerde farkli isimler ile amlmgtir. Ozbekistan’da “kan alict”

veya “kara oliim” gibi isimler verilmistir (Chumakov, 1974 ve Hoogstraal, 1979).

KKKAYV, 1944-1945 yillarinda Kirim bolgesinde bulunan giftliklerde gorevli
askerlerde goriilen semptomlar ile kendini gostermistir (Grashchenkov, 1945). Bu
semptomlarin kaynagina yonelik yapilan c¢aligmada, keneler parcalandiktan sonra
filtrelerden gegirilmis, deneysel ¢alismalarda filtre edilmis bu homojenatin
inokulasyonu yapilmis ve elde edilen bulgular ile bu hastaligin nedeninin viral bir
ajan oldugu gosterilmistir (Bilibin, 1950 ve Neklyudov, 1952). Kirim’da goriilen
KKKAV’un dahil oldugu salgin, sadece tarim ile ugrasan insanlar ile smurl
kalmistir. Ayrica salginin goriildiigii donemde, sahada ¢ok fazla sayida kene oldugu
tespit edilmis ve vakalarin biiyiik ¢ogunlugunun kene tutunmalar ile baglantili
oldugu goriilmiistiir. Bu donemdeki kayitlarda insan-insan bulasmasi ile ilgili bir
bilgi bulunmamaktadir. Salginin goriildiigii bolgede hastalik kaynagi icin yapilan
aragtirmalar sirasinda, bir¢ok kan emen artropod toplanmis ve en fazla tespit edilen
artropod tiirii, giiniimiizde de KKKAV’niin ana vektorii olarak bilinen, Hyalomma

marginatum olmustur (Grashchenkov, 1945).

Kongo’da 1956 yilinda hasta bir ¢ocuktan tespit edilen Kongo virusun, 1969
yilinda Kirim’daki virus ile ayni oldugu tespit edilmis ve bu viruslarin isimleri
birlestirilerek giinlimiizdeki “Kirim Kongo Kanamali Atesi Virusu” adimi almistir

(Chumakov ve ark., 1969).
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KKKAYV, Bunyavirales takiminda, Nairoviridae ailesinde Orthonairovirus
genusunda yer almaktadir (ICTV, 2018). KKKAYV 90-100 nm ¢apinda zarfli, helikal
simetriye sahip bir virustur ve virion negatif polariteli, tek iplik¢ikli, small (S),
medium (M) ve large (L) olmak iizere ii¢ segmentli RNA sahiptir. Bu ii¢ segmentin
her biri tek bir acik okuma bolgesi (ORF) icermektedir (Schmaljohn ve Nichol,
2007). S segmenti, niikleoproteini kodlamaktadir (Wang ve ark., 2012). M segmenti,
tip 1 transmembran glikoproteinler olan Gn ve Gc¢’nin endoplazmik retikulum ve
Golgi cisimciginden olusma mekanizmasima katilan bir poliprotein kodlamaktadir
(Altamura ve ark., 2007). Enfeksiyon sirasinda bu Gn ve Gc proteinlerine karsi
noétralizan antikorlar olugsmaktadir (Bente ve ark., 2013). Beklenildigi gibi en fazla
mutasyon ylizey glikoproteinlerinin sentezlendigi M segmentinde olmaktadir (Deyde
ve ark., 2006). L segmenti ise, RNA-dependent RNA polymerase (RdRp), olarak

gorev yapmaktadir.

KKKAYV, segmentlere gore genotiplere ayrilmaktadir. S, M ve L
segmentlerine gore genetik cesitlilik sirasiyla %20, %31 ve %22 olarak tespit
edilmigtir. S segmentine goére siniflandirma daha fazla tercih edilmektedir (Deyde ve
ark., 2006). Buna karsin, diinyada KKKAV’nin genotiplere ayrilmasinda farkliliklar
bulunmaktadir. Ornegin; Carrol ve ark. (2010), Bayesian metodu kullanarak yaptig
simiflandirmada bu virusu 6 genotipe (genotip I-VI) ayirirken, Atkinson ve ark.
(2012) yaptiklar1 siniflandirmay1 cografik dagilima gore yaparak 7 genotipe (Asya 1-
2, Avrupa 1-2, Afrika 1-2-3) ayirmakta, Mild ve ark. (2010) ise, farkli analizler
kullanarak bu virusu 7 genotipe (genotip 1-7) ayirmiglardir (Cizelge 1.3).

1.1.1.2.1. KKKAV’niin Genotipik ve Cografik Yayilimi

Avrupa 1°de yer alan izolatlarin ¢ogunlukla Dogu Avrupa’da salginlara neden
oldugu, Avrupa 2’deki izolatlarin da olduk¢a yaygin oldugu (Yunanistan’da
kenelerden izole edilen AP92 susu) fakat subklinik seyrettigi veya agir klinik tablo
olusturmadig tahmin edilmektedir (Zehender ve ark., 2013).
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Cizelge.1.3. KKKAV S segmenti i¢in tanimlanmis Genetik Hat ve gruplar (Dreshaj ve ark., 2016).

Ulkeler Carrol ve ark., 2010°a Atkinson ve ark., 2012°a
gore gore
Iran, Giiney Afrika, Senegal, Mauritanya I Afrika 3
Giiney Afrika, Namibia, Kongo, Uganda I Afrika 2
Giiney Afrika, Namibia, BAE, Senegal,
Mauritanya, Nijerya, Burkina Faso, Merkez 1II Afrika 1
Afrika
Iran, Pakistan, BAE, Madagaskar, Oman,
o ) ) . v Asya 1, Asya 2

Irak, Cin, Ozbekistan, Kazakistan, Tacikistan
Iran, Tiirkiye, Yunanistan, Rusya, Bulgaristan,

A" Avrupa 1
Kosova, Arnavutluk
Tiirkiye, Yunanistan VI Avrupa 2

Yapilan filodinamik ve filocografik analizler ile bilinen KKKAYV izolatlarinin
yaklasik bin y1l onceki ortak bir atadan kdken aldigini ve bu ortak atanin da Afrika
orjinli olabilecegini 6nermektedir (Zehender ve ark., 2013). Daha sonra 17.ylizyilin
ortalarinda, KKKAV’u Afrika’dan Orta Dogu’ya ulasarak iki farkli kola
ayrilmaktadir. 19.yiizyiln baglarinda da iki Asya genotipi olusmustur: iran ve
Pakistan ile Cin ve Orta Asya (Ozbekistan, Tacikistan) genotipleri (Zehender ve ark.,
2013). Virus, Orta Dogu ve giineydogu Asya’dan doguya dogru bir yon izleyerek
Himalaya daglarinin olusturdugu dogal bariyerlere ulagsmistir. Virusun, bu yayilim
hareketleri incelendiginde Avrasya ruminant gd¢ rotasina uygun oldugu, Sap ve Sigir
Vebas1 hastaliklarinin dagilimi ile de uyustugu goriilmektedir (Zehender ve ark.,
2013). Avrupa’da bulunan iki farklit KKKAYV susunun bu cografyaya ulasmasinda iki
olasilik tlizerinde durulmaktadir. Bunlardan birincisi, 1800 yillarinda diisiik patojen
veya apatojen virus, hayvan/vektor hareketleri ile dogudan Yunanistan ve Tiirkiye’ye
ulasmustir. Ikincisi ise, 20. yiizyilin baslarinda daha patojen olan sus bu bélgelere

ulasarak insanlarda salginlara neden olmustur (Zehender ve ark., 2013).

Yapilan filocografik analizler sonucunda Avrupa 1’in olas1 kokeninin Rusya
olmasi agir basmaktadir. Bu duruma gore, KKKAV Avrupa 1, Avrupa’ya 1900’li
yillarda Rusya’dan gelmistir. Bu tespit énceden Avrupa’ya giris noktasinin Tiirkiye

oldugu bildirilen raporlar ile ortismemektedir. Literatiirde sunulan bilgiler birbirleri
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ile geligse de virusun yayiliminda Tiirkiye’nin Avrupa agisindan merkezi bir rolii

oldugu yapilan analizler ile desteklenmektedir (Zehender ve ark., 2013).

Trans-Sibirya tren yolu ve bu bolgede gerceklesen savaslarin (2. Diinya
Savasi, Kirim Savasi vb.) da virus yayiliminda ¢ok biiyiik etkisi oldugu bildirilmistir.
Bu sirada da virusun Tiirkiye’ye ulasarak Oncelikle yaban hayatinda sirkiile oldugu
ve daha sonra insan vakalar1 gerceklestigi diisiniilmektedir (Zehender ve ark., 2013).
Tiirkiye’den de Balkanlara, Kosova ve Arnavutluk’a sicramistir. Bu si¢cramanin
nedeni olarak evcil ve yabani ruminantlarin hareketi ile bunlarin tasidigi enfekte
kenelerin de yeni bolgelere gelerek yayilmasi hipotezi bulunmaktadir. Ayni sekilde,
Gliney Afrika’da da KKKA hastaligimin yayiliminda enfekte kenelerin kuslar

araciligi ile tasinmasinin rolii oldugu belirtilmektedir (Zehender ve ark., 2013).

Bulgaristan’daki KKKAV genetik sekanslar1 ile yapilan g¢alismalar, bu
tilkenin ¢cok 6nemli bir rolii oldugunu gostermektedir. Aslinda bu 6nemli rol Trakya
bolgesinde bulunan {i¢ tlkenin (Tirkiye-Yunanistan-Bulgaristan) ortak sinirlar
olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu sinirlar da enfeksiydz hastaliklarin yayilmasinda

yiiksek risk teskil etmektedir (Zehender ve ark., 2013).

KKKA hastaligi, konake¢1 hayvanlarda tespit edilebilir klinik semptoma neden
olmadigindan dolayi, o bolgede bulunan insanlarda vakalar ortaya ¢iktigi zaman
hastaligin varligi anlasilmaktadir. Hastalik goriilme sikligi, niifusun tarim ve
hayvancilik ile ugrasma oranima, avcilik faaliyetlerinin sikligima ve dogal afet
olaylarma bagl olarak degismektedir (Bente ve ark., 2013). Bulgaristan’da da
1950’11 yillarda ormanlik ve sulak alanlar tarima acildiginda KKKAV insidensi
yiiksek oranda artmistir. Kirim’da da 1944 yilinda askerler terk edilmis ¢iftlikleri
aktif hale getirmek i¢in o bolgelere gittiklerinde yiiksek oranda kene ile temas

etmisler ve enfekte olmuslardir (Bente ve ark., 2013).
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Sekil.1.2. KKKA hastaligimin diinyadaki durumu (DSO, 2018).

1944 yilinda KKKAV tespit edildikten sonra Rusya’nin gliney kisimlari, bati
Cin bolgesi, Giiney Asya, Orta Dogu, Balkanlar, Afrika’nin biiyilik bir boliimii dahil
diinyanin bir¢ok yerine yayilmistir (Sekil 1.2.). Bununla birlikte baz1 iilkelerde insan
vakasi tespit edilmemigken, evcil ve yabani hayvanlarda veya kenelerde virus veya

antikor tespitleri bulunmaktadir (DSO, 2018)

1.1.1.3. Phleboviruslarin Ozellikleri

Phleboviruslara dair ilk bulgular, 1937 yilinda Yunanistan’da (Atina) biiyiik
bir phlebovirus salginina dayanmaktadir. ikinci Diinya Savasi sirasinda da Akdeniz
bolgesindeki ve Orta Dogu’daki askerler arasinda salginlarin gergeklestigine dair
kanitlar bulunmaktadir (Tesh ve Papaevangelou, 1977). ikinci Diinya Savasi’ndan
sonra c¢ikan salginda ise, Belgrad’da binlerce insanin hasta oldugu raporlara

geemistir (KarakaSevi¢ ve ark., 1947).

Toscanavirus (TOSV), Phlebovirus genusunda en fazla klinik semptoma

neden olan virustur. Bu virus digerlerinde oldugu gibi “Sandfly” atesinin yani sira
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meningitis ve ensefalitis gibi merkezi sinir sistemi bulgularina da neden olmaktadir.
TOSV’iin bu merkezi sinir sistemi bulgular, Italya ve Portekiz gibi iilkelerden donen

turistlerde fazla miktarda tespit edilmektedir (Calisher ve ark., 1987).

ICTV’nin 2018’de yayimlanan onuncu raporuna gore TOSV, Sandfly Fever
Naples Phlebovirus tiiriinde, Phlebovirus genusunda, Phenuiviridae ailesi
Bunyavirales takiminda yer almaktadir. Phleboviruslar, yaklasik 80-120 nm ¢apinda,
ikozahedral simetriye sahip zarfli viruslardir. Zarfin yiizeyindeki glikoproteinler, T =

12 simetri ile bir ikozahedral kafes {izerinde yerlesmistir.

Genom, negatif polariteli, dogrusal iic RNA segmentinden olusmaktadir.
Large (L) segmenti yaklasik 6.4 kb, medium (M) segmenti yaklasik 3.2 kb ve Small
(S) segmenti ise yaklasik 1.7 kb'dir. L segmenti viral RNA-bagimli RNA polimeraz
kodlanmasindan, M segmenti poliprotein prekiirsor kodlanmasindan (ayrilma sonrast
zarf glikoproteinleri Gn ve Gc sentezi) ve S segmenti de niikleoprotein (N) ve
yapisal olmayan proteinlerin (NS) kodlanmasindan sorumludur (Walter ve Barr,
2011). M ve L segmentleri, proteinleri negatif polariteli kodlarken, S segmenti
ambisens kodlamaktadir (Simons ve ark., 1990). Diger segmentli viruslarda oldugu

gibi bu ailede de genetik reassortment goriilebilmektedir (Henderson ve ark., 1995 ve
Li ve ark., 1995).

Phleboviruslar cogunlukla tatarciklar (sandfly) ile bulasirken bazilar
sivrisinek (Rift Valley fever virus) ve keneler (Uukuniemi virus) ile de

bulagsmaktadir.

Sandfly fever Naples phlebovirus tiirii igerisinde (Maes ve ark., 2018) :

Balkan virus (BALKYV), Fermo virus (FERV),
Gordil virus (GORV), Granada virus (GRV = GRAV),
Massilia virus (MASV), Punique virus (PUNV),

Sandfly fever Turkey virus (SFTV)
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Sandfly fever Naples virus (SFNV)
Sandfly fever Sicilian virus (SFSV) Zerdali virus (ZERV)
Toscana virus (TOSV)

bulunmaktadir.

1.1.1.3.1. Phleboviruslarin Siniflandirilmasi ve Replikasyon

Phleboviruslar, sitoplazmada replike olup golgiden tomurcuklanarak
olgunlagmaktadir. Virionlar yaklagik 100 nm capinda ve dort proteinden olusur.
Bunlar, Gn ve Gc olmak {iizere iki glikoprotein, golgiden koken alarak viral
membran1  sekillendirir ve iki internal protein, 1ii¢ genom segmentinin
ribontikleoprotein kompleksi formunda enkapsidasyonunda gorevli niikkleokapsid (N)
proteini ve L proteinidir (RNA bagimli RNA polimeraz). Tiim Phleboviruslarda
karakteristik olarak S genom segmentinde ambisens kodlama stratejisi
goriilmektedir. Bu durumda, N proteini negatif polariteli kodlarnirken, NS proteini

pozitif polariteli kodlanmaktadir (Elliott ve Brennan, 2014).

Yapilan genetik analizler, TOSV’iin S segmentinin korunmus oldugunu, L
segmentinin M segmentine gore daha az korunmus oldugunu ve M segmentinin ise
niikleotid farkliligimin en fazla oldugunu ortaya koymaktadir. Elde edilen sekans
verilerine gore, TOSV A, B ve C olmak iizere 3 genotipe ayrilmaktadir. TOSV A ve
B arasinda yapilan karsilastirmaya gore, L segmentleri arasinda %85,2; M
segmentleri arasinda %81,8 ve S segmentinin N gen bdlgesinde %87,9 oraninda

benzerlikler oldugu ortaya konulmustur (Callao ve ark., 2009).

1.1.2. Vektor Kaynakh Viruslarin Canliigin1 Koruma Yollar:

Vektor kaynakli patojenlerin mevsim gegislerinde veya salginlar arasinda
canliligint koruma yollar1 6nemlidir. Bu hastaliklarin, vektor aktivitesinin yogun
oldugu uygun hava kosullarinda konakg¢i-vektor temasinin fazla olmasi nedeniyle

goriilme siklig1 da yiiksek olmaktadir. Hava sicakliklar1 azalmaya bagladiginda ise,
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vektor aktivitesi azalir, omurgali konakgr gé¢ eder veya kis uykusuna yatar. Ortam

sartlar1 uygun olmasa da patojenlerin canlilifint siirdiirmelerinin degisik yollar

bulunmaktadir: (Reisen, 2017, s:26)

Siirekli bulasma: Uygun olmayan hava kosullarinda, vektorler tam olarak
aktif olmadan da kisa araliklar ile aktif olabilmekte ve diisiik oranlarda olsa
da patojenleri bulastirmaya devam edebilmektedir. Tropikal bolgelerde ise
kuru gecen =zamanlarda, su kaynaklarinin kenarinda baz1 vektorler,
aktivitelerine diisiik olsa da devam edebilmektedir (Reisen, 2017, s:27).

Aktif olmayan enfekte vektorler: Birgok ergin veya olgunlasmamis vektor,
kan emmeden, aktif olmadigi bir donem gegirmektedir. Vertikal olarak
enfekte olmus vektorler hayat boyu enfektedir. BNV, erigkin disi Culex
sivrisineklerinde kis siiresini gecirebilmektedir. Aedes ile bulasan ve
transovarial yol ile gecen baska bir viral bir enfeksiyonda yumurtalar da
enfekte olmaktadir. Bu yumurtalar bir¢cok farkli oluklara birakilmakta ve
uzun yillar boyunca hava kosullari uygun oluncaya kadar buralarda
canliliklarini koruyabilmektedir (Reisen, 2017, s:27).

Enfekte Omurgali konak¢i: Rezervuar konakgilar, patojenlerin canliligini
devam ettirme yollarindan bir digeridir. Vektorlerin aktif oldugu dénemde
veya uygun olmayan mevsimlerde bu rezervuar konakgilar, patojenlerin

yayilmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Brunetti ve ark., 1954).

Bolgesel Tiikenme: Uygun olmayan hava kosullarinda patojenler bolgesel olarak

tilkenebilir. Boyle durumlarda, o bdlgeye patojenin tekrar gelmesinde 2 farkh

mekanizmanin rol oynadigi diisiiniilmektedir: (Reisen, 2017, s:27).

Gog eden vertebrali konakg¢i: Birgok kus tiirii, kis aylarinda sicak bolgelere
go¢ etmekte ve sonra tekrar geri donmektedir. Bu sirada, viicutlarinda
patojenler tasiyabilmektedir. Kuslarin tasidigi patojenlerin, uzun siiren
yolculuklarin neden oldugu stres ve gog¢ sonrasi lireme donemleri sayesinde

yayilmas1 kolaylasmaktadir. Ticaret nedeniyle, uzun mesafeli yapilan

17



tasimalar da, vektor ve patojenlerin farkli bdlgelere tasinmasinda rol
oynayabilmektedir (Tatem, 2009).

- Hava aracili tasinma: Enfekte vektorler gliclii hava akimlar1 ile uzun
mesafeler tasmabilmektedir. Ornegin, Muson akimlar1 ile bazi vektorler
Hindistan’dan yiizlerce kilometre uzaklara gotiiriilebilmektedir. Japon
ensefalitis virus’un Kuzey Avustralya’ya gelmesinin ve ABD ile Kanada’da
Bati At Ensefalit virus hastaliginin baslangicinin, gii¢lii firtinalar ile

vektorlerin taginmastyla iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir (Kay ve Farrow,

2000).

Enzootik Bulasma: Ozellikle zoonoz hastaliklarda, vektorlerin veya vertebralilarin
diizenli bir sekilde taranmasi ile aktif sekilde sirkiile olan patojenler tespit
edilebilmektedir. Enzootik bulasma seviyesi, insanlar1 veya evcil hayvanlar
etkileyecek riskleri ongdrmektedir. Enzootik bulagma aktivitesi i¢in, enfekte vektor
orani, vertebrali konakg¢ilarda enfeksiyon orani, nobetci siiriilerdeki serokonversiyon

oranlar1 ve klinik vakalar takip edilmektedir (Reisen, 2017, s:31).

Viruslarin ¢ogaldig1 konakgilardan veya rezervuarlardan alinan numunelerin
test edilmesi, enzootik bulagma seviyelerinin tespiti i¢in gereklidir (Reisen, 2017,
s:31). Popiilasyonlarda zamanla enfekte olan yeni bireyleri tespit etmek, virusun
bulagsma aktivitesini agiklamak icin Onemli bir veridir. Birgok patojen,
popiilasyonlarda belirli donemlerde bulundugundan, popiilasyonun biiyiikliigiine
gore sadece seropozitiflik veya seroprevelans tespiti yapilmasiyla virus sirkiilasyonu
ortaya konulabilmektedir. Yabani hayvanlardan yapilan 6rneklemeler ile patojenlerin

sirkiilasyon zamani ve yeri hakkinda ¢ok kullanislt bilgiler toplanmaktadir (Reisen,
2017, s:31).
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1.1.3. Arboviruslarin Bulasma Mekanizmalari

1.1.3.1. Flaviviruslarin Bulasma Mekanizmalar

Flaviviruslar icinde, biri sivrisinekler digeri ise keneler ile bulasan iki ana
virus grubu bulunmaktadir. Keneler ile bulasan viruslarda genellikte tek
serokompleks bulunurken, sivrisinekler ile bulasan viruslarda birden fazla
serokompleks bulunmaktadir (Pettersson ve ark., 2014). Culex spp. sivrisinekleri ile
bulasan Japanese Ensephalitis (JE) serokompleksindeki viruslar c¢ogunlukla
norotropik karakterdeyken, Aedes spp. sivrisinekleri ile bulasan viruslar ¢ogunlukla
visserotropik karaktere sahiptir veya hemorajik hastaliklara neden olmaktadir.
Ancak, Zika virus (ZIKV) da Aedes aegypti ile bulagsmasina ragmen, fotuslarda

norolojik hastaliklara neden olmaktadir (Pettersson ve ark., 2014).

BNV i¢in kuslar, birincil vertebrali konak¢i olarak kabul edilmektedir.
Sivrisinekler ise, virus i¢in baskin olan artropod vektorlerdir. BNV nin hiicreye girisi
ve replikasyonu ig¢in sivrisinegin orta bagirsaklarinda uygun endotelyal hiicre
yapisinin bulunmasi gerekmektedir. Daha sonra, virusun orta bagirsaktan ¢ikip
tikkiiriik bezlerine tutunarak replike olmaktadir. En uygun sivrisinek vektorleri Culex
genusunda bulunmaktadir (Culex pipiens, Cx. nigrapalpus, Cx. quinquefasciatus ve
Cx. restuans) (Turell ve ark., 2001a; Turell ve ark., 2001b ve Nasci ve ark., 2002).
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Sekil.1.3. BNV bulagma dongiisii (Diaz ve ark., 2013). Amerika Birlesik Devletleri’ndeki veriler
kullanilarak olusturulmustur. Oklarin kalinligi konakgi-vektdr arasindaki virus miktart ile
baglantilidir. Noktali oklar; alternatif bulagsma yollarmi; renkli oklar ise mevsimsel bulasmalari
gdstermektedir (Yesil: Ilkbahar, Kirmizi: Yaz; Turuncu: Sonbahar).

BNV, genellikle kus-sivrisinek dongiisii i¢cinde varligini devam ettirirken,
insan ve atlarin enfeksiyonu tesadiifen olmaktadir. Bir¢cok kus tiiriiniin BNV
konakgist oldugu bilinmektedir. Avrupa ve Amerika’da Passeriformes ailesi, kus
konakgilar agisindan 6nem arz etmektedir. Avrupa’da, genellikle sulak alanlardaki
yabani kuslar ve ornitophilik sivrisinekler ile olan kirsal dongii ve evcil kuslar, insan
ve kuslardan beslenen sivrisinekler ile olan sehirsel dongii olmak tizere iki tip BNV

bulagma dongiisii ve ekosistem tanimlanmaktadir (Hubalek ve Halouzka, 1999).

BNV enfeksiyonlari, sivrisineklerin olmadigi 1lik veya kurak habitatlarda,
argasid ve amblyomma keneleri de kus-kene dongiisii i¢in uygun vektorler olarak

degerlendirilmektedir. Kenelerin de bulasmada rollerinin oldugu yapilan izolasyonlar
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sonucunda anlasilmigtir (Lvov ve ark., 2004). BNV’nin yumusak kenelerde
¢ogalmasi hakkinda bilgi edinmek igin yapilan baska bir deneysel ¢alismada, bir
deniz kusu yumusak kenesi olan, Carios capensis (Ixodida: Argasidae) BNV enfekte
ordegin kani ile beslenmistir. Beslenme sonrasi 35 giin dissal (ekstrinsik)
inkubasyona birakilan kenenin, yeni ve enfekte olmayan bir Ordegin {izerine
tutunmast saglanmistir. Bu asamadan sonra keneden ve ordekten alinan 6rneklerde
BNV virusu tespit edilirken, érdekten 7 giin sonra alinan serumdan da antikor tespiti

yapilmistir (Hutcheson ve ark., 2005).

1.1.3.2. Nairovirus Bulasma Mekanizmalari

KKKAYV, kene-vertebrali-kene enzootik dongiisiinde sirkiile olmaktadir.
Kenelerde de transstadial, transovarial ve daha az olarak da venereal bulasma oldugu
bildirilmistir (Gonzalez ve ark., 1992).

Transovarial bulagma: Kan emen kenede gerceklesen sindirimden sonra,
eritrositlerin igerisinde bulunan virus, kenenin orta bagirsaginda replike olmakta ve
buradan bir¢ok farkli organa sigramaktadir. Virus, ozellikle tiikiiriik bezi ve iireme
organlarinda yiiksek titrede bulunur (Dickson ve Turell, 1992). KKKAV’de,
kenelerde viral replikasyon gerceklesmekte ve bu viruslar yetiskin disiden
yumurtalara vertikal olarak bulagmaktadir. Enfekte yumurtalardan ¢ikan larvalar da
virusun yayilmasinda olduk¢a 6nemlidir (Dohm ve ark., 1996 ve Gordon ve ark.,
1993). Bir disi kenenin binlerce yumurta birakmasi ve transovarial bulagma
gerceklesmesi nedeniyle, iireme organlarindaki bu yiiksek titre 6nemlidir (Nuttall ve

ark., 1994).
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Sekil.1.4. Hyalomma cinsi kenelerinin yasam dongiisii (Bente ve ark., 2013).

Transstadial bulasma: Kene ile memeliler arasinda KKKAV’nun yayilmasi,
genellikle bahar ve yaz aylarinda larva ve nimflerin kan emmesiyle gergeklesen
baskalagim sonrasi, ergin disinin yumurta iiretimi donemlerinde goriilmektedir (Sekil
1.4). Baz1 vertebrali tiirlerinde, enfekte kene konaga tutunmasindan sonra bazi
dokularda virus replikasyonu gergeklesir ve viremi olusur. Beslenen bir kene,
konakg¢isinda haftalarca tutunabilir ve bir canlida ayni anda birden fazla kene
bulunabilmektedir. Viremi donemindeki bir canli, lizerinde enfekte olmayan keneleri
barindirtyorsa, bu donemde bu keneler de enfekte hale gelebilmektedir. Ayrica, kene
tirleri arasinda orta bagirsakta enfeksiyonu baslatacak virus miktar1 degisiklik
gostermektedir (Shepherd ve ark., 1991). Bir diger bulagsma yolu ise “co-feeding”
olarak adlandirilmaktadir ve bu bulagma yolunda canlida viremi goriilmesine gerek
yoktur. Ayni canlida enfekte olmayan kene ile yakin pozisyonda beslenen ve
salyasinda virus barindiran kene, enfekte olmayan keneye de virus

bulastirabilmektedir. Bu bulagsma “viremik olmayan” bulagsma olarak da

bilinmektedir (Shepherd ve ark.,1989).

Keneler, yasam dongiilerinde kan ile beslendikten sonra konakgidan ayrilir,
yumurtlar ve larva, nimf ve ergin olarak gelisme basamaklarini izlerler. Bu sirada

kullandiklar1 konak¢i sayilarina gore tek konakeili, iki konakeili, {i¢ konakeilt
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keneler olarak adlandirilirlar. Ornegin; iki konakg¢ili olan Hyalomma marginatumun
larva ve nimfleri rodent, kus veya diger kiigiik memelilerden beslenmektedir.
Hyalomma cinsi keneler, insanin da dahil oldugu uygun konak¢iy1 bulmak igin 400

metreye kadar ¢evrede aragtirma yapabilmektedir (Bente ve ark., 2013).

Her ne kadar KKKAV’niin ana vektori H.marginatum olsa da,
Rhipicephalus, Dermacentor marginatus, Hyalomma lusitanicum gibi kene
tiirlerinde de virus tespitleri bulunmaktadir (Dinger ve ark., 2017; Yesilbag ve ark.,
2013). Farkli kene tiirlerinde KKKAV’nin tespit edilmesinin nedenleri arasinda,
enfekte hayvandan yeni beslenmenin (mekanik vektor) de bulundugu
unutulmamalidir. Keneler olgunlagma silirecine tabi tutularak, vektor olup

olmadiklar1 konusunda ¢alisma da bulunmaktadir (Hoogstraal, 1979).

1.1.3.3. Phlebovirus Bulasma Mekanizmalari

TOSV, ozellikle Phlebotomus perniciosus ve P. perfiliewi olmak iizere
Phlebotomus, Sergentomyia ve Lutzomya cinsleri tarafindan insanlara bulasan
artropod kaynakli bir virustur (Cusi ve ark., 2010). Vektorlerinin bir tiirii olan P.
papatasi’nin Avrupa’daki dagilimi Sekil 1.5’de goriilmektedir. TOSV nin prototipi
olan ISS Phl.3, ilk olarak 1971 yilinda italya’da P.perniciosus’dan izole edilmistir.
Bunun disinda P. perfiliewi’den de izolasyon yapilmistir. Tatarcik tuzaklarinin
bulundugu bir bolgede de Pipistrellus kuhli tiirii bir yarasanin beyninden de TOSV
izolasyonu gergeklestirilmistir (Verani ve ark., 1982 ve Verani ve ark., 1988).
Ayrica, transovarial bulagsmayr gostermek igin yapilan bir caligmada erkek
Phlebotomus spp.’lerden virus izole edilmistir. Yapilan deneysel enfeksiyonlar ile
enfekte erklerden enfekte olmayan disilere veneral bulagsma da kanitlanmistir
(Charrel ve ark., 2005). Virus, vektorlerde transovarial olarak bulagmasina ragmen,
herhangi bir hayvan rezervuari tespit edilememistir TOSV’lin rezervuari ile
vektoriinlin ayni oldugu diistiniilmektedir. Ayrica, memeliler {izerinde sinirl sayida
calisma olmasi ve kuslarda yapilan bir ¢alisma bulunmamasi sebebiyle yakin zamana

kadar yapilan calismalarda memeliler veya kuslar potansiyel rezervuar olarak
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goriilmemektedir. Buna karsin, bir¢ok phlebovirus hasta insanlardan ve yabani
hayvanlardan da tespit edildiginden, bu viruslarin bulagsma dongiisiinde vertebrali
canlilarin bir rolii olabilecegini diisiinen arastirmacilar bulunmaktadir (Bartelloni ve
ark., 1976; Cusi ve ark., 2005 ve Tesh ve ark., 1987). Giiney Afrika’da, 1978 yilinda
Turdus libonyanus tiirii 6tiicii kustan bir phlebovirus olan Arumowot virus (AMTV)
izole edilmistir. AMTYV tespiti, sivrisineklerden ve rodentlerden de yapilmistir. Bu
virus, ICTV tarafindan 1998 yilinda Salehabad virus grubu i¢ine dahil edilmistir.
AMTYV ile ilgili insan vakasi bulunmamakla beraber, evcil hayvanlarda ve
Afrika’daki insanlarda antikor varligi tespit edilmis ve 2016 yilinda da genom analizi

yapilmistir (Akakpo ve ark., 1991; Berthet ve ark., 2016 ve Tesh ve ark., 1976).
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Sekil.1.5. P. papatasi’nin Avrupa’da dagilimi (Alkan ve ark., 2013).
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1.1.4. Arboviruslarin Bulasmasinda Kuslarin Rolleri

Kuslar, memelilere oranla daha az zoonotik ajan tasimaktadir. Kuslar ile
karnivorlar, tasidiklar1 zoonoz ajanlar yoniinden karsilastirildiginda, karnivorlar bu
ajanlarin %43’ yoniinden siipheliyken kuslar %18,4’tinden sorumlu tutulmaktadir
(Cleaveland ve ark., 2001). Kuslarin, zoonoz ajanlar yoniinden tastyicilik oranlarinin
karnivorlara gore diisiik olmasinin nedenleri arasinda, yiliksek viicut sicakligi,
ajanlarin spesifitesi ve sahip olduklar1 giliclii immun sistem sayilabilmektedir
(Cleaveland ve ark., 2001). Kuslarin 6nemleri, zoonozlar1 uzak mesafelere tagiyarak
bulagtirma ve yayma, dogal konak¢i veya rezervuar olma ve konakei-vektor
iligkilerine aktif olarak katilma gibi rollerinden kaynaklanmaktadir. 1997 yilinda,
Cin’de insanlarda goriilen yeni bir varyant olan yiiksek patojenik avian influenza
virus (H5N1) salgini, 6zellikle go¢ eden su kuslarinin epidemiyolojik agidan énemini
vurgulayan ve yeni ve/veya yeniden ortaya ¢ikan zoonozlar ile kuslarin baglantisini

gosteren giizel bir rnektir (DSO, 2018).

Gog eden kuslarin periyodik hareketleri, onlar1 halk sagligini ilgilendiren bazi
patojenler i¢in potansiyel bir bulastirici yapmaktadir. Mevsimsel kus gocleri
sirasinda, milyonlarca kus her sene sonbaharda Avrupa’da, kuzeyden giineye
Afrika’ya ve Amerika’da ise Kuzey Amerika’dan Orta ve Giliney Amerika’ya
seyahat etmektedir. Kuslarin go¢ sirasinda olusan stres nedeniyle immun sistemleri
baskilandig: icin hastaliklara agik hale gelebilmekte ve latent enfeksiyonlar reaktive
olabilmektedir (Reed ve ark., 2003). Gogmen kuslar, go¢ yolculugunun bittigi
bolgede veya konaklama alanlarinda yasayan yerlesik kuslar ile etkilesime girerek
onlar1 da etkilemektedirler. Bu nedenle, go¢ koridorlar1 epidemiyolojik anlamda
Oonem tasimaktadir. Yabani kuslar, sehirlerde insanlar ile de cesitli sekillerde
etkilesime girmektedir. Bu kuslarin bazilar1 pet hayvani olarak beslenirken, bazilar
da park ve bahge gibi alanlarda yerel kuslar ve insanlar ile yakin etkilesimdedir.
Leylek ve mart1 gibi bazi1 kuslar da ¢op alanlarinda beslenmeye alistiklarindan sulak
alanlar (yiizmek i¢in de kullanilabilen) ile ¢Op alanlari arasinda hareket etmekte ve
bu davranis sekilleri ile toplum saglig1 agisindan risk olusturmaktadirlar (Contreras

ve ark., 2016).
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1.1.4.1. Kuslarin Flavivirus Bulasmasindaki Rolii

Kuslar, sivrisinek tarafindan 1sirilip enfekte olduktan sonra viremi
gelismektedir. Vireminin siddeti enfekte olan kusun tiiriine gore degismektedir.
Kargalar ve saksaganlar (Corvidae ailesi), sergeler (Passer domesticus), ev sakalari
(Carpodacus mexicanus) ve diger sergegiller en uzun viremi siiresine ve kanda en
yiiksek titrede virusa sahip kus tiirleri arasinda bildirilmistir (Malkinson ve Banet,
2002 ve Meulen ve ark., 2005). Viremi bittikten sonra, bazi viruslar (BNV)
sivrisinek enfeksiyonuna neden olabilecek diizeyde ve belirsiz bir siire daha, kuslarin
derisinde persiste kalabilmektedir (Komar ve ark., 2003; Malkinson ve Banet, 2002
ve Meulen ve ark., 2005).

Enfekte kus sayisi, uygun kosullarda (cevre, vektor, rezervuar) virusu,
insanlara ve diger vertebralilara bulasmasina yetecek miktara ulastiran en 6nemli
faktordiir. Bulagsma, vektor olan sivrisineklerin (Aedes vexan ve Ochlerotatus spp.)
kus ve memelilerden beslenmesi ile olusmaktadir. Insanlar, atlar ve diger memeliler
BNV i¢in son konaktir ve bu canlilarda, yeni bir sivrisinek enfeksiyonuna neden
olabilecek diizeyde bir viremi gelismemektedir (Turell ve ark., 2001a ve Turell ve
ark., 2001b).

Kuslarda, bulasma sadece sivrisinekler araciligi ile olmamaktadir. Kuslarin
kendi arasinda da bulagsma gerceklesebilmektedir. BNV ile enfekte olup 6len kuslari
veya memelileri tiiketen vahsi kargalar ve diger kuslar enfeksiyonu bu yolla da
alabilmektedir. Ayrica, yiiksek viremi donemindeki kuslar arasinda kloakal kontakt
veya oral sivilar ile de bulasma gergeklesebilmektedir (Meulen ve ark., 2005).
Yapilan deneysel galismalarda, enfekte sivrisineklerin yenmesi, enfekte fare ve

kontamine sularin da kuslarda enfeksiyona neden oldugu gosterilmistir (Komar ve
ark., 2003).

Kuslarda, BNV ani oliimlere, spesifik olmayan veya ilerleyen sinirsel
semptomlar gibi degisen belirtilere sebep olabilmekte ve bu semptomlar bazen

haftalarca devam etmektedir. Bazi papaganlarda ise, iyilestikten sonra norolojik
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semptomlar persiste olarak kalabilmektedir (Malkinson ve Banet, 2002). ABD’de
cikan ilk salginda kuslarda ataksi, tremorlar, anormal kafa durusu, déonme ve
cirpinmalar gozlenmistir. Ayrica, gérme bozukluklari olustuguna dair de bildirim
bulunmaktadir (Malkinson ve Banet, 2002). Yirtici kuslarda istahsizlik, viicut
agirhiginin azalmasi ve sabit bir pozisyonda durma gozlenmistir. Hastaliga yakalanan
kuslar gozlendiginde, klinik semptomlarin baglamasindan 72 - 120 saat iginde 6liimle

sonuglandigr bildirilmistir (Meulen ve ark., 2005).

Corvidae ailesindeki kuslarda (Amerikan kargasi, mavi alakarga) BNV
nedeniyle 6liimlere rastlanilmaktadir. Fakat diger kuslarda (sigircik- Sturnus vulgaris
ve serce- P. domesticus) Corvidae ailesindeki kuslara oranla yiiksek viremi
gelismesine ragmen mortalitesi daha diistiktiir (Komar ve ark., 2003). Kuslara ek
olarak reptiller, amfibianlar ve memeliler gibi 30 vertebral tiirii BNV enfeksiyonu
yoniinden siiphelidir (Gomez ve ark., 2008; Meulen ve ark., 2005 ve Rodhain ve
ark., 1985). Ancak kus olmayan birka¢ vertebrali tiirii (lemur, kurbaga, hamster,
sincap, tavsan) viremi gelistirip vektor bulasimina neden olabilmektedir (Gomez ve

ark., 2008; Meulen ve ark., 2005 ve Rodhain ve ark., 1985).

BNV’nin ¢ogalmasi i¢in kuslar kusursuz konakeilardir ve kuslarda viremi
uzun siirdiiglinden, gé¢ eden kuslar virusu farkli bolgelere tasiyabilmektedir. Bazi
kus tiirlerinde dogal veya deneysel enfeksiyon sonucunda %100 6lim gozlenirken,
bazi kus tiirlerinde de antikor yanit olusmadan ¢ok uzun siire virusu tastyabildikleri
tespit edilmistir (Clark ve ark., 2006; Komar ve ark., 2003; McKenzie ve Goulet,
2010 ve Steele ve ark., 2000).

Mavi-gri giivercinlerde, BNV persistensligi gézlenmis olup, enfeksiyon
sonrast 100 giine kadar virus izole edilmis ve 180. giine kadar da karacigerde viral
antijen tespiti yapilabilmistir (Ruiz ve ark., 2010). Amerika Nar biilbiilii, BNV
enfeksiyonu igin siirekli rezervuar konumundadir. Sergelerde ve ispinozlarda dogal
enfeksiyon sonrasi, kanlarinda antikor tespit edildikten sonra 36. haftaya kadar

dalaklarindan viral RNA tespiti yapilabilmektedir (Wheeler ve ark., 2012).
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2004 yilma kadar BNV Genetik Hat 2’nin sadece Afrika’nin Sahra alti
bolgesi, Madagaskar ve Giiney Afrika’daki salginlar ile iligkili oldugu belirtilmigtir
(Erde ve ark., 2007). 2004 ve 2005 yillarinda ise Macaristan’daki kuslardan toplanan
orneklerden Genetik Hat 2 izolasyonu yani sira Genetik Hat 1’°e ait viruslar da izole
edilmistir (Bakonyi ve ark., 2005 ve Bakonyi ve ark., 2006). Ayrica, 2007 yilinda
Rusya’da insanlarda goriilen salginda da BNV Genetik Hat 2 izolasyonu yapilmistir
(Bakonyi ve ark., 2005). Yunanistan’da, 2010 yilinda insanlarda goriilen BNV
salgimninda Genetik Hat 2 tespit edilmistir (Papa ve ark., 2010). Genetik Hat 2’nin
Yunanistan’daki sirkiilasyonu, gogebe olmayan yabani kuslardan ve tavuklardan
tespit edilerek dogrulanmistir (Chaskopoulou ve ark., 2011 ve Valiakos ve ark.,
2011). Tirkiye’de de bir atta Genetik Hat 2 varligina dair bildirim bulunmaktadir
(Monaco ve ark., 2016).

Afrika’da BNV seropozitifliginin Avrupa’ya gore yliksek olmasinin nedenleri
arasinda, Avrupa’da virus sirkiilasyonunun mevsimsel ve kisa siireli olmasi
bulunmaktadir. BNV ile ilgili elde edilen genetik sekanslar incelendiginde, virusun
muhtemel kokeninin Afrika oldugu ortaya konulmustur. Virusun, bu kitadan gé¢gmen
kuslar ile diger kitalara yayildigma dair bir teori bulunmaktadir. Incelenen Afrika

izolatlariin sekans verileri de, bu teoriyi dogrulamaktadir (Fiona ve ark., 2011).

Orta Afrika’dan go¢ eden kuslarin, BNV Genetik Hat 2’nin Macaristan’a
tasinmasinda sorumlu oldugu ile ilgili de teoriler bulunmaktadir. Ilkbahar gogii
sirasinda Orta Afrika’dan Avrupa’ya go¢ eden kuslar iki ana yol izlemektedir

(Ciccozzi ve ark., 2013) (Sekil 1.6):

- Dogu yolu; Misir ve Israil rotasini takip eden kuslar, bu bolgelerdeki sulak

alanlarda bir siire konaklayip oradan merkez Avrupa’ya dogru ilerlerler.

- Bat1 yolu; Fas’tan ayrildiktan sonra Italya, Fransa veya Ispanya rotasindan

ucarlar (Sekil 1.6).
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Sekil.1.6. Baz1 gogmen kuslarin kullandig1 gog rotalar1 (EEA, 2019; Leito ve ark., 2015).

Dogu ugus yolu igindeki bir diger rota da Israil’den sonra Karadeniz ve Rusya
steplerine dogrudur. Elde edilen veriler islendiginde, 2000 yilinda Rusya’da goriilen
Genetik Hat 2 ile iliskili salginin nedeninin bu rota ile baglantili olabilecegi ortaya
konulmus ve Rusya ile Madagaskar’da goriilen BNV sekanslarinin kdkeninin ortak
oldugu bildirilmistir (Ciccozzi ve ark., 2013). Egzotik kuslarin ticareti, amfibian ve
stirlingen gibi diger konakgilarin legal veya illegal satislari; enfekte sivrisineklerin
pasif tasinmasi (ugak, gemi yolculuklari) gibi Genetik Hat 2’nin yayilimu ile ilgili

baska hipotezler de bulunmaktadir (Ciccozzi ve ark., 2013).

Fransa’da karatavuklarda (Turdus merula) meydana gelen 6liimlerden hemen
sonra yapilan bir surveyans c¢aligmasinda 3 kusta USUV tespit edilmistir. Tespit
edilen USUV susunun, kuslarda patojen oldugu ancak yaban hayatinda kugslarda

6liimlerin tespit edilmesinin zor oldugu belirtilmistir (Lecollinet ve ark., 2016).
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Ingiltere, Polonya ve Cekya’da yapilan ¢alismalarda kuslarda USUV’a karst
notralizan antikorlar tespit edilmistir (Buckley ve ark., 2003, Hubalek ve ark., 2008a
ve Hubalek ve ark., 2008b).

2009 ve 2010 yillarinda yapilan arastirmalarda, kuslarda herhangi bir
mortalite artis1 tespit edilmezken; 2011-2013 yillar1 arasinda 600’den fazla 6lii kus
numunesi ve yabani kus serumu toplanmistir. Tim Ornekler BNV negatif
bulunurken, 209 kusta USUV RNA’s1 tespit edilmistir. Serumlara yapilan virus
notralizasyon testleri sonucunda 45 kus BNV ve 8 kus USUV yd6niinden seropozitif
olarak degerlendirilmistir. Bu salginda, yabani kuslarin yaninda kiimeslerde beslenen

kuslar da etkilenmistir (Becker ve ark., 2012 ve Ziegler ve ark., 2015).

Hollanda’da, 2016 yilinda USUV’un yabani kuslarda yayilimmi arastirmak
icin yapilan c¢alismada kara tavuklarda (Turdus merula) ve Dbaykuslarda
(Strigiformes) USUV RNA pozitiflikleri tespit edilmistir (Rijks ve ark., 2016).

New York’da (ABD), 2000 yilinda kuslardan toplanan serumlara yapilan Plak
Reduksiyon Notralization Testi (PRNT) testi sonucunda bazi bolgelerde %33 BNV
seropozitiflikleri tespit edilmistir. Ayn1 zamanda sivrisinek tuzaklar1 da kurulmus
olan bu calismada, olusturulan sivrisinek havuzlarimin 36 tanesi BNV yoniinden
pozitif bulunmustur. Bu calismada virus yerel olarak sirkiile oldugundan kuslarda bu
pozitifligin tespit edildi§i ve surveyans programlarinin yapilmasmin Onemine

deginilmistir (Nasci ve ark., 2002).

New York’daki 1999 yilindaki salginindan sonra, 2002 yilinda Dominik
Cumbhuriyeti’nde toplanan yerel kus Orneklerinde seropozitiflik tespit edilmis ve

tilkede virus sirkiilasyonu oldugu belirtilmistir (Birds ve ark., 2003).

Veneziiella’da 2007 yilinda yapilan ¢aligmada ise, 576 yerel kus ve 791 at
serumu toplanarak BNV taramasi yapilmistir. Elde edilen sonuglar PRNT ile
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dogrulanmis ve atlarin 141 tanesi ile kuslarin 5 tanesi pozitif olarak

degerlendirilmistir (Bosch ve ark., 2007).

Macaristan’da, 2003 yilinda evcil kazlarda ve yabani kuslarda BNV kaynakli
Olimler tespit edilmistir (Bakonyi ve ark., 2006 ve Erdelyi ve ark., 2007). Evcil
kazlardaki 6liimlerden sorumlu BNV, genetik hat 1 iken, yabani kuslarin 6liimlerinin
genetik hat 2 ile baglantili oldugu ve bir atmacada tespit edildigi bildirilmistir
(Bakonyi ve ark., 2006). Avusturya’da 6li bulunan 5 atmaca ve 1 akdoganda BNV
genetik hat 2 tespiti yapilmis ve 71 kusa ait serumlara yapilan antikor ELISA testi
sonucunda da %43,7 seropozitiflik bulunmustur (Wodak ve ark., 2011).

Ispanya’da 2011-2012 yillar1 arasinda kuslarda Flavivirus arastirilmasi igin
yapilan ¢alisma sonucunda, kus serumlarinin  %23’tinde BNV, %]15’inde Bagaza
virus ve %10’unda USUV’a kars1 antikor tespiti yapilirken, organlarindan da
Flavivirus tespiti amaciyla molekiiler testler yapilmis ancak negatif bulunmustur.
Devam eden arastirmalar sonucunda, BNV’nin Ispanya’da yerel bir dongii ile
bulagsmakta olabilecegini belirtilmistir (Ferraguti ve ark., 2016 ve Llorente ve ark.,

2013).

Italya’da yaklasik 5 yi1l boyunca yerel kus numuneleri toplanmis ve bunlar
BNV yoniinden kontrol edilmistir. Elde edilen sonuglarda 6 kus icin BNV
seropozitifligi bildirilmis ve Afrika’dan gelen go¢men kuslarin, virusu yerel kuslara

bulastirabilme ihtimali izerinde durulmustur (Lelli ve ark., 2012).

Polonya’da 1995-1996 yillarinda 179 ser¢eden toplanan serumlarin %2,8’i
BNV antikorlar1 yoniinden pozitif tespit edilirken, 2007-2010 yillarinda arasinda
toplanan 2140 yabani kus beyninden BNV tespiti yapilamamistir (Juricova ve
ark.,1998 ve Niczyporuk ve ark., 2011). Ingiltere’de de 2002-2009 yillar1 arasinda
toplanan 2072 6li kus 6rneginde BNV yoniinden pozitiflik tespit edilememistir
(Brugman ve ark., 2013).
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2010 yilinda Yunanistan’da insanlarda devam eden BNV salgini sirasinda,
vurulan bir saksaganda BNV tespit edilmistir. Tespit edilen bu virus da Macaristan
ve Avusturya’da avlanan kuslar ile ayn1 sekilde BNV genetik hat 2 olarak
tiplendirilmistir. Halk saglig1 acisindan yabani kuslarin, viruslar igin rezervuar

olabilecekleri vurgulanmigtir (Valiakos ve ark., 2011).

Avrupa’da yapilan BNV bildirimlerinin ardindan 2010 yilinda Almanya’da
2700 civar1 kustan kan serumlar1 toplanmistir. Yapilan serolojik testler sonucunda 11
gdcmen kusta antikor pozitifligi tespit edilirken, 6rneklenen yerel kuslarda antikor
tespiti yapilamamistir (Seidowski ve ark., 2010). 2018 yilinda yayinlanan bir
arastirmada, 2014-2016 yillar1 arasinda Almanya’da 1900 kus 6rnegi toplandigi ve
tilkedeki ol kus siirveyans aginda yapilan teshisler ile 77 tanesinin USUV RNA’s1
icin pozitif oldugu bildirilmistir. Sonug olarak, Almanya’da kuslarda BNV antijen
tespiti olmadigindan iilkede BNV nin olmadig1 yorumu yapilmistir (Michel ve ark.,
2018). Ancak, 2018 yilinda 31 Agustos’ta bir baykustan BNV antijen pozitifliginin
ardindan 1 ay i¢inde 6 tane daha yabani kusta BNV antijen pozitifligi bildirilmistir.
Ayni zamanda, iki at vakasinda da BNV tespit edilmistir (ECDC, 2018 ve OIE,
2018). Almanya’da bu BNV vakalan ile ilgili yapilan ¢alismalar sonucunda BNV
genetik hat 2 olarak siniflandirilmakla birlikte, tespit edilen virusun yeni bir tip
olabilecegi de belirtilmistir. Ayrica, ii¢ pozitif baykusun nekropsisini yapan veteriner
hekimde de hafif klinik semptomlar gézlenmis ve sonrasinda BNV IgM pozitif tespit
edilmistir. Almanya’da aniden ortaya ¢ikan bu salginin nedeninin iklimsel

degisimlerden kaynakli olabilecegi belirtilmistir (Liihken ve ark., 2019).

1.1.4.2. Kuslarin Nairovirus Bulasmasindaki Rolii

KKKAYV bulasmasi ve yayiliminda, kuslarin rolii tam olarak anlasilmamustir.
Kuslarda yapilan bir¢ok calisma olmasina ragmen, KKKAYV spesifik antikorlariin
arastirildigi calismalarin eksikligi bulunmaktadir. Kirirm’da 1944 yilindaki salgin
siirecinde yabani kuslardan ve kiimes hayvanlarindan yetiskin olmayan

H.marginatum keneleri toplanmis ve elde edilen bulgular ile bu enfeksiyonun
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rezervuart olarak degerlendirilmistir (Grobov, 1946 ve Spengler ve ark., 2016).
Kuslar, yiiksek kene enfestasyonu ve indeksi nedeniyle viruslarin devamliliginin
saglanmasinda dnemli bir rol oynamaktadir. Enfekte bolgede yapilan bir calismada
yiizlerce H.marginatum’un sadece bir kargada bulundugu bildirilmistir (Zimina ve
ark., 1965). Kuslarin yerde bulundugu siirelerde larva veya nimfler onlardan
beslenebilmekte veya onlara yapisik kalabilmektedir (Hoogstraal, 1979). Bu nedenle,
kuslarin  KKKAV epidemiyolojisindeki ©6nemi, tasidiklar1 enfekte kenelerden
gelmektedir. Kenelerin, virusu transovarial yolla bulastirabildigi bilinmektedir.
Keneler, kuslara tutunarak onlarla birlikte kisa ve uzun mesafeli seyahat ederler ve
kuslarin yeni gittikleri bolgeye gotiirdiikleri keneler nedeniyle, patojen tasiyan kene
sayist artabilmektedir. Ayn1 zamanda, kusun iizerinde beslenen enfekte bir kene
bulunuyorsa, kisa siireli de olsa olusan viremi nedeniyle kusun iizerinde bulunan
diger keneler de enfekte olabilmektedir (Gonzalez ve ark., 1992 ve Labuda ve ark.,
1993a).

KKKAV, 30°dan fazla kene tiiriinde tespit edilmistir. Ayrica kuslar bazi kene
tirlerinin gelisme asamalar1 (olgun olmayan asamalar) icin ana konakcidir
(Hoogstraal ve ark., 1961). KKKAYV ile enfekte olan sergelerin biiyiik ¢ogunlugunda
virusu keneye gecirebilecek viremi olusmamaktadir (Shepherd ve ark., 1987 ve

Zeller ve ark., 1994).

Kuslarin KKKAYV replikasyonunda 6nemli bir konak¢1 oldugu diistiniilse de,
devekuslar1 disindaki kuslarin viremi siireleri konusunda deneysel enfeksiyonlar
disinda net bilgiler bulunmamaktadir (Hoogstraal, 1979). Devekuslarinda vireminin
gelisip insan enfeksiyonlarina neden oldugu bildirilmistir (Zeller ve ark., 1994).
Giliney Afrika’da, devekusu mezbahanesinde ¢alisan insanlarda ortaya ¢ikan
KKKAV enfeksiyonundan sonra bu hayvanlarda yapilan calismada enfeksiyon
sonrast 4. giine kadar viremi tespit edilmistir. Inokulasyon sonrasi 5. giinde
karaciger, dalak ve bobrek gibi organlarda virus tespit edilmistir. Inokulasyonu
izleyen 6. glinde ise kanda virus tespiti olmamigtir. Enfeksiyon sonrasi 3. giinde
kaslarda enfektif virus tespit edilemezken etkene ait niikleik asit tespiti yapilmistir.

Elde edilen bulgulardan sonra, devekuslarinin kesimden 14 giin 6nce kene olmayan
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bir yerde karantinaya alinmasi ile hastalik bulastirma riskinin diisiiriilecegi ortaya
konulmustur. Bu nedenle, Avrupa’ya canli ithal edilen kanathilarin iilkeye
sokulmadan Once ektoparazitler yoniinden ilaglanmasi gerektigi belirtilmis ve bu
konu, Avrupa Birligi yonetmeliklerinde gerekli agiklamalar ile yerini almistir (Capua

ve ark., 1998 ve Swanepoel ve ark., 1998).

KKKAV’nun  paylasilmisg olan  genetik sekanslari incelenip
karsilastirildiginda, ¢cok genis cografyalara yayildigi tespit edilmis ve bunun da uzun
mesafeli virus tasinmasi ile miimkiin oldugu disilinilmiistiir. Virusun, uzun
mesafeler taginmasi i¢in iki mekanizma olabilecegi 6ne ¢ikmistir. Birincisi, gogmen
kuslar ile birlikte kenelerin tasmmasidir. Ikinci mekanizma ise, uluslararas: ciftlik
hayvanlarinin ticaretidir. Bu vasita ile hayvanlar ile birlikte keneler de
taginabilmektedir. Bu iki yol da KKKAV enfekte kenelerin taginarak {ilkelerde
salginlara ve enfekte olan veya olmayan bir bdlgeye yeni bir virus/sus gelmesine

neden olabilmektedir (Bente ve ark., 2013).

Kuslarin tizerinde bulunan kene sayisi goreceli olarak diger hayvanlarin
tasiyabileceginden az olsa da, ozellikle go¢ etme sirasinda enfekte keneleri uzun
mesafeler tasiylp virusun yayilimini genisletebilmekte ve hastalik bulastirmada
onemli rol oynamaktadir (Hasle ve ark., 2009 ve Hoogstraal ve ark., 1961). Yapilan
birgok c¢alismada (Hasle ve ark., 2009; Estrada-Pena ve ark., 2012), kuslarin
KKKAV’nii farkli kitalara tagiyabildigi vurgulanmaktadir. Kenenin, kuslar tistiindeki
beslenme siiresi dikkate alinirsa, enfekte kene Afrika’daki bir bolgeden Akdeniz’de
bir bolgeye direk olarak taginmayabilir. Ancak, kuslar go¢ etme sirasinda birden
fazla yerde durup dinlenmekte ve beslenmektedir. Bu sirada da {izerindeki keneler bu
duraklama alanlarinda konaktan ayrilmakta veya yeni keneler kusa tutunup yeni
duraklama noktasina kadar seyahat etmektedir. Ortaya ¢ikan goriise gore, Afrika’nin
batisindan go¢ eden kuslar kisa araliklar ile durmakta, bu alanlarda tizerlerindeki
keneleri birakmakta ve bu alandan da yeni keneleri tizerlerine alarak yolcugu devam
etmektedirler. Ispanya’da bulunan KKKAV niin molekiiler dzelliklerinin Afrika’nin
bati kiyisindakiler ile birbirine benzemesi bu goriisii destekleyen bir kanittir

(Estrada-Pena ve ark., 2012). Bu ¢alismada, 2011 yilinda Fas’da kuslardan 52 kene
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toplanmistir. Yapilan havuzlarin 3 tanesinde KKKAV genomik RNA’s1 tespit
edilmistir. Bu bulgu ile de gé¢ eden kuslarin enfekte keneleri tasidigi dogrulanmistir.
Buna gore de Afrika (Fas) ile Avrupa (Ispanya) arasinda kuslar aracihigi ile
KKKAV’niin tagindig1 da gosterilmistir. Kuslarin {istiindeki bazi kenelerin ortalama
2-3 hafta kaldigi bilinmektedir. Bazi go¢men kuslara takilan takip sistemleri ile
yapilan gozlemde, saatlik ortalama yaklasik 50 kilometre ile ucabildigi ve bu hesapla
da enfekte kenelerin, kuslar iistiinde olgunlasirken farkli kitalara gegebilecegi de
miimkiin oldugu goriilmektedir ve kenelerin virus tasimasi ile ilgili diger goriisleri
desteklemektedir (Estrada-Pena ve ark., 2012; Lindeborg ve ark., 2012; Palomar ve
ark., 2013 ve Schmaljohann ve ark., 2007). Gé¢men kuslarin, keneleri kitalar
arasinda tasidigini destekleyen baska bir ¢alismada, italya ve Yunanistan’daki kus
gbzlem noktalarinda gerceklestirilmistir. Elde edilen kenelerden 3 tanesi KKKAV
yoniinden pozitif tespit edilmistir. Pozitif bulunan bu keneler Yunanistan’in
Antikythira bolgesinden gegen kuslardan elde edilmistir. Yapilan filogenetik
analizlerin sonucuna gore de, Afrika 3 genotipine ait oldugu ortaya konulmustur

(Lindeborg ve ark., 2012).

2016 yili Agustos ayinda Ispanya’da ilk kez bir insanda kene kaynakli yerel
bir bulagsma tespit edilmistir. Goriilen bu yerel bulasma Palomar ve ark. (2017),
tarafindan 2013-2015 yillar1 arasinda 2000’den fazla kenede ve 200’den fazla insan
serumunda yiiriitilen aragtirma sonuglarina gore oldukca ilgingtir. Cilinkii bu
aragtirmada, kenelerde KKKAV tespiti veya insanlarda antikor tespiti
yapilamamigstir. Yerel bulasmalar tespit edildikten sonra, 9000’den fazla kenede
yiiriitilen ¢alismada yabani hayvanlardan toplanan kenelerde KKKAV genomu
tespiti gerceklestirilmistir. Evcil hayvanlardan toplanan kenelerde ise virus tespiti
gerceklesmemistir. Ispanya’da tespit edilen KKKAV genomlar1 Afrika genetik hat 3
icinde smiflandirilmistir (Mora-Rillo ve ark., 2017). Ispanya’da tespit edilen
KKKAV’larinin kaynaginin Fas go¢ rotasim1 kullanan gé¢cmen kuslarin tasidigi
kenelerden koken almis olabilecegi belirtilmistir (Negredove ark., 2017).
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Ingiltere’de  kuslardan toplanan keneler arasinda olgun olmayan
H.marginatum da tiplendirilmistir ve her baharda bir¢ok kenenin bu sekilde iilkeye
geldigi belirtilmistir (Jameson ve ark., 2012). Yine Norveg’te, gogmen kuslardan
toplanan keneler arasinda bir Afrika kenesi olan H.rufipes de bulunmustur (Hasle ve
ark., 2009). Bu sekilde kenelerin yayilabilecegi; Almanya’da bir insanda olgun
H.marginatum tespiti ve Macaristan’da da bir inek iizerinde H.rufipes bulunmasi ile
de hava sicakliginin kenelerin cografik dagilimi agisindan ¢ok 6nemli olmadigini,
erigkin kenelerin soguk havalara da dayanikli oldugunu gostermektedir (Hornok ve
ark., 2012; Kampen ve ark., 2007 ve Turell ve ark., 2007).

Ulkemizde de Karadeniz Bolgesi’'nde bir gd¢men kustan toplanan nimfte
KKKV RNA’s1 tespit edilmistir. Yapilan analizler sonucunda ise, bu virusun Rusya
ve Avrupa suslarina filogenetik olarak yakin oldugu goriilmiistiir (Leblecioglu ve

ark., 2014).

1.1.5. Arboviruslarin Diinyadaki Dagilim

1.1.5.1. Flaviviruslarin Diinyadaki Dagilim

BNV, 1937 yilinda Uganda’da hasta bir kadinin kaninda bulunduktan sonra
1999 yilinda Amerika kitasina ulasmig ve biiyiik salginlara neden olmustur (Rappole
ve Hubalek, 2003 ve Smithburn ve ark., 1940). 1950’li yillarda Misir’in Nil
deltasinda yapilan serolojik calismada insanlarda %40 oraninda seropozitiflik elde

edilmistir (Smithburn ve ark., 1954).

USUV, Avrupa’da ilk olarak 1996 yilinda italya’da tespit edildikten sonra
diger Avrupa iilkelerinde de bildirilmistir. BNV ise, Italya’da ilk kez 1998 yilinda
atlarda ensefalitise neden oldugu zaman tespit edilmistir (Autorino ve ark., 2002).
Italya’da goriilen, insan ve at klinik vakalari {izerine, 2008 yilinda sivrisinek ve kus
ornekleri toplanmasi i¢in bolgesel siirveyans programi olusturulmustur (Angelini ve

ark., 2010). Bu kapsamda toplanan, yabani kus ve sivrisinek havuzunda BNV ve
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USUV taramasi yapilmis ve hem sivrisinek havuzlarinda hem de yabani kuslarda
USUV ve BNV tespit edilmistir.ve yabani kuslarin da 44 tanesinde BNV, 11
tanesinde de USUV tespit edilmistir (Tamba ve ark., 2011). Ayn1 bolgede yapilan
bagska bir ¢alismada ise notralizasyon testleri sonucunda USUV ve BNV’ye karsi
yabani kuslarda seropozitiflik tespit edilmistir (Llopis ve ark., 2015). Son yillarda
kuzey Italya’da yapilan bu virolojik ve serolojik ¢alismalar virusun zoonotik
potansiyelini gostermistir (Calzolari ve ark., 2013 ve Cavrini ve ark., 2009). Ayrica,
bu sonuglar ile viruslarin bu bolgedeki insanlar icin tehdit olusturabilecegi ve bu
nedenle daha genis bir drnekleme g¢alismasinin yapilmasi gerektigi vurgulanmistir

(Tamba ve ark., 2011).

Amerika Birlesik Devletleri’nde sinirsel klinik semptomlar1 bulunan ve
encephalomyelit oldugu tespit edilen 3 alpakada BNV tespit edilmistir. Yapilan
histolojik incelemeler sonucunda, alpakalardaki encephalomyelit durumunun

atlardaki tablo ile ayni sekilde oldugu goriilmistiir (Dunkel ve ark., 2004).

Amerika Birlesik Devletleri’nde BNV ¢ok 6nemli bir halk sagligi sorunudur.
1999 yilinda virus iilkeye girdikten sonra giiniimiize kadar olan siirecte iilkenin her
yerine yayilmistir. Konu ile ilgili raporlara gore; 1999-2017 yillar1 arasinda
insanlarda tespit edilen BNV vaka sayis1 48,183, bu vakalarda sinirsel semptom

gosterenlerin sayisi 22,999 ve o6len insan sayisi ise 2,163’tiir (CDC, 2018).

1.1.5.2. Nairoviruslarin Diinyadaki Dagilim

Avrupa’da KKKAYV enfekte bolgeler incelendiginde temel konake1 olarak kir
tavsanlar1 dikkat ¢cekmektedir ve benzer sekilde Kirim’da hayvanlardan izole edilen
11 KKKAV’niin 3 tanesi kir tavsanlarindan (Lepus europaeus) elde edilmistir
(Chumakov, 1974). Kir tavsanlarina yapilan KKKAV deneysel enfeksiyonda
inokulasyon sonrasi 15. glinde vireminin devam ettigi gorilmiistiir (Zgurskaya ve
ark., 1971). Kirim bolgesindeki ilk salginda, yapilan arastirmalar sonucunda, Avrupa

kir tavsanlarinda kenelerin sayisinin normalden daha fazla oldugu tespit edilmistir.
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Bu artis sebebiyle de, kene-kir tavsani iligkisinin bu salginda ¢ok dnemli oldugunun

diisiiniilmesine neden olmustur (Hoogstraal, 1979).

Madagaskar’da 1985 yilinda, kesimhanedeki bir sigir iizerinden toplanan
Rhipicephalus (Boophilus) microplus tiirii kenede KKKAYV tespit edilmistir. Sonraki
yillarda, 1995 mezbaha ¢alisanindan toplanan kanlardan elde edilen verilere gore; 15
calisanda antikor tespit edilirken, bir tanesinde de IgM tespiti gergeklestirilmistir
(Andriamandimbyve ark., 2011). Senegal’de de sigir ve kecilerde KKKAV antikor
pozitiflikleri bulunmaktadir (Zeller ve ark., 1997).

1944 yilinda Kirim’da goriilen vakalarin benzerleri Bulgaristan’da goriilmeye
basladiktan sonra, iilkede arastirmalar baslatilmistir. Arastirmalar neticesinde 1970
yillarinda fare beyninden KKKAV icin as1 elde edilmistir. Bununla birlikte,
hiperimmunize edilmis goniillillerden de spesifik immunglobiilinler hastalarin
tedavisinde kullanilmak tizere hazirlanmistir. 1953 yilindan beri paylasilan verilere
gore 1500°den fazla insan vakasi bulunmaktadir. Cogunlukla {ilkenin dogu
bolgesinde, yaz/bahar aylarinda ve tarim-hayvancilik ile ugrasan insanlarda hastalik
tespitleri mevcuttur. Yapilan arastirmada, toplanan 911 kenenin yaklasik %2’sinde
KKKAYV tespiti bulunmaktadir (Gergova ve ark., 2012). 2014 yilinda Bulgaristan’da,
enfekte bolgelerdeki hayvanlardan toplanan kenelerden elde edilen verilere gore,
Avrupa 1 ve Avrupa 2 genotipinin {ilkede sirkiile oldugu ortaya konmustur

(Panayotova ve ark., 2016).

Balkan iilkelerinden Kosova’da 1950’li yillarda, Arnavutluk’ta 1986’da
salginlar bildirilmistir (Duh ve ark., 2008 ve Papa ve ark., 2002). Kosova’da
KKKAV’niin yayginliginin arastirtlmast amaciyla yapilan calismada toplanan
kenelerin (n=1102) 40 tanesinde KKKAV RNA’s1 tespit edilmistir. Calismada elde
edilen genetik analizlerin karsilastirilmasi sonucu KKKAV’lerinin orijininin Tiirkiye
ve Yunanistan oldugu bildirilmistir. Kosova’da sigir, koyun ve insanlarda yapilan
serolojik ¢aligmada ise sigirlarin %4-18,4’tinde, koyunlarin %3,1’inde ve insanlarin
%4 tinde antikorlar tespit edilmistir (Fajs ve ark., 2014; Sherifi ve ark., 2014 ve
Sherifi ve ark., 2016).
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KKKAV, Yunanistan’da 1975 yilinda tespit edilmis ve sonrasinda
Rhipicephalus bursa tiirii keneden AP92 susu izole edilmistir (Bente ve ark., 2013).

Ispanya’da 2010 yilinda yapilan bir ¢alisma kapsaminda geyiklerden toplanan
yar1 beslenmis kenelerden KKKAV RNA’s1 elde edilmistir. Yapilan filogenetik
analizler sonucunda da bu virusun Afrika’dakiler ile ayn1 dalda ¢iktig1 gdsterilmistir

(Estrada-Pena ve ark., 2012).

Cezayir’de, KKKAV’niin dagilimim aragtirmak amaciyla toplanan kenelerde
yapilan bir arastirmada 15 kenede KKKAV AP92 susu ile uyumlu gen sekanslari
elde edilmistir. Elde edilen bu bulgu, Avrupa 2 genotipinin sadece Balkanlar ve

Tiirkiye ile sinirli olmadigint gostermistir (Kautman ve ark., 2016).

Cin’de meydana gelen kanamali ates semptomlu bir salginda insanlardan,

koyunlardan ve kenelerden KKKAV tespit edilmistir (Yen ve ark., 1985).

Pakistan’da, 1960’11 yillarda Hyalomma kenelerinden virus izolasyonu
gerceklestirilmistir (Begum ve ark., 1970). 2008 yilinda ise Pakistan’da KKKAV
tespit edilen numunelere yapilan sekans iglemleri sonrasinda Asya-1 ve Asya-2’nin
tilkede sirkiile oldugu belirlenmistir. Asya-2’nin lilkeye gelmesindeki bir teori, gog

eden kuslarin tasidig1 keneler ile de iilkeye girmis olabilecegi yoniindedir (Alam ve
ark., 2013).

Iran’da ise ilk bildirim 1970 yillarina dayanmaktadir. Bu doénemde,
koyunlarda virus tespiti, insanlarda ve sigirlarda antikor tespitinin yaninda
kenelerden de virus izolasyonu yapildigi bildirilmistir. Son yillarda yapilan
arastirmalarda koyunlarin %41,9-77,5, ineklerde %30 ve kegilerin de %33,3- 46
oraninda seropozitif olduklar1 goriilmiistiir (Chinikar ve ark., 2010; Hoogstraal,
1979; Sureau ve Klein, 1980 ve Telmadarraiy ve ark., 2010).
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Hindistan’da 2011 yilinda Hyalomma anatolicum kenelerinde, bufaloda ve
insanlarda KKKAV RNA’s1 ve antikor pozitiflikleri tespit edilmistir (Mourya ve
ark., 2012).

1.1.5.3. Phleboviruslarin Diinyadaki Dagilimi

Italya’daki meningitis vakalarinin Agustos ayinda en yiiksek seviyede
seyretmesiyle birlikte bunun tatarciklarin aktivitesi ile uyumlu oldugu gézlenmistir.
Yapilan caligmalar sonucunda, nodrolojik vakalar ve TOSV arasinda baglantilar
kurulmus ve Italya’da, meningitis vakalarmin %30-40’1nmn etkeninin TOSV oldugu
ortaya konulmustur (Braito ve ark., 1998; Charrel ve ark., 2005; Nicoletti ve ark.,
1991 ve Valassina ve ark., 2003).

Italya’da yaban hayatinda 27 dag faresi, 1 fare, 13 kirmiz1 fare, 5 sansar, 5
kunduz, 2 porsuk, 2 yarasa, 4 tilki ve 2 Kirpi den yapilan 6rnekleme sonrasinda
gerceklestirilen bir calismada sadece yarasa beyninde TOSV tespiti yapilmistir
(Verani ve ark., 1982 ve Verani ve ark., 1988).

1980’lerde yarasa, tatarcik ve insanlardan izole edilen TOSV’lere yapilan
analizler sonucunda, bu viruslarin niikleoproteinlerinde bazi degisimler oldugu
goriilmiistiir. Ispanya’da klinik semptom gosteren hastalardan toplanan &rnekler ile
yapilan ¢alismada ise, Ispanya’da bulunan TOSV’iin italya’dakinden farkli oldugu
bildirilmistir (Charrel ve ark., 2005 ve Ciufolini ve ark., 1985).

Yunanistan’da kopeklerden toplanan serumlara yapilan nétralizasyon testleri
sonucunda SFSV yoniinden %30,2-71,9, TOSV yoniinden de %4,4-8,4 oranlarinda
seropozitiflikler bulunmustur. Elde edilen bulgular 1518inda da, bu grup viruslarin
oncelikli statliye alinmasi gerektigi ve bu viruslarin, yaygmligi nedeniyle de
veteriner ve tip camiasinda iizerinde durulmasinin Snemli oldugu belirtilmistir
(Alwassouf ve ark., 2016a). Encephalitis tanisi konulan bir vakanin nedeni olarak

TOSV genotip C ve meningitis vakasinda ise bir phlebovirus olan Adria virus tespit
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edilmistir. Akut ates sendromlu hastalarin da %@8&’inde Phlebovirus varligi

raporlanmistir (Anagnostou ve ark., 2011 ve Papa ve ark., 2015).

Fransa ve Ispanya’da yapilan calismalarda, meningitisin en énemli etkenleri
arasinda TOSV’iin yer aldig1 ve insanlarda %26 oraninda seropozitiflikler bulundugu
bildirilmistir (Charrel ve ark., 2005 ve Mendoza-Montero ve ark., 1998). TOSV’iin
evcil hayvanlardaki yayginlifinin arastirllmasi amaciyla at, ke¢i, domuz, kedi,
kopek, koyun ve ineklerden toplam 1186 serum ornegi toplanmustir. Orneklerin
%36,2’sinde TOSV antikorlar1 tespit edilmistir. En yiiksek seropozitiflik oranlar1 da
kediler (%59,6) ve kopeklerde (%48,3) bulunmustur. Bu bulgulara gore evcil
hayvanlarin 6nemli bir gogunlugunun TOSV ile enfekte oldugu goriilmiistiir. Yapilan
molekiiler ¢caligmada ise sadece bir serum 6rneginde TOSV RNA’s1 tespit edilmistir
(Charrel ve ark., 2005; Dahmani ve ark., 2016; Hemmersbach-Miller ve ark., 2004;
Navarro-Mari ve ark., 2011; Peyrefitte ve ark., 2005 ve Thirion ve ark., 2011).

Portekiz’de, Phleboviruslarin kedi ve kopeklerdeki durumunu aydinlatmak
icin 189 kedi ve 1160 kopekten serum Grnegi toplanmis, yapilan nétralizasyon testi
sonucunda TOSV’e kars1 %6,2-6,8 ve SFSV’ye kars1 %50,8-56,3 antikor pozitifligi
tespit edilmistir. Elde edilen veriler sonucunda bu viruslarin, kopeklerde sirkiile
olarak, insanlara bulusabilecegi teorisi ortaya atilmistir. Ayni g¢alismada sahipli
kopeklerdeki TOSV seroprevelansinin ise, basibos kopeklere oranla daha yiiksek
oldugu da goriilmistiir (Alwassouf ve ark., 2016b ve Maia ve ark., 2017).

Arnavutluk’ta Phleboviruslarin aragtirilmast amaciyla yapilan c¢aligmada
toplanan tatarciklardan yapilan yeni nesil sekanslama sonucunda Balkan virus
(BALKYV) tespit edilmistir ve devaminda yapilan siirveyans caligmalarinda bu

virusun farkli Balkan iilkelerinde bulundugu ortaya konulmustur (Ayhan ve ark.,
2016 ve Ayhan ve ark., 2017).

1976 yilinda yaymlanan makaleye gore Hirvatistan’da Phleboviruslarin

sirkiile oldugu ve yapilan ¢aligma sonucunda da %15-57 oraninda seropozitiflikler
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bulundugu belirtilmistir (Tesh ve ark., 1976). Hirvatistan’da TOSV genotip C’nin de
bulundugu bildirilmistir (Punda-Polic ve ark., 2012).

1.1.6. Tiirkiye’de Arboviruslarin Dagilimi

1.1.6.1. Flaviviruslarin Dagilimi

Tiirkiye’de BNV ile ilgili ilk caligmalar 1971 yilina dayanmaktadir. Bu
calismada koyunlardan toplanan serum Orneklerinden; Ankara’da %20 ve Hatay’da
%0,9 oraninda antikor tespiti bildirilmistir (Radda, 1971). 1980 yilinda ise Ege
bolgesinde, insanlardan toplanan serumlarda BNV ic¢in %21,5 seropozitiflik

bulunmustur (Serter, 1980).

Tiirkiye’de 2010 yilinda meydana gelen bilinen ilk BNV salgininda
cogunlugu bati illerinden olmak {izere 47 insan vakasi tespit edilmis ve bu vakalarin
10’u 6liim ile sonuglanmustir. Yine ayni yil icinde, Izmir’de iki atta da BNV

seropozitifligi tespit edilmistir (Kalaycioglu ve ark., 2012).

Ergiinay ve ark.(2013), yaptig1 arastirmada, Mersin ve Edirne’de kurulan
sivrisinek tuzaklarindan, Adana, Mersin ve Mugla illerindeki at ve insanlardan BNV
RNA’s1 tespitleri yapilmistir. Yine aymi calismada Kars ilindeki ordeklerden,
Sanlhurfa ilindeki atlardan, koyunlardan ve Mersin ilinde insanlardan toplanan
serumlara yapilan PRNT sonucunda da sirasiyla %9, %13, %1,9 ve %12 oraninda
seropozitiflikler bildirilmistir. Dogu Anadolu Bolgesi’'nde yapilan serolojik
calismada ise 282 esek, 48 kopek ve 45 sigirdan toplanan kan serumlarina ELISA
yontemi ile BNV antikor taramasi yapilmis ve %5,8 oraninda seropozitiflik tespit
edilmistir (Turan ve ark., 2017). Yine 650 at ve 234 esege ait serumlar ile yapilan
diger bir ¢alismada da atlarda %@4,15 ve eseklerde %]1,28 seropozitiflik tespit
edilmistir (Kale ve ark., 2017) Tiirkiye’de ¢esitli illerden (Mugla, Izmir, Sanlurfa,
Bursa, Ankara, Mardin) 6rnek toplanarak yapilan serolojik calismalarda, sigirlarda

%4, kopeklerde %37,7, atlarda %13,5, koyunlarda %1 ve insanlarda %?20,4- 17
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oraninda pozitiflikler bildirilerek virusun ne kadar yaygin oldugu gdsterilmistir

(Karakog ve ark., 2013 ve Ozkul ve ark., 2006).

Akdeniz ve Trakya bolgelerinde BNV’nin sivrisineklerdeki durumunu
arastirmak amaciyla 2012, 2014-2015 yillarinda kurulan sivrisinek tuzaklarindan
havuzlar olusturulmustur. Testler sonucunda Trakya bdlgesinde bir¢ok havuz BNV
yoniinden pozitif bulunmus ve viriis genetik hat 1, grup la olarak siniflandirilmistir.
Tespit edilen yiliksek sayidaki havuza dayanarak Trakya bdlgesinde virus
sirkiilasyonu gosterilmistir (Ergiinay ve ark., 2013;Ergiinay ve ark., 2014 ve Ergiinay
ve ark., 2017).

Eskisehir’de bir at harasinda ortaya ¢ikan klinik semptomlardan sonra
isletmeden toplanan serumlara yapilan testler sonucunda %31,6 oraninda
seropozitiflik tespit edilmistir. Ayn1 zamanda klinik semptom gésteren bir at ve bir
insandan yapilan analizler sonucunda da BNV genetik hat 1, grup la, kiime 6’da yer
aldig1 belirtilmistir (Ergiinay ve ark., 2015 ve Ozkul ve ark., 2013). 2014 yilinda ise
Klinik semptomlar gosteren Bursa ilinde bulunan harada 6len bir atin beyninden

BNV genetik hat 2 tespiti yapilmistir (Monaco ve ark., 2016).

1.1.6.2. Nairoviruslarin Dagilimi

Saglik Bakanligi tarafindan 2002-2017 yillar1 arasinda iilkemizde 10562
KKKAYV vakasi tespit edilmis ve 501 6liim oldugu bildirilmistir (Saglhik Bakanligi,
2018).

Tiirkiye’de tespit edilen KKKAV’ler ¢ogunlukla Avrupa genotiplerine yakin
bulunmustur. Tiirkiye’nin bat1 bolgesinde kenelerden ve insanlardan yapilan virus
teshisleri sonucunda elde edilen veriler ile viruslar Avrupa 1 ve Avrupa 2 (AP92)
gruplarinda smiflandirilmistir (Ertugrul ve ark., 2009; Gargili ve ark., 2011; Midilli
ve ark., 2009 ve Ozkaya ve ark., 2010).
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Karadeniz Bolgesi’ndeki illerde toplanan kenelere yapilan analizler
sonucunda, enfekte bir bolge olan Kelkit vadisinden, Sinop, Samsun, Ordu, Giresun,
Amasya, Tokat ve Sivas illerindeki 6rneklerde KKKAV RNA’s1 tespit edilmistir
(Albayrak ve ark., 2010 ve Tonbak ve ark., 2006). Van, Bayburt ve Mersin illerinde
kenelerde ise KKKAV AP92 tespiti yapilmistir (Dinger ve ark., 2017).

Marmara bolgesinde hayvanlardaki durumu incelemek i¢in koyun, keci ve
sigirlardan numuneler toplanmis ve kegilerin %66’s1, koyunlarin %31°1 ve sigirlarin
%13’ KKKAYV antikorlar1 yoniinden pozitif bulunmustur. Bu hayvanlarin %6,6’s1
da KKKAYV antijeni yoniinden pozitif tespit edilmistir (Tuncer ve ark., 2014). Bir
diger serolojik ¢alismada ise Elazig, Samsun, Sivas, Tokat ve Yozgat illerinden
toplanan 100 sigir ve 100 koyun Orneginde yapilan calisma sonucunda sigirlarda
%17 ve koyunlarda %37 KKKAV antikorlar1 tespit edilmistir (Kirbas, 2009).
Karadeniz bolgesinde koyun ve kegilerden toplanan 105 serumun 78 tanesi KKKAV
antikoru yoniinden ve 9 tanesi de viral niikleik asit pozitif tespit edilmistir (Albayrak
ve ark., 2012).

Ulkemizde KKKAYV ile miicadele amaciyla, Tarrm ve Orman Bakanligi
tarafindan risk altindaki bolgelerde bulunan hayvanlar {icretsiz dagitilan
ektoparaziterler ile ilaglanmakta, ayn1 zamanda ¢iftgilere de egitimler verilmektedir.
Saglik Bakanligi da hastalik ile miicadele igin medya yolu ile halka ulasarak, kamu
spotlar1 yapmakta, brosiirler hazirlamakta, halk saglig1 agisindan hastaligin 6énemini
anlatarak bilinglenmeyi saglamakta ve hizli tepki verebilmek i¢in hastalik
tanisi/miicadelesi amaciyla birimler arasi koordinasyon caligmalari yapmaktadir.
Egitim ¢alismalar1 kapsaminda ev ziyaretleri yapilmis; okul, cami ve kdy merkezleri
gibi halka kolay ulasilabilecek alanlar da egitim amaciyla kullanilmistir. 2013 yilinda
paylasilan verilere gore de, 430,000 kisiye yliz ylize egitim verilmistir. Saglik
calisanlar1 da hastanelerde KKKAV ile enfekte hastalar ile yakin temas nedeniyle
nazokomial bulagsma hakkinda bilgilendirilmistir. Sahada, tarlada veya orman gibi
kene tutunmasi agisindan riskli alanlarda iken koruyucu ekipmanlar kullanilmasi
veya tutunmayi Onleyici tedbirler alinmasi bulasma riskini diisiirmektedir. Diger

hastaliklarda oldugu gibi Kurban Bayrami benzeri hayvan hareketlerinin arttig1 6zel
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ginlerde KKKAV’niin de farkli bolgelere taginma ihtimali yiikselmektedir
(Leblebicioglu ve ark., 2016).

1.1.6.3. Phleboviruslarin Dagilim

1955 yilinda Antalya’da yapilan bir calismada, insanlardan toplanan
serumlarda SFSV’ye kars1 %22 ve SFNV i¢in de %62 oraninda antikor yaniti tespit
edilmistir (Tesh ve ark., 1976). Bu bulguya gore aslinda iilkemizde uzun yillardir
phleboviruslar sirkiile olmaktadir. Antalya’da elde edilen bulgulardan sonra, 1980
yilinda Ege bolgesindeki durumu ortaya koymak igin toplanan 6rneklerdeki antikor

yaniti arastirilmis ve SENV igin %13,9 seropozitiflik bildirilmistir (Serter, 1980).

2007 ve 2008 yillarinda, Ankara’da yaz aylarinda insanlarda ates, bas agrisi,
bulant1 ve kas agrilari, kusma, eklem agrilar1 ve nadiren de ishal ile karakterize bir
salgin ortaya ¢cikmistir. “Mamak Ategi” olarak isimlendirilen salginin nedeni yeni bir
SFSV izolat1 (SFTV) olarak bildirilmistir. Ayn1 dénemlerde Izmir ve Adana’da
benzer vakalar goriilmiis ve bunun da nedeninin SFSV oldugu tespit edilmistir.
Ankara’da yapilan retrospektif bir c¢alismada numunelerin %22°si SFSV i¢in
seropozitif olarak bulunurken, bir numunede de TOSV antikoru da tespit edilmis ve
ayni anda birden fazla phlebovirusun sahada sirkiile olabilecegi goriilmiistiir (Carhan

ve ark., 2010).

Ic Anadolu, Karadeniz ve Akdeniz bdlgesinde kan donérlerinde yapilan bir
aragtirmada orneklerin %15,7’sinde TOSV RNA’s1 tespit edilmis ve bu pozitif
orneklerin de %25’inde TOSV IgM antikorlart1 bulunmustur. Pozitif bulunan
orneklere yapilan molekiiler testler sonucunda, TOSV genotip A olarak

siniflandirilmistir (Ergilinay ve ark., 2011 ve Ergiinay ve ark., 2012a).

Adana’da toplanan tatarcik Orneklerine yapilan testler sonucunda ii¢ yeni
phlebovirus Adana virus, Toros virus ve Zerdali virus tespit edilerek izolasyonlari
gergeklestirilmistir (Alkan ve ark., 2015 ve Alkan ve ark., 2016).
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Insanlarda yapilan calismalarin yaninda giiney bdlgemizde yapilan bir
arastirmada kedi, kopek, koyun ve kegiler hedef grup olarak secilmistir. Adana ve
Mersin’de toplanan serumlara gore, kopeklerin %40’inda ve kegilerin de %4’iinde
TOSV’a kars1 spesifik antikorlar tespit edilmistir. Calismanin molekiiler boliimiinde
elde edilen bulgulara gore, kdpeklerin %9,9’unda bulunan TOSV, yapilan filogenetik
analizler sonucunda genotip A ve B olarak siniflandirilmistir. Ayni zamanda genotip
B tespit edilen kdpeklerin 2 tanesinde Leishmania infantum da tanimlanmistir. Bu iki
enfeksiyonun ortak noktasi, vektor olarak tatarciklari kullanmalaridir (Dinger ve ark.,

2015 ve Dinger ve ark., 2016).

Kanatli hayvanlarin bir¢ok patojen i¢in rezervuar olduklar1 veya taginmasinda
rolleri olduklari bilinen bir gergektir. Ozellikle, gdgmen kuslar patojenlerin farkli
cografyalar arasinda naklinde rol oynamaktadir. Hazirlanan bu aragtirma kapsaminda
ayni noktadan hareketle, lilkemiz tizerinde iki 6nemli dogal konaklama merkezindeki
(Samsun ve Hatay illerinde) su rezervlerini paylasan yabani kuslarda (gdogmen
ve/veya yerlesik) lilkemiz i¢in daha dnceden tanimlanmis veya tanimlanmamis bazi
zoonoz nitelikli viruslarin arastirllmasi amaglanmistir. Elde edilen verilere
dayanarak, s6z konusu viruslarin taginmasinda yerlesik ve go¢gmen yabani kuslarin

olasi rolleri ve bu yolla tasinan viruslarin belirlenmesine ¢alisilmistir.
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2.1.Gereg

2.GEREC VE YONTEM

2.1.1.Arastirmada Kullamlan Hayvanlar ve Ornekler

Tez caligmasinda, Samsun ve Hatay illerinde Tarim ve Orman Bakanlig

bilinyesinde bulunan Yaban Hayati Rehabilitasyon Merkezlerine, diger kuruluglara

getirilen veya avcilar tarafindan avlanmis olan toplam 117 adet 6lii yabani kus

(gbgmen veya

Tiir/Aile/Cins dagilimlart Cizelge 2.1’de sunuldu.

yerlesik)  kullanildu.

Arastirma  kapsamina

Cizelge.2.1. Arastirma kapsaminda kullanilan kuglarin Tiir/Cins dagilimi.

alinan kuslarin

Kus Tiirii | Aile Cins Ad Sayr
Kartal Accipitriformes Clanga pomarina Lesser Spotted Eagle 9
Sahin Accipitriformes Pernis apivorus European Honey Buzzard 10
Leylek Ciconiiformes Ciconia ciconia White Stork/ Black Stork 7
Pelikan Pelecaniformes Pelecanus onocrotalus Great White Pelican 2
Flamingo Phoenicopteriformes Phoenicopterus roseus Greater Flamingo 2
E:i/tih Accipitriformes Aquila chrysaetos Golden Eagle !
Karga Passeriformes Corvus cornix Hooded Crow 2
Balikgil Pelecaniformes Botaurus stellaris Eurasian Bittern 3
Su kusu Pelecaniformes Ardea herodias Great Blue Heron 1
Ordek Anatidae Anas Mallard 24
Kugu Anseriformes Cygnus columbianus Bewick's Swan 3
Keklik Galliformes Perdix perdix Gray Partridge 15
Dalgi¢ kusu | Gaviiformes Gavia stellata Red-Throated Diver 1
Mart1 Charadriiformes C?h_roicocephalus Black-Headed Gull 3
ridibundus
Baykus Strigiformes Tyto alba Western Barn Owl 12
Atmaca Accipitriformes Accipiter nisus Eurasian Sparrowhawk 5
Bildircin Galliformes Coturnix coturnix Common Quail 11
Kaz Anseriformes Anser anser Greylag Goose 3
Karatavuk Passeriformes Turdus merula Eurasian Blackbird 2
Gilivercin Columbiformes Columba livia Common Pigeon 1
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Yukarida verilen merkezlerde yapilan incelemeler sonrasinda bu kuslardan

organ/doku oOrnekleri alinarak -20°C’de donduruldu ve soguk zincirde Ankara

Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dalina getirildi. S6z konusu

hayvanlardan alinan 6rneklerin lokasyon ve organ/doku ¢esitliligi yoniinden dagilimi

Cizelge 2.2 ve 2.3’de sunuldu. Viroloji Anabilim Dalina ulasan doku/organ 6rnekleri

ile ilgili tiim c¢alismalar anabilim dali yiiksek giivenlikli laboratuvarlarinda (BSL-3)

gerceklestirildi.

Cizelge.2.2. Hatay bolgesinde ¢alismaya dahil edilen 61 kusa ait 6rneklerin dagilimi.

Kus Doku/Organ
Tiirii Say1 | Akciger | Karaciger | Dalak | Bobrek | Tiiy | Kan | Beyin | TOPLAM
Kartal 9 2 2 2 2 2 0 7 17
Sahin 10 10 10 10 10 10 0 2 52
Leylek 7 3 3 3 3 3 0 7 22
Pelikan 2 2 2 2 2 2 0 0 10
Flamingo 2 2 2 1 2 2 0 0 9
Kaya 1 1 1 1 1 1 0 0 5
Kartah
Karga 1 1 1 1 1 - 0 1 5
Balikqil 2 0 0 0 0 0 0 2 2
Su kusu 1 0 1 0 0 1 1 0 3
Ordek 4 3 3 3 3 3 0 1 16
Keklik 1 1 1 0 0 1 0 1 4
Marti 2 0 0 0 0 0 0 2 2
Baykus 12 10 10 0 10 0 0 12 42
Atmaca 5 2 2 2 2 0 0 3 11
Karatavuk | 2 2 2 2 0 2 0 0 8
TOPLAM | 61 39 40 27 36 27 1 38 208
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Cizelge.2.3. Samsun bolgesinde ¢aligmaya dahil edilen 56 kusa ait 6rneklerin dagilimi.

Kus Doku/Organ

Tiirii Say1 | Akciger | Karaciger | Dalak | Bobrek | Tity | Kan| TOPLAM
Karga 1 1 1 1 1 - 0 4
Balikail 1 1 1 1 1 1 0 5
Ordek 20 20 20 20 20 20 0 100
Kugu 3 3 3 0 3 3 0 12
Keklik 14 13 13 4 9 13 0 52
Dalgic kusu | 1 1 1 0 1 1 0 4
Marti 1 1 1 0 1 1 0 4
Bildircin 11 11 11 11 11 11 0 55
Kaz 3 3 3 3 3 3 0 15
Giivercin 1 1 1 1 1 1 0 5
TOPLAM 56 55 55 41 51 54 0 256

2.1.2. Kontrol Amaciyla Kullanilan Viruslar ve Hiicre Kiiltiirii

Tez calismasi kapsaminda gergeklestirilen RT- PCR kapsaminda pozitif
kontrol amaciyla kullanilmak tizere BNV, TOSV ve KKKA viruslari sirastyla Flavi,
Phlebo- ve Nairovirus PCR uygulamalarinda kullanildi. Bu viruslar Ankara
Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Viroloji Anabilim Dali kiiltiir koleksiyonundan
temin edildi. Zikavirus Real Time RT-PCR taramasi ¢alismasinda ise pozitif kontrol
olarak kullanilan ZIKV gRNA’s1 ise INIA CISA, Madrid, Ispanya tarafindan

saglandi.

Calismada kullanilan Vero E6 hiicre kiiltiirii Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali hiicre koleksiyonundan temin edildi. Hiicreler, %5
fotal bovine serum igceren DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) iginde
cogaltildi.
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2.2. Yontem

2.2.1. Dokularin islenmesi

Laboratuvara getirilen doku/organ orneklerinin homojenizasyonu, gerekli
biyogiivenlik sartlar altinda gerceklestirildi. Oncelikle, makas-bistiiri yardimi ile
kiigtiltiilen dokular bu islemi takiben antibiyotikli medyum i¢inde 1/10 oraninda
sulandirilarak homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar 4000 rpm’de, 10 dakika
(dk) 4°C’de santrifiij edildi ve elde edilen siipernatant porsiyonlanarak, -20°C’de
sakland1. Bu porsiyonlarin bir bdliimii molekiiler tan1 yontemleri ile genomik RNA
(gRNA) tespiti i¢in kullanilirken, kalan kismi1 RT-PCR ile pozitif bulunan doku

orneklerinden virus izolasyonu i¢in hiicre kiiltiirlerine inokule edildi.

2.2.2. Viral Niikleik Asit izolasyonu

Doku homojenatlarindan gRNA izolasyonu igin, ticari ekstraksiyon Kkiti
(Ribospin™ vRD plus, GeneAll, G. Kore) kullamildi. izolasyon islemi iiriin

gelistiricisi firmanin yonergesi dogrultusunda, asagida 6zetlendigi sekilde yapildi:

e 300 pL o6rnek 1,5 mI’lik santrifiij tiiplerine aktarildi.

e Uzerine 500 pL VL buffer eklenerek vortekslendi. Tiip kisa siireyle santrifiij
edildi ve 10 dakika siireyle oda sicakliginda bekletildi.

e Uzerine 700 pL RB1 buffer eklendi ve vortekslenip kisa bir santrifiij yapildi.

e Hazirlanan karisim mini spin-kolona aktarilip 10,000xg’de 30 saniye (Snh)
santrifiij edildi.

e Uzerine 500 pL RBW buffer eklenip tekrar 10,000xg’de 30 sn santrifiij
edildi.

e Uzerine 500 pL RNW buffer eklenip tekrar 10,000xg’de 30 sn santrifiij
edildi.

e 10,000xg’de 60 sn santrifiij edildi.
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e Mini spin kolon, 1,5 mI’lik santrifiij tiipline alinip, tizerine 30 pL niikleaz free
su eklenip oda sicakliginda 1 dk beklendi.
e 10,000 xg’de 60 saniye santrifiij edildi.

Elde edilen ekstraklar kullanilincaya kadar -20°C’de sakland.

2.2.3. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Elde edilen ekstraktlar ilk once reverse transkripsiyon (RT) islemine tabi
tutularak komplementer DNA (cDNA) elde edildi. RT islemi i¢in ticari kit kullanild1
(First Strand cDNA sentez kiti, Fermentas/Thermo, Litvanya) ve firetici firma

tarafindan Onerilen protokol uygulandi. Buna gore RT islemi i¢in Karigim-1;

Random Hexamer 0,5 uL
Deiyonize su 3uL
RNA 3puL

olacak sekilde hazirlandi ve 72°C’de 5 dakika bekletildi.

Daha sonra Karisim-2,

dNTP 1uL
5x buffer 2 uL
RT enzimi 0,5 uL

olarak hazirlandi ve Karisim-1 ile karigtirildiktan sonra asagida verilen siirelerde

tanimlanan 1s1 derecelerinde muamele edildi:

25°C’de 10 dakika

37°C’de 60 dakika
72°C’de 10 dakika
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Elde edilen cDNA’lar, Phlebovirus, Nairovirus cinsi Bunyaviruslar, ile

Flaviviruslarin aragtirilmasi i¢cin PCR’da kalip DNA’lar olarak kullanildi.

2.2.4. Hedef DNA’larin Cogaltilmasi:

Tez kapsaminda toplanan yabani kuslara ait doku/organ 6rneklerinde aranan
Phlebo-, Flavi- ve Nairoviruslarin tespit edilmesi amaciyla kullanilan Primer/Prob

dizileri Cizelge.2.4 de sunuldu.

Cizelge 2.4’de sunulan TBPVL ve HRTGL primerleri, kene kaynakl
Phleboviruslarin tespit edilmesi amaciyla kullanildi. Arastirmada kullanilan

Phlebovirus primerlerinin tespit ettigi bazi viruslar asagida sunuldu:

RVFV Rift Valley fever virus,

TOSV Toscanavirus

UUKV Uukuniemi virus

HRTV Heartland virus

SFSV Sandfly fever Sicilian virus

SFNV Sandfly fever Naples virus

TBPVs Tick-borne phleboviruses

SFTSV Severe fever with thrombocytopenia syndrome virus
BHAV Bhanja virus

Cizelge 2.4’de sunulan Flavivirus primerleri ile tespit edilebilen viriisler

asagida sunuldu;

YRV Yellow fever virus

DENV Dengue virus

BNV Bat1 Nil Virusu

JEV Japanese encephalitis virus
TBEV Tick-borne encephalitis virus
Usuv Usutu virus
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Cizelge. 2.4. Arastirma kapsaminda tanisal amagla yapilan in vitro amplifikasyon uygulamalarinda
kullanilan primer/prob 6zellikleri.

Amplikon
Primer Kodu Primer Dizini (5°-23°) Kaynak Biiyiikliigii ve
Hedef gen
PHLEBOVIRUS
PhIP2 GGCTACTTCAARAAYAARGANGA Klimentov ve 507bp
PhIM2 CTCTCTCAGICCICCRTGYTG ark. (2016) L segment
SFNV-S1 CTTYTTRTCYTCYCTRGTGAAGAA 433bp S
SFNV-R1 ATGATGAAGAARATGTCAGAGAA Charrel ve ark. segment
SFNV-S2 GCRGCCATRTTKGGYTTTTCAAA (2007) 286 bp
SFNV-R2 CCTGGCAGRGACACYATCAC S segment
TBPVL-F CAGCATGGIGGICTIAGAGAGAT 514bp
TBPVL-R TGIAGIATSCCYTGCATCAT Matsuno ve L segment
HRTGL-F CAGCATGGIGGIYTIAGRGAAATYTATGT ark. (2015) 523bp
HRTGL-R GAWGTRWARTGCAGGATICCYTGCATCAT L segment
NPhlebol ATGGARGGITTTGTIWSICIICC 553 bp
NPhlebol AARTTRCTIGWIGCYTTIARIGTIGC Sanchez-Seco | L segment
NPhlebo2 WTICCIAAICCIYMSAARATG ve ark. (2003) 244 bp
NPhlebo2 | TCYTCYTTRTTYTTRARRTARCC L segment
FLAVIVIRUS
INS5F: GCATCTAYAWCAYNATGGG
1NS5Re: CCANACNYNRTTCCANAC Vazquez ve HALbP
2NS5F: GCNATNTGGTWYATGTGG ark. (2012) 983 bp
2NS5Re: CATRTCTTCNGTNGTCATCC NS5
Zikavirus
ZIKV-F CCGCTGCCCAACACAAG
ZIKV-R CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT Lanciotti ve 77 bp
SKV-P FAM- GCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA- | ark. (2007) Poliprotein
TAMRA
NAIROVIRUS
Primer F ACAGCARTGIATIGGICCCCAYTT Honig ve ark., 443bp
Primer R ATGATTGCIAAYAGIAAYTTYAA 2004 L segment
Cizelge 2.4’de sunulan Nairovirus primerleri ile tespit edilebilen viruslar:
NSDV Nairobi sheep disease virus
KKKAYV  Kirim Kongo Kanamali Atesi Virusu
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DUGV Dugbe virus’tur

Calismada kullanilan PCR master miksleri hazirlamada ticari Kit (Thermo

Scientific Taqg DNA Polymerase, ABD) kullanild1 ve igerigi asagida sunuldu:

Molekiiler Saf Su 184 L
10x Reaksiyon Tamponu 3 ulL

MgCl, 24 L
dNTP 08 uL
Forward Primer 0,8 puL
Reverse Primer 0,8 puL
Enzim 0,8 uL
cDNA 3 ul
Toplam 30 uL

Zikavirus tespiti amaciyla yapilan tek basamakli Real Time RT-PCR ig¢in
hazir tampon sistemi kullanildi (QuantiNova Pathogen+IC, Qiagen, Almanya).

Reaksiyonlar i¢in hazirlanan karisim asagida sunuldu;

4x Reaksiyon tamponu 5 ulL
Forward Primer 16 uL
Reverse Primer 1,6 ul
Prob 1 ul
Molekiiler Saf Su 5,8 ul
RNA 5 i
Toplam 20 ul

Bildirilen primer/problar i¢in yapilan optimizasyon sonrasi kullanilan 1si

dongiileri Cizelge.2.5’de sunuldu.
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Cizelge.2.5. PCR uygulamalar1 i¢in kullanilan amplifikasyon protokolleri.

PhIP2 -PhiM2 TBPVL-F-TBPVL-R ve

primer cifti icin HRTGL-F-HRTGL-R primerleri i¢in
95°C 5dk 94°C 5 dk

95°C 45 sn 94°C 45 sn

50°C 1dk 40 siklus 55°C 1dk 40 siklus
72°C 1dk 72°C 1dk

72°C 6 dk 72°C 5 dk

SFNV S1-SFNV R1
SFNV S2 —SFNV R2 primerleri icin

NPhlebol-NPhlebol
NPhlebo2-NPhlebo2_primerleri icin

94°C 5 dk 95°C 5 dk

94°C 30 sn 95°C 30sn

49°C 1dk 40 siklus 45°C 1dk 40 siklus
72°C 1dk 72°C 1dk

72°C 7 dk 72°C 5 dk

INS5F-1NS5Re ve

Primer F- Primer R, Touch-up PCR

* Floresan okuma basamagi

2NS5F-2NS5Re primerleri i¢in icin
94°C 5dk 94°C 5 dk
94°C 1dk 94°C 1dk
52°C 3dk 40 siklus 42-50°C | 1dk 40 siklus
72°C 1dk 72°C 3dk
72°C 5 dk 72°C 5 dk
ZIKV-F1,
ZIKV-R, ZIKV-Pr ile
real time RT-PCR i¢in
50°C 10 dk
95°C 2 dk
95°C 5sn

40 siklus
60°C* 30sn
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Orneklerin amplifikasyon siireci tamamlandiktan sonra, olas1 PCR iiriinlerini
goriintillemek amaciyla, %1°lik agaroz jel (Prona, EU) + Safe-Red (ABM, Kanada)
hazirlandi. Agaroz jelin hazirlanmasinda ve tank tamponunda Tris-Asetat-Etilen
Diamin Tetra Asetik asit (TAE) tampon soliisyonu kullanildi. 0,5xTAE soliisyonu
icinde mikrodalga yardimiyla eritilen agaroz, sogutulduktan sonra iizerine Safe-Red
boyasi (0,5 pg/ml) eklendi ve jel taraklar1 yerlestirilmis olan jel tastyicisina dokiildii.

Donan agaroz jeldeki taraklar ¢ikarilarak, elektroforez tankina yerlestirildi.

PCR iiriinleri, ylikleme boyasi (6x Loading Dye, Fermentas Litvanya) ile 1
kisim boya + 5 kisim PCR firiinii olacak sekilde karistirilarak, kuyucuklara konuldu.
Uriin  biiyiikliigiiniin yaklasik olarak belirlenebilmesi igin 3000 bp’lik DNA
merdiveninden (Fermentas, Litvanya) (1 kisim stok marker + 1 kisim yiikleme
boyast + 4 kisim su) bir kuyucuga 1 pl olarak yiliklendi. Daha sonra iiriinler elektrik
akimina tabi tutularak (8 volt/cm), yaklagik 30 dk sonra jel goriintiileme sistemi

(Kodak, Gel Logic 100, ABD) ile PCR sonucu olusan DNA bantlar1 goriintiilendi.

Uygun biiytikliikte tespit edilen PCR iiriinleri sekanslama iglemi igin ayrilarak
hedef bant saflagtirma ve takiben dizin analizi islemlerine tabi tutuldu. Ayrica PCR
irlinii dizin analizi yontemi ile dogrulanan organ/doku homejenatlarina izolasyon

prosediirleri uygulandi.

2.2.5. Dizin Analizi, Sonuclarin Degerlendirilmesi ve Filogenetik

Analizler

RT-PCR ile elde edilen PCR fiirlinlerinin piirifikasyonu ve dizin analizi ticari
bir firmadan (BM Lab., Ankara) hizmet alimi seklinde gergeklestirildi. Analiz
sonrasi elde edilen ham veriler, National Center Biotechnology Information (NCBI)
servisinin Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) web sayfasindan saglanan
hizmetten yararlanilarak tanimlandi. Dizinler, Aliview (Larsson, 2014) ve “Multiple
alignment program for amino acid or nucleotide sequences (mafft) v.7.427 " yazilimi

(Katoh ve Standley, 2016) kullanilarak kendi aralarinda karsilastirildi. Aymi
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programin ¢oklu hizalama 0&zelliginden yararlanilarak elde edilen veriler, Gen

Bankasindan elde edilen diger viruslarla hizalandx.

Bu c¢alismada elde edilen viruslara ait dizinlerin, daha Onceki calismalarda
tespit edilen virus dizinleri ile arasindaki genetik yakinligin ortaya konulmasi
amactyla, niikleik asit dizinleri tlizerinden gergeklestirilen filogenetik analiz igin
MEGA versiyon X (Kumar ve ark., 2018), MrBayes (Ronquist ve Huelsenbeck,
2003), RAXML (Stamatakis,2014) programlarinda filogenetik analizler paralel
yapilarak olusturulan agaglarin dogruluklar1 kontrol edildi. Tim programlarda
Maximum Likelihood metotu tercih edildi. MEGA X programinda General Time
Reversible (GTR)+ Gamma modellemesinde 1000 bootstrap yapilarak %50’den fazla
benzer modeller gosterildi. RAXML programinda en uygun agacit bulmak icin
GTR+Gamma yontemi ile 1000 bootstrap yapilarak en uygun aga¢ elde edildi.
MrBayes programinda ise Markov chain Monte Carlo analiziyle GTR+ Gamma
yontemi kullanilarak kiimelenme degeri 0.001 altinda toplanincaya kadar 2 farkli
kanalda bootstrap yapilarak en uygun aga¢c bulundu. RAXML ve MrBayes
programlarindan ¢ikan veriler Figtree 1.4.3 (Rambaut, 2009) ve Dendroscope 3
(Huson ve Scornavacca, 2012) ile islenerek agaglar elde edildi. Kullanilan 3 analiz
programindan elde edilen agaclar benzer oldugunda analiz sonuglar1 giivenilir olarak
kabul edildi.

Niikleotit ve aminoasit benzerlik tablolarinin olusturulmasi amaciyla CLC

Main Workbench 8.1 (Qiagen, Almanya) kullanildi.

2.2.6. Virus izolasyonu

TOSV ve BNV yoniinden pozitif tespit edilen numunelere ait homojenatlar

virus izolasyonu amaciyla Vero E6 hiicre kiiltiiriine inokule edildi. Bu amagla;

e Hiicre ile kapl T25 hiicre kiiltiirii siseleri vasat ile yikanda.
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Daha sonra ekilecek olan siipheli organ homojenizatina ait 0,22 um’lik
filtreden gecirilmis 0,5 ml silipernatant hiicre kiiltiirii sisesine konularak
37°C’de 1 saat inkube edildi.

Hiicre kiiltiirii sisesi i¢indeki inokulum toplandiktan sonra 5 ml vasat eklendi
ve 37°C’lik ve %5 CO’li etiivde inkiibe edildi.

Invert mikroskopta her giin seliiler patolojiler (CPE) ydniinden kontrol edildi.
Pozitif olan hiicreler -80°C’de dondurulup, 37°C’de ¢o6ziildii. Daha sonra
santrifiij tlipline aktarilarak +4°C’de 4000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi
ve siipernatant kryotiiplere porsiyonlanip molekiiler tani ve/veya yeni
pasajlama islemleri i¢in kullanild1 (Kent ve ark., 2010). Bu uygulama 5 pasaj
tekrar edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Arastirmada Kullanilan Kuslar

Arastirma kapsaminda Hatay ve Samsun illerindeki kus konaklama alanlarina
yakin rehabilitasyon merkezlerince laboratuvarimiza dokular1 gonderilen kuslarin,
yapilan siniflandirma sonucunda, 20 farkli kus tiirline ait Orneklerin alindig
gbzlendi. Yapilan siniflandirma calismasi sonrasinda Hatay’dan 15 ve Samsun’dan
ise 10 farkli kus tiiriiniin 6rneklendigi tespit edildi. Bu kuglarin bir kisminin gégmen
(66), bir kismimnin ise yerlesik (51) kuslar oldugu belirlendi. Calisma kapsamina

alinan kuslarin Tiir/Aile/Cins dagilimlart Cizelge 2.1’de sunuldu.

Bu hayvanlardan toplam 464 tani materyali ¢alisma kapsaminda kullanildi.
Bu materyallerin kus ve organ ve/veya doku ornekleri temelinde siiflandirmasi

Cizelge 3.1°de sunuldu.

3.2. Viral Genom Tespiti Calismalar

Tez caligmas1 kapsaminda Hatay ve Samsun illerinden toplanan toplam 117
kusa ait doku/organ orneklerinde yapilan RT-PCR sonucunda 18 kusta aragtirma
kapsaminda aranan viruslar tespit edildi. Bu ¢aligmada virus tespit edilen kuslardan
4’1 Hatay, 14’1 ise Samsun illerindeki rehabilitasyon merkezlerinden ve avcilardan
temin edildi. Kuslardan bir tanesi Bat1 Nil Virusu (%0,85) yoniinden, 17 tanesi ise
Toscana virus (%14,5) yoniinden pozitif bulundu (Cizelge 3.2; Cizelge 3.3).
Nairovirus yoniinden test edilen kus orneklerinin hig¢ birisinde beklenen biiyiikliikte

uriin elde edilemedi.
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Cizelge.3.1. Calisma kapsaminda kullanilan kus/organ dagilimu.

Test Edilen Materyaller

Hayvan Tiirii Féi};\:;n Akciger |Karaciger |[Dalak [Bobrek |[Tiiy Kan [Beyin TOPLAM
Kartal 9 2 2 2 2 2 0 7 17
Sahin 10 10 10 10 10 10 0 2 52
Leylek 7 3 3 3 3 3 0 7 22
Pelikan 2 2 2 2 2 2 0 0 10
Flamingo 2 2 2 1 2 2 0 0 9
Kaya Kartali 1 1 1 1 1 1 0 0 5
Karga 2 2 2 2 2 = 0 1 9
Balike1l 3 1 1 1 1 1 0 2 7
Su kusu 1 0 1 0 0 1 1 0 3
Ordek 24 23 23 23 23 23 0 1 116
Kugu 3 3 3 0 3 3 0 0 12
Keklik 15 14 14 4 9 14 0 1 56
Dalgic kusu 1 1 1 0 1 1 0 0 4
Marti 3 1 1 0 1 1 0 2 6
Baykus 12 10 10 0 10 0 0 12 42
Atmaca 5 2 2 2 2 0 0 3 11
Bildircin 11 11 11 11 11 11 0 0 55
Kaz 3 3 3 3 3 3 0 0 15
Karatavuk 2 2 2 2 0 2 0 0 8
Giivercin 1 1 1 1 1 1 0 0 5
TOPLAM 117 94 95 68 87 81 1 38 464
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Cizelge.3.3. Caligmada virolojik yonden pozitif olarak tespit edilen kuslarin dagilimi.

Kus tiirii Virus Bolge Organlar

Flamingo Toscanavirus Hatay Bobrek

Leylek Toscanavirus Hatay Beyin

Pelikan Toscanavirus Hatay Beyin

Kartal Bati1 Nil Virus Hatay Dalak, Kalp, Bobrek
Ordek Toscanavirus Samsun Akciger, Karaciger

Ordek Toscanavirus Samsun Akciger, Karaciger, Kalp, Bobrek
Giivercin Toscanavirus Samsun Akciger, Karaciger, Kalp
Keklik Toscanavirus Samsun Karaciger, Kalp, Dalak
Bildircin Toscanavirus Samsun Karaciger, Kalp

Bildircin Toscanavirus Samsun Kalp

Bildircin Toscanavirus Samsun Karaciger, Kalp

Keklik Toscanavirus Samsun Akciger

Keklik Toscanavirus Samsun Karaciger, Kalp

Keklik Toscanavirus Samsun Akciger, Karaciger, Dalak
Keklik Toscanavirus Samsun Akciger, Karaciger, Kalp
Bildircin Toscanavirus Samsun Akciger, Karaciger, Kalp
Ordek Toscanavirus Samsun Karaciger

Ordek Toscanavirus Samsun Akciger

789 10 11

Sekil.3.1. NPlebo Primerleri ile yapilan PCR’a ait jel goriintiisii (M:Merdiven, 1-9 Kus 6rnekleri, 10

Negatif kontrol, 11 Pozitif kontrol).
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Sekil.3.2. HRTGL primerleri ile yapilan PCR’a ait jel goriintiisii (M:Merdiven, 1-6 Kus 6rnekleri, 7
Negatif kontrol ,8 Pozitif kontrol)

Sekil.3.3.Nairovirus primerleri ile yapilan PCR’a ait jel goriintiisii (M:Merdiven, 1-5 Kus 6rnekleri, 6
Negatif kontrol ,7 Pozitif kontrol).

5 6 78 M 9 10

Sekil.3.4.SFNV primerleri ile yapilan PCR’a ait jel goriintiisii (M:Merdiven, 1-8 Kus Ornekleri, 9
Pozitif kontrol, 10 Negatif kontrol).
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2000

Sekil.3.5. a) Flavivirus primerleri ile yapilan PCR’a ait jel goriintiisii (M:Merdiven, 1-3 Kus 6rnekleri,
4 Negatif kontrol, 5 Pozitif kontrol) b) Zikavirus i¢in yapilan Real Time RT-PCR goriintiisii.

Sekil.3.6. PhIP2 primerleri ile yapilan PCR’a ait jel goriintiisii (M:Merdiven, 1-3 Kus ornekleri, 4
Negatif kontrol, 5 Pozitif kontrol).

Sekil.3.7. TBPVL primerleri ile yapilan PCR’a ait jel gorintisii (M:Merdiven, 1-5 Kus 6rnekleri,6
Negatif kontrol, 7 Pozitif kontrol).
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3.2.1. Hedef DNA’larin Flavivirus Yoniinden Degerlendirilmesi

Hatay ve Samsun illerinden toplanan toplam 117 kustan 1 tanesi Flavivirus
genusunda yer alan BNV yoniinden pozitif bulundu. Samsun’dan toplanan 56 kusun
tamami negatif iken, Hatay’dan toplanan 61 kusun 1 tanesinde BNV RNA’s1 tespit
edildi. (Cizelge 3.2; Cizelge 3.3). Bu olguda BNV gRNA pozitifligi hayvanda alinan
her ii¢ dokuda da gézlendi.

Hatay’da pozitif bulunan kus tiirii olan kartaldan elde edilen ii¢ i¢ organ da

BNV yoniinden pozitif bulundu.

3.2.2. Hedef DNA’larin Nairovirus Yoniinden Degerlendirilmesi

Hatay ve Samsun illerinden toplanan toplam 117 kusa yapilan analizler
sonucunda Nairovirus spesifik bir bant tespit edilmedi ve orneklenen kuslarin

tamamu negatif olarak degerlendirildi.

3.2.3. Hedef DNA’larin Phlebovirus Yoniinden Degerlendirilmesi

Hatay ve Samsun illerinden toplanan toplam 117 kustan 17’°si Phlebovirus
genusunda yer alan TOSV yoniinden pozitif bulundu. Samsun’dan toplanan 56 kusun
14’iinde (%25), Hatay’dan toplanan 61 kusun 3 tanesinde (%4,9) TOSV RNA’s1
tespit edildi (Cizelge 3.2; Cizelge 3.3).

TOSV yoniinden pozitif tespit edilen kuslarin ait orneklerin intikal ettigi
zaman agisindan yapilan degerlendirmede Hatay’da pozitif tespit edilen kuglarin
2016 yilinda (Eylil-Ekim) oOrneklendigi ve o donemde Samsun’dan toplanan
kuslarda pozitiflik tespit edilmedigi goriildi. Diger taraftan 2017 yilinda (EKim-
Subat aylarinda) toplanan orneklerdeki TOSV pozitifligi ise sadece Samsun’da

orneklenen Kuslara ait idi.

65



Cizelge.3.4. Farkli primerler ile TOSV pozitif tespit edilen kus/organ/primer dagilimi.

Tc;fi:f‘g”ea” Kaus tiirii/ Kodu NPhlebo SFNV PhIP2 -PhIM2
Bildiremn (Bil1/17/TR) | Karaciger Kalp
Bildircin (Bil3/17/TR) | Kalp
Bildiremn (Bil8/17/TR) | Kalp Karaciger
. Kalp, Karaciger,
Keklik (Kul/17/TR) Akciger
. Akciger, Kalp, .
Bildiremn (Ku2/17/TR) | Akciger Karaciger Kalp, Akciger
Ordek (Duc3/17/TR) | Karaciger
Ordek (Duc4/17/TR) | Akciger
Samsun Ordek (Duc5/17/TR) | Akciger Akciger, Karaciger
" Kalp, Karaciger Bobrek,
Ordek (Duc6/17/TR) | Akciger Bobrek, Akciger Ak01g‘ewr,
Karaciger
Giivercin . .
(Pige7/17/TR) Kalp Kalp, Akciger Karaciger
Keklik (Kek1/17/TR) | Akciger
Keklik (Kek2/17/TR) |Karaciger, Kalp
Keklik (Kek3/17/TR) | AKciger, Dalak, | 4 i
Karaciger
Keklik (Keka/17/TR) | @i, Dalak, Kalp Karaciger
Karaciger
Flamingo (flkd2) Bobrek
Hatay Leylek (24stbr; 18stbr) | Beyin Beyin
Pelikan (15pel; 1pelbr) | Beyin Beyin

Phlebovirus tespiti amaciyla virusun S segmenti ve L segmentini hedef alan

primerler kullanildi. Kullanilan primerler arasinda SFNV (S segmenti) NPhlebo (L

segmenti) ve PhIP2/PhIM2 (L segmenti) primerleri kullanilarak yapilan RT-PCR’lar

sonucunda beklenen biiyiikliiklerde iiriin elde edildi. Illere gore farkli primerler ile

TOSV pozitif tespit edilen olgular i¢in kus/organ/primer dagilimi Cizelge 3.4°de

sunuldu.
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3.3. Virus izolasyon Calismalar

3.3.1. Flavivirus izolasyon Sonuclari

Hatay’da BNV pozitif tespit edilen kartal i¢ organlarindan yapilan
inokulasyonlar neticesinde herhangi bir virus tiremesine ilgili olabilecek sitopatik

etki tespit edilemedi.

3.3.2. Phlebovirus izolasyon Sonuglar

Hatay’da TOSV pozitif tespit edilen Flamingo ve Pelikana ait organlar ve
Samsun’da TOSV pozitif tespit edilen tiim kuslara (n=14) ait toplam 34 adet organ
kullanilarak Vero E6 hiicre kiiltiiriine adsorpsiyonlu yontem ile ekildi. Hiicre
kiiltiirleri her giin CPE yoniinden kontrol edildi ve bu kontrollere iligkin notlar
Cizelge 3.5’da verildi. Ayrica gozlenen CPE’lere yonelik ¢ekilen fotograflar da Sekil
3.8’de verildi.

Hiicre kiiltlirtine ekim yapilan tiim organlarin 1. pasajindan sonra 2. pasajlari

da gerceklestirildi.

Her pasaj asamasinda 6rneklere Phlebovirus i¢in PCR yapildi. Sadece 3 kusa
ait organlarda (Kul/17/TR- Keklik, Pige7/17/TR- Giivercin, Duc5/17/TR- Ordek)
beklenen biiyiikliikte bant tespit edildi ve pozitif olarak degerlendirildi.

Bu 3 kusa ait (Kul/17/TR, Duc5/17/TR, Pige7/17/TR) organlarin toplam 5
kez kor pasajlari yapildi. Bu pasajlamalardan sonra tekrar Phlebovirus i¢in PCR
yapild1 ve beklenen biiyiikliikte bantlar tespit edildi. Bu pasajlardan elde edilen PCR
riinleri, dogrulamak amaciyla da gen sekanslamasi yapildi. Gelen veriler

islendiginde TOSV gen dizisi ile uyumlu oldugu tespit edildi.
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Cizelge.3.5. Hiicre kiiltiirii CPE takip Listesi. (* ile isaretli 6rnekler PCR ile TOSV pozitif tespit edilmistir).

1.Pasaj 2.Pasaj 3.Pasaj
1.giin 2.giin 3.giin 4.giin 5.giin 1.giin 2.giin 3.giin 4.giin 5.giin 1.giin 2.giin 3.giin 4.giin S5.giin
bildirem (b1) karaciger| - - + ++ +++ = - + ++ .
kalp - + ++ ++ +++ - - + ++ +++
bildircn (b3) kalp - - + ++ +++ - " + ++ [
bildirem (b8) kaIE - + ++ ++ ++ (6.glin)] - + ++ ++ +++
karaciger| - - ++ +++ - - ++ T+
kalp - + ++ +++ - + ++ +++ - + ++ ++ +++
keklik (kul)* [karaciger| - + ++ +++ - + ++ +++ - + ++ ++ o+
akciger | - + ++ +++ + ++ +++ - + ++ ++ +++
kalp - + ++ ++ +++ - + ++ ++ +++
bildircn (ku2) | karaciger| - - - + +++ - - - + +++
akciger | - - + ++ +++ - - + ++ 4+
ordek (ku3) [karaciger| - - + ++ +++ - - + ++ o+
ordek (ku4) akciger | - - + ++ +++ - - + ++ o+
karaciger| + ++ ++ +++ + ++ +++ - ++ ++ +++
ordek (kuS)* bobrek | - + ++ ++ +++ - ++ ++ +++ +++ - ++ ++ +++ 4
akciger | - + ++ ++ +++ - + ++ +++ +++ - + ++ +++ +++
kalp - - + + ++ - - + + ++
ordek (kug)  [raraciier] - - - u = - - - * 7+ (6.gin)
akciger | - - + ++ +++ - - + ++ o+
bobrek | - - - - - - - - - -
kalp - + ++ +++ - + ++ +++ - + ++ +++ +++
giivercin (ku7)* | karaciger| - + ++ +++ - + ++ +++ - + ++ +H+ 4+
akciger | - + + ++ +++ - + + ++ +++ - + ++ +++ +++
keklik (bs1) akciger | - + ++ +++ - + ++ T+
keKlik (bs2) |—kalp_ |- * ++ ot - + ++ ot
karaciger| + ++ ++ +++ + ++ ++ +++
karaciger| - + + ++ +++ - + + ++ o+
keklik (bs3) akciger | + + ++ +++ + + ++ 4+
dalak | - + ++ +++ - + ++ +++
kalp - + ++ +4++ - + ++ .
keklik (bs4) | karaciger| - - + ++ +++ - - + ++ o+
dalak | - + ++ +++ - + ++ 4+
Flamingo ak"ciger - + ++ +++ - + ++ .
Bobrek | - + ++ +++ - + ++ o+
Pelikan akciger | - + ++ +++ - + ++ +++




3.4. Niikleotid Dizini ve Filogenetik Analizler:

Genbanktan alinan accession numaralari Cizelge 3.6’de sunuldu.

Cizelge.3.6. Arastirma kapsaminda tespit ve/veya izole edilen viruslarin filogenetik analizlerinde
kullanilan gen dizilerine ilgili olarak Genbank’tan alinan kayit numaralari.

Ornek adi Ornek kodu Accession no
ku7kalp Pige7/17/TR MK867816
kubac Duc6/17/TR MK867812
kubac Duch/17/TR MK867814
kudac Duc4/17/TR MK867813
ku3kc Duc3/17/TR MK867815
ku2ac Ku2/17/TR MK867811
kulac Kul/17/TR MK®867810
bs17kc2 Kek2/17/TR MK867807
bs17kc3 Kek3/17/TR MK867808
bs17dlk4 Kek4/17/TR MK867806
bsl7acl Kek1/17/TR MK867809
b8kalp Bil8/17/TR MK867805
b3 kalp Bil3/17/TR MK867804
blkc Bill/17/TR MK867803
ku7ac Pige7/17/TR MK867820
ku5kc Duc5/17/TR MK867818
ku6kalp Duc6/17/TR MK867819
bs17kalp4 Kek4/17/TR MK867817
Flamingo FIKd2 KX951486
Pelikan 5PelBr KX951485
Leylek 8StBr KX951488
Pelikan PelBr2 KX951487
Kartal-Dalak WNYV isolate 76 KY711338
Kartal-Kalp WNYV isolate 75 KY652382
Kartal-Bobrek WNYV isolate 77 KY711339
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3.4.1. Phlebovirus Pozitif Tespit Edilen Dizinlerin Degerlendirilmesi

3.4.1.1. Phlebovirus S segmenti yoniinden sonuglarin degerlendirilmesi

Bu c¢alismada, SFNV F/R primerleri kullanilarak yapilan PCR teknigi ile
TOSV pozitif olarak degerlendirilen 10 kus 6rneginin altisinin TOSV S segmenti N
proteini gen bdlgesi yoniinden dizin analizi gercgeklestirildi. S segmenti gen
bolgesinin kismi dizinin filogenetik analizi sonucunda Orneklerin birlikte tek bir
dalda yer aldiklar1 ve B genotipinde olduklar1 goézlendi (Sekil 3.9). Filogenetik
agacta B genotipinde yer alan tiim 6rneklerin daha 6nce iilkemizde bildirilen N40nc
ve N28nc kdpek drnekleri ile Ispanya (GR40, 10310) ve Portekiz’de bildirilen (ELB)

tatarcik ve insan orneklerine yakin oldugu tespit edildi.

Dizin analizi yapilan yerel suslarin kendi aralarinda ve genotip B de yer alan
diger suslar ile olan niikleotit benzerlik ve farklilik oranlar1 Sekil 3.3’de sunuldu.
Elde edilen suslarin S segmenti N proteini gen bolgesinin kismi dizinleri bakimindan
kendi aralarindaki niikleotit benzerlik oran1 %88,61-99,67, genotip B de yer alan tiim
suslar ile olan niikleotit benzerlik oran1 ise %76,58-100 olarak belirlendi (Sekil 3.10).
Elde edilen S segmenti N proteini gen bdlgesinin aminoasit bazinda kendi
aralarindaki benzerlikleri %88,68-100 olarak bulunurken; genotip B de yer alan tim
suglar ile olan aminoasit benzerlik oran1 ise %77,36-100 olarak tespit edildi (Sekil
3.11).
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Sekil.3.9. TOSV S segmentine ait filogenetik agag.



Ll

KX351488_TOSVESHEr

03 _MK867520_Pige?[17/TR 83,81 014 014 014 014
MKBG7820_Pige?/17/TR 92,46 013 013 013 013 04 D014 013
WKB§731_Ducé/17/TR 92,46 o3| o3| o3| 03
KU248888_MEAne 8948 8930 81| W81 013 01| 0B 0B 08| 0B 013
MKB67817 Kekd[17/TR 93,38 94,04 03| 0B 0B 01| 014 013
KU248895_TOSV_N40nc 93,9 01| 01| 01| 03|
MKB67818_DucS[17/TR 89,24 89,5 19| 0.05
KU248889_Ank2012nc_TR 85,35 87| 8287 o462 B84 6930 B8l 02| o2 ol okl 08| 0Bl 0B 01| 014
K9S 1487 T0SVPe B2 8,17 [CEEEEDEEER R
KU935733_5963930705_16 R 87,34 B ETEE| B 5241 B34 8671 013 013 01| 013
F153286_TOSV_H/MTSSA NS N 87,66 B 835 %) B o6 013 013 013 013 04 0B 01 0B 014 04 014
EF120629_TOSV59586_05_SPA 83,29 8861 $393 9,35 49| 86 013 01| 0B 01| 012 013 0B 013 013 013 03
AYT05934_TOSV48125_04_SPA 87,97 6825 G367 B0 B418| 8734 012 o2 ol 0k 0B 8Bl 0L 0B 0Bl 0B 08B 0B 0B 013 01 013 013 013
AYT03938_TOSW0310_03 SPA 83,61 8% 93,67, 8418 87,97, 013 01 01 013 0,33 013 014 014 014
AY705535_D320380_03_SPA 88,29 636l 9399 9,35 B8 676 013 0B 0Bl oL 0,13
KM275763_Portugal /1983 87,66 99| 766 B0 524 05 706 013 0B 0Bl 0L 013
£R201823 FLB_POR 5 875 [EEEEDED CEER EEEEEEE 03
EF6S6361 AR 07 R 87,03 B9| &7 E 27 20 B3 8639 013 o013} o013 o013 04 013 013 013 014 014 014
F153285_ESH 62100_06 SPA 87,97 B2 8§ 8K B o4 013 o013} o013 o013 04 013 013 o1 014 04 014
EF120631 CR40_06 PA 87,97 B2 8§ 8K B 0% 013 o013 013 o013 04 013 013 o1 014 04 014
KUZ48834 Nagnc_13 TR 79,30| 8597 B164| B154| 8768 B245| 63,56 7Ba4B| 82,04 B693| 76,0 72| 7285 716| 7806 N6\ 22 T2 7,58 753 7753 0B o013 0B 013
KUZ48300_N28nc_13 TR 89,81 9246 82046 S12| 938 8% %31 8766 B7.97| 88,61 B892 88,61 88,29| 47,66 8766 87,34 8797 87,97 7,06 012 o012 ol 01 013 0B 012 013 0,3 0B o8| 013
KYBE7757_C64 15 HR. 87,86 8818) 33| 2,9 B e 7732 88,18
KU24B831 N70c 13 TR EIEEEREE 07| 28 671 26| o0 6e| 63 o206 60| s 69 s s o5 s s wa) 60 s
NC_U06318_TCSV_90_TA 8,71 7816| 6513 B48l| 79,01 838| E3.23| 6671 TI85| 67,66 B7.07) 88,29 BA.6L| 8707 G7.66| 87.66| &7.66| &7.97| 87,97 67,97 B.7| 839 7690
KN275783 Martoa_ITA/13 &7l w16 8513 s8] Bl 8% 0.3 671 s ol ww| wo| ssel o] wes| wres| emes| wur| wor| el a.n %3 %%
DQ975232 TOSVS00590_06_FRA w7 w1 8513 ss| mu| 8% 023 61 ns| | wor| ma| el ww| wes| wmes| s smor| wmu wm wn| %3 %3
KM27ST71 Skena ITA1952 w7 w1 8513 ss| mu| 8% 023 61 ns| | wor| ma| el ww| wes| wmes| s smor| wmu wm wn| %3 %3
KUS35738_5904262604 14 FRA o576| 753 8449 B418| TE| B35 8228 8608 na vn| vyl we o9 v sn] os] oo ax gx oy a0,06| #5.08] 76,58
KM2TST74 Macerata TTA1993 o576 753 848 B18| M| B35 028 8508 na| vyl vl ww s s we| e o e 76 w6 80,06 835 727
KM275765_Frenze_TA/1983 85,39| 7816 8513 B4Bl| 7943 B418| 8291 B67L| TIES| B7.97| 88,29 BBGL| 88,92 87,97 87,66 87.97) 87,97 88,29 85,29| 88,29 80,70| 86,71 7690
KY526660_kaly/B88 /2014 w5 79| wel wsl BE By o) w6 nn| v e o9 smm e @] o] sl o @] .6 80,06 835 727
KM27S768 Macerata_TAJ1930 s mse| wy Ba| 78 sl us| 5B ma| 6| vn ox o6 vel sn] sn| s ee se] g 1| &7
KM2TST70_Sena_ITA/1981 w8l w7 B2 R 72l 0% 03 53 ns| 6| we| v g6 vel wn] sn| sn] oe g6 oo 8.80| 5,75
KM27S772_Pesaro [TA/1952 6.6 a2 8418 S| 76| 829 RA| B W 0734 o 97| s o] .4 &3] e] o) wes| en.ee N 653 BT
KM275778_Siena_ITA/1995 85,13| 7658 8354 B3| M| 8228 B 854 27| 7,03 B34| 6766 82.97| 8734) 67,03 8.03| G703 &7.34| G734 67.34) T9,11| 8508
KM275766_Frenze ITAV19B4 wal| ma| w5 wal 72l o0l 60s 55 ns| w7 03| w34 sresl o3| s ssn| ss| enos| sos| 703 T80 857
KM27ST73 Skena ITAV1953 wal| w7 w5 wal 72 s 60s 55 nos s7| o3| w34 eres eos| s sn| ssn| ees| sos| snos 780 857
KN275784 Frenze TTA/1380 wal| w7 83 wal 72 sl 603 53 ngs 7| | o34 s we w0 sn| sn| we w6 o 880 87
KN275785,_Frenze ITA/1381 s ms 8y Bal 78 el s su wa| %639 w67 o) w4 s 69 w9 sn w0 s & | 854
KM2TST76 Sena [TA/1934 w81 w7 83 wul 72 osl 6z s 59| 8639 867 w3 w3 s w39 %9 sn wn s & 80| 854
JXB67539_T166_10_TUN 8544 T590| 638 B35¢| 785 6259 Bl%| 6544 58 67,03 87,34 6766 897 834 &0 8,03 &0 &34 8734 87,3 19,4| 86,08 759
JXB67536_T152_10_TUN 8544 T590| 63.8| E35¢| 7785 6259 EL9| 544 58 6,03 834 6766 8.9 &34 8.0 8.03| 8703 &34 8734 87,34 19.4| 08 759
KYS54474 T38_15_TUN 8544 T590| 63.8| E35¢| 7785 6259 EL9| 544 58 6,03 834 6766 8.9 &34 8.0 8.03| 8703 &34 8734 87,34 19.4| 08 759

Sekil.3.10. TOSV S segmentine ait niikleik asit benzerlik tablosu.
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123 s[s[r[s[esJu[u]Je][s]u[s]s|[v]w]uw|x]a]a]s]as][s]s]a][a[a]n][n]a]n]x][n]%]|][nw][n9[0]ale]a]wul]s]

KHO51488 TOSVESSr | 1 0| o0m| o0 0w o0 004 om| om| om| om| on| om| o, om| om| om| oo 03[ om| om| om| 00| om[ o] om| om] om| om| ow[ om| om| om| 0w om[ oms] owm[ on] oml om
03 MKBE7820 Pge7j17TR | 2 | B2 [ 0,01 0,02
WKE67520 Pge7j17iTR | 3 | 95,24 92,35 0,01 0,00 0,01 o
MKBG7BIS DucE/17/TR | 4 | 9524) 92,16 0,01 001 0,01 0.2
Ku248888 NGAnc | 5 | 8857 89.00] 83,4] 9314 0,01 0,01 [ [
MESG7B17 Kekd/17/TR | 6 84.29] 93,07 94,06 0.0 0,01 0,01 0,02
Ku248885.TOSV Neone | 7| 83,33 4,00 95,00) 0,01 001 0,01 0.0

mxs67818 oucs/17mR | @ | 9434 e8| 95,28 9528 s8] 8434 93.40) o0¢| oo o03] om| oo3] o0s] om| oos] om| oos] o] owe| oo ose] o003 o0s] om| oos] om| oos] o] o] ows| o] oms| o03] o] om| o0s] om| o0s] om| 0w om| om
KU248899 Anie012nc TR | 8 | 85,71 95.74) 8824 88.2¢| 85,00( 83.11| 90,00 8491 0,01 0,01 0,02
KX951487_TOSVPeBr2 | 10 89,52 92,16| 9216| 89,00, 93,07) 94,00 B368[ 9574 0,01 0,01] 0,02
KU935733_5963930705_16_FR | 11 95,28 87.74| 9528 9528 83,68 9434 93,40 %6,23| 83.96| E7.74 0.02) 0,01 0,03
1532865 TOSV_H/MTSSA NS N | 12 | 96.23| 88,68 96,23| 96.23| 3062 95.28| 94.34) 84,91 83,68 0,01] 0,02
EF120629_TOSVS9586_05_5PA | 13 | 96,23| s8.68) 96,23 96,23 8962 9528 9434 84,91 88,68 0,01 0,02
AYT05934 TOSV48128 04 5PA | 14 | 96,23| sB.68| 96,23 96,23 8962 95.28| 94,34 84,91 88,68 0,01 0,02
AYT05938_TOSV0310_03 5°A | 15 %,23| 5858 96,23| 96,23 89,62 9528 94,34] 8491| 83,68 0,01 0,02
AY705935_D320390_03 A | 16 %.23| 5868 96,23 96,23| 8962 9528 94,34] 8491| 83,68 0,01 0,02
KM275763_Portugal (1963 | 17 %.23| 8858 9,23 9%.23| 8962 9528 94,34] 8491| 83,68 0,01 0,02
EF201633 FLBPORGS | 18 | %6.23) %23 %2 35| 9528 934 8491 8868 001 02
EF656361 AR 07 FR | 19 | 96,23 9%,23| 96,23| 8962 95,28 9434 B491) 83,68 0,01} 0,02
F153285_E5H 62100 06,578 | 20 | 96,23 %23 %.23| 962 5.2, 9434 8491 8368 0,01 0,02
EFL20631 CRAD0GSPA | 21 | 963 %.23| %.23| 962 9528 9434 8491 8368 0,01 0,02

KU24B894 Nednc 13 TR | 22 87,37 B2,18| 83,00 82,11 832 001 001 004 001 001 001 001 001 001 001 001 00 001 001 001 001 001 001 001 001 001 001 0,0
KU248900_N28nc_13.TR | 23 mm 91,92 9406 95,00 sses| 92,7 8,68 8962 sss2| 8962 smese| soe| sese| ssoce| mome| meee| mege| 873 0,02
KYBG7757.C64_15 KR | 24 90,48] 96,18| 95,24 85,71 852 9,43 [

KU248B91 N7nc 13TR | 25 | 85,71 w022 2| 7 sww| o] me| @] ser| w9 ees| ssss| esgs| sses| eses| esas| eses| eses| ess| eses| enlo| ss| 667 00 o o om| o] ow| o0 o 00 o om| oo o] o] o] o] omw| o 0w e
NC_006318.TCSV.90TA | 26 | 36,23 %.23| %23 o6 9528 9434 84,91 8368 89,62 85,85
KMZ7S783 Mamova ITA/13 | 27 | 96.13| 9,23 9623 962 9528 94,34 8491 83,68 89,62 85,85
DQ875232_TOSV500590 06 FRA | 28 | 86.23| %23 96.23| f9.62| 9528 94,34 8491 83,68 89,62 85,85
KM275771 Sena_TA/1992 | 20 | 96,23| 88,68 96,23| 96,23| 89062 95.28| 94,34 84,91 83,68 862 55,85
KU335738_5904242804 14 FRA | 30 | 96.23| 38,68 96,23| 9623 go.62 9528) 9434 84,91 83,68 562 55,85
KM275774 Macerara [TA/1993 | 31 | 9623| B88.68| 96.23| 9623| 8962 9528 9434 84,91 83,68 .11 55,85
KM275765 Firerze [TA/1983 | 32 | 96,23| 88,68 96,23| 96.23| 8962 95,28 94.34) 84,91 88,68 89,62 85,85
KY5266650_haly/B38/2014 | 33 | 96,23| 8868 96.23| 9623 8962 9528 9,34 84,91 88,68 89,62 85,85
KM275768_Macerata [TA/1990 | 34 %,23| 5858 96,23| 96,23 89,62 9528 94,34] 8491| 83,68 89,62 85,85
KM275770_Siena_[TA/1991 | 35 %.23| 5868 96,23 96,23| 8962 9528 94,34] 8491| 83,68 89,62 55,85
KM275772_ Pesaro Taf1992 | 36 | %63 8| %23 9623 62 ss.2| 9434 891 83,68 8,62 85,85
k275778 Senz Taj1s0s | 37 | %6,23| e8| %3] 963 62 95,28 9434 8491 8868 8,62 85,85
KkM275766_Frenze /1984 | 38 | %3] 88| %3] %2 #062 9528 9434 8491 8868 8,62 85,85
kMz75773 Sena Ta1893 | 39 | %6.3| e8| %3] 963 so62] w528 9434 891 8368 8,62 85,85
KkM275784 Frenze TA/1980 | 40 | 8.3 ses| %3 %2 so6| 9528 9434 8491 8868 8,62 85,85
KkM275785_Frenze TA/1981 | 41 | %.23| e8| %3] %2 w06 9528 9434 8491 8868 8,62 85,85
k275776 Sena MA/1504 | 42 | %6.3| e8| %3] 963 62| w52 9434 8491 8868 8,62 85,85
8675397166 10TUN | 43 | s6.28| sace| %623| %623 eoce| 95,28 9434 84,91 83,68 8,62 85,85
B67536.T152_10TUN | 44 | o6.28( sase| 9623| 9623 so6 95,28 9434 84,91 8368 89,62 85,85
KYS5e474 T3615TUN | 45 | 86.23| B8858| 96,23| 9623 s0.62| 9528| 94.34) 8491 83,68 89,62 85,85

Sekil.3.11. TOSV S segmentine ait aminoasit benzerlik tablosu



3.4.1.2. Phlebovirus L segmenti yoniinden sonuclarin degerlendirilmesi

Bu ¢alismada kullanilan NphleboF/R primerleri ile yapilan PCR teknigi ile
TOSV pozitif olarak degerlendirilen 17 kus drneginin tamaminin ve 3 kusa [(Keklik
(Kul/17/TR), Giivercin (Pige7/17/TR) ve Ordek (Duc5/17/TR)] ait organlarin hiicre
kiiltiirii pasajlarinin TOSV L segmenti RdRp gen bdlgesi yoniinden dizin analizi
gerceklestirildi. RARp gen bdlgesinin kismi dizininin filogenetik analizi sonucunda,
orneklerin iki ayr1 ana dalda yer aldiklari, bir 6rnegin (Flamingo) A genotipinde; 19

ornegin ise B genotipinde oldugu gozlendi (Sekil 3.12).

Elde edilen filogenetik agacta, B genotipini olusturan dal incelendiginde,
Tiirkiye’den elde edilen sekans verilerinin kendi iglerinde bir grup olusturdugu ve
Ispanya, Fas ve Fransa suslarinin ayr1 bir grup olusturdugu goriildii. Kuslardan elde
edilen genetik veriler ile yapilan bu agacta, Tiirkiye’deki genotip B suslarinin diger

ilkelerdeki suslardan ayrilmis oldugu dikkat cekti.

Calismada tespit edilen genotip B sekanslari, en ¢ok Tiirkiye’de kopeklerden
elde edilen N206np, n9 ve N90np benzerlik gosterdi. A genotipinde yer alan
flamingodan tespit edilen sus ise Kibris’ta tatarcikta tespit edilen 6NP susu ile yakin

bulundu.

Dizin analizi yapilan yerel suslarin kendi aralarinda ve Genotip A ile genotip B
de yer alan diger suslar ile olan niikleotit benzerlik ve farklilik oranlart Sekil 3.13’da
sunuldu. Elde edilen suglarin RdRp gen bolgesinin kismi dizinleri bakimindan kendi
aralarindaki niikleotit benzerlik oram %69,11-100; aminoasit benzerlikleri %80,49-
100 olarak saptandi. Genotip A da yer alan tiim suslar arasindaki niikleotit benzerlik
oran1 % 88,62-100; aminoasit benzerlik orani %90,24-100 olarak saptanirken,
genotip B de yer alan tiim suglar arasindaki niikleotit benzerlik orani ise %77,14-100;

aminoasit benzerlik orani ise %76,83-100 olarak belirlendi (Sekil 3.14).
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60403627_TOSV_T8_09_08_HR
KU248880_TOSV_NIOnp_15_TR
KU248875_TOSV_N13np_15_TR
~ KJB54439_TOSV_n7_13_TR
- p3_MK867810_Kut_17_TR
- 10951485_TOSV15PelBr_TR
L p3_MK867814_Ducs_17_TR
L KJ854440_TOSV_n9_13_TR
L p3_MK867816_Pige7 17.TR
KU248881_TOSV_N206np_15_TR
L MK867812_Duc6_17_TR
Genotip B N— KX951484_TOSV_24S1Br2_TR
- MK867815_Duc3_17_TR
L MK867804_Bil3_17_TR
L MK867805_Bilg_17_TR
- MK867808_Kek3_17_TR
L— MK867810_Ku1_17_TR
161

Genotip C

L MK867814_Ducs_17_TR
- MK867807_Kek2_17_TR
L MK867813_Ducd_17_TR

L MK867803_Bil1_17_TR
- MK867811_Kud_17_TR

L MK867806_Kekd_17_TR
L MK867816_Pige7 17_TR
L MK867809_Keki_17_TR
GUOB5635_TOSV148128_01_SPA
FJ356705_TOSV_4058515_08_SPA
FJ153281_TOSV_H_IMTSSA_08_FRA
KY661861_TOSV_4ss_11_MOR
JNB32571_TOSV_SLPG0S_08_MOR
KY661860_TOSV_285JT_08_MOR
FJ153280_TOSV_ESPhGRA0_08_SP/
FI153279_TOSV_ESH_62100_08_SF
GU05633_TOSV0310_88_SPA

o KUS73067_TOSV1811355_2013_ITA
i C KY626662_TOSV_ltaly_BBS_2014
— KY439878_TOSV_T41_15_TUN
ﬁmg KR011058_TOSV p1_14_TR
KR011059_TOSV_u1_14_TR
L NC_006319_TOSV_90_[TA
™ L D0J75233_TOSV500590_06_F
— KJ854441_T08V_n201 TR
Genotip A [~ KR011057_TOSV_u2_1 _TR
L KC290830_TOSV_Thr2012_TR
L KRO11060_TOSV pu3_15_TR
- KM111519_TOSV_66NP_13_CYP
L KM111517_TOSV_6NP_13_TR
L KM111518_TOSV_24NP_13_CYP
L KC290831_TOSV_Ank2012 TR
KR011056_TOSV_p2_14_TR
\— |X951486_TOSV_FIKd2_TR

EF095548_SFNV_Poona

0.03

Sekil.3.12. TOSV L segmentine ait filogenetik agag.
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18

‘GUDGS635 TOSV148128 31 5PA
FrISG705.TOSV_4058515_08 SPA
NKSG7815 Duc3 17.TR
MKBETB04 BI3_17 TR
MKBETBUS B8 17 TR
MKBS7805 Keki 17 TR
MKB67810_Kul 17 TR
NKS6781¢ Durs 17 TR
NKS67807 Kek2_ 17 TR
NKS67813 Duct 17 TR
MKBETB03 BILI7_TR
MKBG7811 K2 17 TR
NKB7805 Keks 17TR

351484 TOSV 245082 TR
NKBTA16_Pge7_17TR
MKB57809 Kek1 17 TR
MKCB57812 Dur 17 TR
KU24§881 TOSY N206rg_15 TR
B3 NKEG7816_Pge?_17 TR
KIBS4440_TOSV g 13 TR
P3_NK867814 Ducs_17 TR
HXI51485_TOSV1SPele TR

§3 MKBETB10 Kul 17 TR
KIB54439_TOSV_7_13 TR
FIIS3281 TOH MTSSH 08 FRa
KYEG1861.T0S,_ds5_11 NOR
N325T1 TOSV P00 08 NOR
KYE51860_TOSV 285 08 NOR.
F153280 TOSV_ESPHCRAD_08 SPA
153279 TON_ESH_62100_08 A
GUDG5633_TOND310_85 PA
HU248850_TOSY_N90no_15 TR
KUZ4BA79_TOS N13no_15 TR
KUST3067 TOSVIS11355 2013 TA
KYG25662_TOSV_taly. 8882016
KV439878 TOSY T41_15 TN
KRO11055.T0SV 51 14 TR
KRO11059_TOSV 1 14 TR
NC.006319.TON 90 A
DQS75233 TON500530.06 FRA
KI856441 TOSV_A20_13 TR
KRO11057_TOSV42 14 TR
KC20930_TOSV_Th2012 TR
KROL106_TOSV_9u3 15 TR
KOHL11518_TOSV G6NP_13 CYP
RMLIISIT_TOSV 687 _13 TR
KONI11518 TSV _26NP_13 CVF
KC280831_TOSV Ank2012 TR
KRD11056, 7O 22 14 TR
KAO51486_TOSV_Fkd2 TR

Sekil.3.13.TOSV L segmentine ait niikleotit benzerlik tablosu.
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Sekil.3.14. TOSV L segmentine ait aminoasit benzerlik tablosu.




3.4.2. Flavivirus yoniinden sonug¢larin degerlendirilmesi

3.4.2.1. BNV NS5 gen bélgesi yoniinden sonuclarin degerlendirilmesi

Bu calismada kullanilan NS5 F/R primerleri kullanilarak yapilan PCR teknigi
ile BNV pozitif olarak degerlendirilen 1 kusa ait 3 organ 6rneginin NS5 gen bolgesi
yoniinden dizin analizi gergeklestirildi. NS5 gen bolgesinin kismi dizinin filogenetik
analizi sonucunda kus 6rneklerinin BNV Altgrup la Kiime 2’de yer aldigi gézlendi
(Sekil 3.15). Filogenetik agacta ise Akdeniz bolgesindeki iilkeler (Fransa, italya,
Portekiz, Fas) ile ayn1 dalda yer aldig1 saptandi. Calismada tespit edilen BNV 1la
sekanslari, en ¢ok sirasiyla Fransa’da saksagan beyninden elde edilen 407/04, 405/04
suslari ile italya’da insandan elde edilen 1ta09 ve saksagandan elde edilen 15803 ile
15217 suslar1, Portekiz’de sivrisineklerden elde edilen PT5.05 ve at beyninden elde
edilen 04.05 susu ile yakin bulundu.(Sekil 3.16; Sekil 3.17).
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Sekil.3.15. BNV NS5 gen bolgesine ait filogenetik agag.
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4. TARTISMA

Ulkelerin cografyalarina ait olmayan veya diinyada ilk kez varliklari
tanimlanan ya da uzun siire sonra tekrar ortaya c¢ikabilen hastalik etkenlerinin
yayilimini dngorebilmek igin arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir. Bu etkenlerin
baginda da vektor kaynakli hastaliklar gelmektedir. Enfekte vektorlerin yeni
cografyalara tasinmasi ile bu hastaliklarin yayilimi artabilmektedir. Vektorlerin
tasinmasinda ise kuslarin oynadigi Onemli roller ¢ok sayida arastirmada
vurgulanmaktadir (Clark ve ark., 2006; Fiona ve ark., 2011; Hubalek ve Halouzka,
1999; Komar ve ark., 2003; Lelli ve ark., 2012; McKenzie ve Goulet, 2010; Reisen,
2017, s:27; Steele ve ark., 2000 ve Zehender ve ark., 2013). Bazi iilkelerde halk
sagligini etkileyen hastaliklarin takip edilmesi i¢in 6lii kus goézlem silirveyans aglari
olusturulmustur (Angelini ve ark., 2010; Becker ve ark., 2012; Lecollinet ve ark.,
2016; Lelli ve ark., 2012; Nasci ve ark., 2002 ve Ziegler ve ark., 2015). BNV,
kuslarda uzun siiren viremiye neden oldugundan, virus yayiliminda kuslarin 6nemli
bir rolii bulunmaktadir. Amerika’da 1999 yilinda ortaya ¢ikan BNV salgimindan
sonra ilk baglarda ozellikle 6lii kargalar takibe alinmigtir (Nasci ve ark., 2002).
Gilintimiizde ise BNV acisindan kuslarin siirekli takipleri halk yardimi ile internet
ortamindan (Www.depgis.state.pa.us) yapilmaktadir. KKKAV yoniinden ise kuslarin
rolii tam olarak bilinmemekle birlikte tasidiklar1 enfekte keneler ile virusu da
yaydiklar1 bilinmektedir (Estrada-Pena ve ark., 2012; Lindeborg ve ark., 2012;
Palomar ve ark., 2013 ve Schmaljohann ve ark., 2007). Bu tez ¢alismasi kapsaminda
Hatay’dan elde edilen verilerin bir kisminin kullanilarak yapildig1 yayin (Hacioglu
ve ark., 2017) disinda, TOSV ile ilgili kuslarda pozitif tespit edilen baska bir
aragtirma bulunmamaktadir. TOSV’ilin, Akdeniz bolgesindeki iilkelerde halk sagligi
acisindan 6nemi yiiksek oldugu icin, bu viruslarin rezervuarinin bulunmas: veya
yayiliminda rol oynayan canlilarin tespiti ¢ok dnemlidir. Bu tez calismasinda ise

ozellikle bazi1 Flaviviruslar, Phleboviruslar ve Nairoviruslar tizerinde durulmaktadir.

Gogmen kuslarin  go¢ sirasinda diizenli olarak gosterdikleri periyodik

hareketler, onlar1 potansiyel bir patojen tasiyicisina ¢cevirmektedir. Mevsimsel gogler
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sirasinda milyonlarca kus hareket etmektedir. Ozellikle, ana go¢ koridorlari iizerinde
bulunan iilkeler kuslarin tagidiklar1 patojenler yoniinden risk altindadir. Afrika’dan
go¢ eden kuslar Dogu ve Bati1 olmak lizere iki temel go¢ rotasini takip etmektedir.
(Sekil 4.1) (Ciccozzi ve ark., 2013). Dogu rotasini izleyen kuslar Israil iizerinden
iilkemize ve sonra Rusya’ya gecmektedir. Gog¢ hareketleri sirasinda kuslar,
konakladiklar1 veya durakladiklar1 bolgedeki yerel kuslar ile de etkilesim i¢indedir
ve bazi gé¢men kuslar konaklama bdlgelerinde (iilke iginde) farkli ydnde

hareketler/rotalar izleyebilmektedir.

Bu ¢alismada Hatay ve Samsun illerinden toplanan toplam 117 kusa ait
doku/organ orneklerinden biri (kartal) Bati Nil Virusu (%0,85) yoniinden pozitif
tespit edilmistir. Ulkemizde daha énce yabani/gé¢men kuslarda BNV tespiti ile ilgili
bir bildirim bulunmamaktadir. Ancak, Akdeniz bolgesindeki tilkelerde BNV ile ilgili
yapilan arastirmalarda Avrupa’ya virusun Afrika’dan go¢men kuslar araciligi ile
geldigi yoniinde teoriler iiretilmistir (Fiona ve ark., 2011). Olusturulan filogenetik
agacta da, calismada bulunan BNV susunun Akdeniz iilkelerindeki suslara yakin

oldugu gozlenmistir.

Kuslardaki uzun viremi siiresinden dolayr Amerika’ya da virusun gdgmen
kuslar araciligr ile gelmis olabilecegi ile hipotezler bulunmaktadir (Rappole ve
Hubalek, 2003). Macaristan, Yunanistan, Avusturya, Italya, Almanya, Polonya,
Dominik Cumbhuriyeti, Veneziiella ve Amerika’da yapilan ¢aligmalarda, bu teorileri
destekleyecek sekilde, yabani kuslarda BNV tespiti yapilmistir ve bu nedenle
kuslarin takip edilmesi gerektigi bildirilmistir (Bakonyi ve ark., 2005 ve Bakonyi ve
ark., 2006; Becker ve ark., 2012; Birds ve ark., 2003; Bosch ve ark., 2007;
Chaskopoulou ve ark., 2011; Juricova ve ark., 1998; Lelli ve ark., 2012; Llopis ve
ark., 2015; Nasci ve ark., 2002; Niczyporuk ve ark., 2011; OIE, 2018; Ruiz ve ark.,
2010; Tamba ve ark., 2011; Valiakos ve ark., 2011; Wheeler ve ark., 2012; Wodak
ve ark., 2011 ve Ziegler ve ark., 2015). Bu tez ¢alismasinda da daha onceki
caligmalar1 destekler nitelikte iilkemizdeki yabani kuslarda BNV sirkiilasyonun
varligr gosterilmis ve bu tip konaklarin virus siirveyansi i¢in Onemli araglar

olabilecegi diistintilmiistiir.

88



Ulkemizde daha énce yapilan galismalarda BNV Genetik Hat 1 alttip 1a’nin
sivrisineklerde ve atlarda tespitinin yani sira bir atta da Genetik Hat 2 tespiti
bulunmaktadir (Ergiinay ve ark., 2013; Ergiinay ve ark., 2015; Ergiinay ve ark.,
2017; Monaco ve ark., 2016 ve Ozkul ve ark., 2013). Bu ¢alisma kapsaminda tespit
edilen BNV iilkemizde daha once atlardan tespit edilen kiime 6’dan farkli olarak
Genetik Hat 1 Alttip 1la Kiime 2’de siiflandirilmigtir. Kiime 2 ve 6 Afrika kokenli
viruslardan olugmaktadir ve son 20 yildir Akdeniz bolgesindeki iilkelerde salginlara
neden olmustur (May ve ark.,2011). Bu sonuca gore de iilkemizde Genetik Hat 1
Alttip 1a’da bulunan 2 farkli kiime BNV’nin mevcut oldugu gorilmiistiir.
Macaristan’da, Avusturya ve Yunanistan’da yabani kuslarda BNV genetik hat 2
tespit edilmis ve bu iilkelerde yaban hayatinda genetik hat 2’nin sirkiile oldugu
belirtilmistir (Bakonyi ve ark., 2006; Erdelyi ve ark., 2007; Valiakos ve ark., 2011 ve
Wodak ve ark., 2011). Fakat iilkemizde Genetik hat 2 sadece Bursa’daki bir at
harasinda bildirilmistir (Monaco ve ark., 2016). Kus go¢ yollarina bakildiginda
(Sekil 4.1) Bursa ile Avrupa’nin rotalar1 baglantili oldugundan kus kaynakli bir
bulasmanin miimkiin olabilecegi ihtimali bulunmaktadir. Bu baglamda, iilkemizde
yaban kuslarindan elde edilen ilk BNV tespiti verisi olmasi sebebiyle 6zgiin bir
calisma konumundadir. Ulkemizin giiney bolgelerinde de Genetik Hat 1 ile birlikte
Genetik Hat 2’nin sirkiile olup olmadig1 konusunda yorum yapabilmek icin daha

genis ¢apl 6rneklemeler yapilmalidir.

Avrupa’da yapilan ¢aligmalarda kuglarda BNV nin yaninda USUV y6niinden
de tespitler bulunmaktadir (Autorino ve ark., 2002; Llopis ve ark., 2015 ve Tamba ve
ark., 2011). Ulkemizde USUV sirkulasyonu ile ilgili herhangi bir bildirim
bulunmamaktadir. Bu calismada da USUV tespiti ger¢eklesmemistir.
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Sekil.4.1. 2017 yilinda takip cihazi takilmis kuslarin hareketleri (Birdlife, 2019).

Gogmen kuslarin Afrika-Avrupa kitalar1 arasinda enfekte keneleri uzun
mesafeler tasitylp KKKAV yayilimini genisletebildikleri ve hastalik bulastirmada
onemli rol oynadiklar1 bir¢ok arastirmaci tarafindan bildirilmektedir (Estrada-Pena
ve ark., 2012; Lindeborg ve ark., 2012; Palomar ve ark., 2013 ve Schmaljohann ve
ark., 2007). Ancak, devekuslar1 disindaki kuslarda sinirli sayida arastirma bulunmasi
nedeniyle, kuslarin rolii tam olarak kanitlanamamistir (Hoogstraal, 1979). Afrika-
Avrupa arasinda KKKAV’nun gogmen kuslarin tasidigi keneler ile bulastigi, hem
genetik analizler ile hem de bu bolgelerdeki gogmen kuslarin lizerindeki kenelerin
gelisim asamalarindan tespit edilmistir. Tiirkiye’de de Karadeniz bolgesinde gogmen
kus iizerindeki bir kenede KKKAV’i tespit edildigi Onceden belirtilmistir
(Leblecioglu ve ark., 2014). Bu tez ¢aligmas1 kapsaminda kuslarda Nairovirus tespit
edilememistir. Kuslarin Nairoviruslarin bulasmasi roliinde de deginildigi iizere,
KKKAV’nun yabani kuslarda viremi siiresi konusunda net bir bildirim olmamakla
birlikte sistemik bir enfeksiyon durumu da bilinmemektedir. Yukarida da belirtildigi
gibi kuslarin tagidigi kenelerde KKKAV’u tespit edilmistir (Leblecioglu ve ark.,
2014; Estrada-Pena ve ark., 2012). Bu c¢alismada da KKKAV pozitifligi tespit
edilememesinin muhtemel nedenleri arasinda bahsedilen bu durumlarin olabilecegi

g0z Oniine alinmigtir.
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Phleboviruslar, 6zellikle Akdeniz kiyisi ve ¢evresindeki iilkelerdeki insanlar
icin 6nemli bir hastalik etkenidir. insanlarda cogunlukla grip benzeri semptomlar,
arthritis ve sinirsel semptomlar (ensefalitis, meningitis vb.) ile kendini
gostermektedir. Ulkemizde “Tatarcik Hummas1” olarak da bilinen hastaliga neden
olmakla birlikte birgok bolgeden bu viruslarin neden oldugu hastaliklar ile ilgili
bildirimler bulunmaktadir ve Ankara’da da “Mamak Atesi” isimli bir salgma da
neden olmustur (Carhan ve ark., 2010; Ergiinay ve ark., 2011; Ergiinay ve ark.,
2012a; Ergiinay ve ark., 2012b ve Tesh ve ark., 1976). Yapilan g¢alismalar
incelendiginde, c¢ogunlukla tatarciklarda virus tespiti gergeklestirilmistir. Son
zamanlarda yapilan arastirmalarda arastiricilar evcil hayvanlarda da (kedi, kopek,
keci) antikor tespit ettiklerini bildirmisler ve kopeklerden de virus tespiti
gerceklestirmislerdir (Alwassouf ve ark., 2016a; Charrel ve ark., 2005; Dahmani ve
ark., 2016; Dinger ve ark., 2015 ve Dinger ve ark., 2016, Hemmersbach-Miller ve
ark., 2004; Navarro-Mari ve ark., 2011; Peyrefitte ve ark., 2005 ve Thirion ve ark.,
2011). Simdiye kadar yapilan c¢alismalarda kuslarda TOSV tespit edilmediginden,
kuslarin bu virus sirkulasyonunda rol oynamadig: diigiiniilmekteydi (Charrel ve ark.,
2005 ve Charrel ve ark., 2007).

Bu calismada, toplamda 117 kus Orne8inin 17 tanesi TOSV pozitif
bulunmustur. Bunlarin 3 tanesi Hatay ve 14 tanesi ise Samsun boélgelerinden
toplanan kuglara aittir. Bulunan bu sonuglar ile diinyada ilk kez TOSV kuslarda
tespit edilmis ve basarili bir sekilde hiicre kiiltlirlerinde izolasyonu
gerceklestirilmistir. Sadece molekiiler olarak tespit edilmeyip ayn1 zamanda enfekte
kuslarin organlarindan virus izolasyonu gerceklestirildigi i¢in kuslarin TOSV
sirkulasyonunda rolleri olabilecegi hipotezi dogrulanmustir. Ozellikle Samsun’da
orneklenen 54 kustan 14’tinde TOSV tespit edilmesi s6z konusu bolgede TOSV
enfeksiyonunun yayginligini ortaya koymustur. Bu 14 kusun tiim organlar1 da hiicre
kiiltiirtine inokule edilmis ve yapilan degerlendirmelerde CPE g6zlenmistir. Ancak
PCR ve takiben niikleotid dizileme teknikleri ile yapilan dogrulamalarda, sadece 3
kus organlarindan (6rdek, gilivercin ve keklik) yapilan ekimlerden elde edilen
niikleotid dizilerinin TOSV ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Yaban hayatindaki

hayvanlarda farkli viruslarin sirkule olabileceginden ve ekilen bu kus 6rneklerinde
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TOSV’iin yaninda baska viruslarin bulunabilecegi ayrica hiicre kiiltiiriinde tireme
asamasinda diger viruslarin TOSV’lin iremesini baskilamig olabilecegi de

distintiilmektedir.

Toplam 17 kusta tespit edilen TOSV’lere yapilan genotiplendirme sonucunda
1 kus genotip A ve 16 tanesi ise genotip B olarak smiflandirilmistir. Ulkemizde
TOSV yoniinden yapilan arastirmalar incelendiginde, insanlarda ve tatarciklarda
genotip A’nin sirkule oldugu bildirilmekle birlikte, kopeklerden de genotip B
bildirimi mevcuttur (Dinger ve ark., 2015 ve Dinger ve ark., 2016, Ergiinay ve ark.,
2010b; Ergiinay ve ark., 2011 ve Ergiinay ve ark., 2012a). Diger iilkelerden yapilan
bildirimlerde ise bazi iilkelerde genotip A ve B’nin insanlarda sirkiile oldugu ifade
edilmistir (Alkan ve ark., 2015; Charrel ve ark., 2007; Collao ve ark., 2009 ve
Punda-Polic ve ark., 2012). Kuslarda yapilan bu tespit ile vadesi tahmin edilemese
bile gelecekte iilkemizde genotip B’nin de insanlarda enfeksiyona neden olabilecegi
ongoriisii konulabilmektedir. Bu nedenle de kuslarin gog rotasinda bulunan sehirler
i¢in risk degerlendirmelerinin yapilmasi gereklidir. Ulkemizde &zellikle kus gog
rotalar1 ile kesisen yasam alanlarinda insan ve/veya hayvanlarda yapilacak ¢alismalar

ile TOSV varlig: arastirilarak bu hipotezin de sorgulanmasi miimkiin olabilecektir.

Yaban hayatinda numune toplamak olduk¢a zorlu ve Ozel arastirma
ekiplerinin is birligini gerektiren bir siiregtir ve bu nedenle enfeksiy6z nitelikli
hastaliklarin yaban hayatinda varligi ve yayilimi ile ilgili sorularin cevaplanmasi
uzun ve zahmetli ¢aligmalara ihtiya¢ duymaktadir. TOSV genotip B bildirilen

iilkelerde yaban hayata ilgili veri ne yazik ki bulunmamaktadir.

TOSV genotip B’nin goriildiigii iilkeler incelendiginde (Fransa, Ispanya,
Portekiz, Fas, Tiirkiye, Hirvatistan, Yunanistan) virusun kuslarin gb¢ rotasinda
oldugu gibi iki ayr1 koldan yayildigi goriilmektedir (Sekil 4.1) Alkan ve ark. (2015),
yaptiklar1 ¢alismada Fransa, Ispanya, Portekiz ve Fas’in yaninda Tiirkiye’de TOSV
B genotipinin goriilmesinin nedenini sorgulamislar ve iilkemizde TOSV’iin
izolasyonunun olmadigini vurgulamiglardir. Yapilan bu tez caligmas: ile diger

aragtiricilarin TOSV’iin nasil yayildigi konusunda yaptiklar: yorumlara yeni bir 151k
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tutulmus olup, go¢ rotalari ile TOSV’in yayilimmin Ortistigii bulgusundan
hareketle, bu yayilimda kuslarin rolii olabilecegi ortaya konulmustur. Ayrica ¢alisma
kapsaminda TOSV’iin izolasyonu yapilarak da saha viruslarinin elde edilmesi
iilkemize bu virusun gogmen kuslar araciligi ile gelmis olabilecegi hipotezini

kuvvetlendirmistir.

Calisma kapsaminda TOSV L segmenti yoniinden olusturulan filogenetik
agac incelendiginde; tilkemizden bildirilen TOSV B genotip sekanslarinin diinyadaki
diger genotip B sekanslarindan ayri bir grup olusturdugu goézlenmistir. Genotip B
hatt1 i¢inde olusan bu ayr1 gruplanma her ne kadar filogenetik agac {lizerinde ¢ok net
bir sekilde Samsun ve Hatay orjinli drneklerdeki viruslari da birbirinden ayirsa da
daha wuzun genom yapilarinin niikleotit analizi ile dogrulanmaya ihtiyag

duyulmaktadir.

Cusi ve ark.(2018), yaptiklar1 bir ¢alismada; TOSV’lin muhtemel kdkeninin
Kuzey Afrika olabilecegi ve buradan da Avrupa ile Tiirkiye’ye gelmis olabilecegini
yaptiklar filodinamik analizler ile ortaya koymuslardir. Fakat bu iki kita arasindaki
sicramanin nasil oldugunun net olmadigini belirtmislerdir. Kuslarin TOSV
yayiliminda, belirtilen teorideki sigramadan sorumlu olabilecegi, ilk kez bu tez

calismasi ile ileri siiriilmektedir.

Italya, Ispanya, Fransa ve Tunus gibi iilkelerde tatarcik toplanarak
gerceklestirilen TOSV arastirmalarinda farkli oranlarda pozitiflikler tespit edilmesi
sebebiyle, degisen cevresel kosullara bagli olarak enfeksiyon oraninin daha iyi
anlagilabilmesi i¢in daha fazla sayida tuzak o6rneklemeleri yapilmasina ihtiyag¢ oldugu
belirtilmistir (Alkan ve ark., 2015). Ayn1 zamanda, TOSV’iin arastirilmasi igin klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinin kapasitelerinin arttirtlmasi gerektigi de bildirilmistir
(Alkan ve ark., 2015). Yapilan bu calisma ile kuslarda TOSV varligi gosterildikten
sonra TOSV’iin tahmin edilenden daha fazla yayilmis olabilecegi noktasindan
hareketle bu konuda arastirilmalarin arttirilmasinin  hastalik  takibine katki
saglayacagi distiniilmektedir. Kuslardan yeni TOSV suglarinin edinilmesi ile

kuslarin konaklama noktalarindaki alanlarda kurulacak tatarcik tuzaklarinin yaninda
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0 bolgelerdeki kus ve memeli hayvanlara ait biyolojik Ornekler kullanilarak
yapilacak arastirmalar sonucunda TOSV’iin yayilim dinamiginin hakkinda daha net

bilgiler elde edilecegi diistiniilmektedir.

Collao ve ark. (2009), yaptigi c¢alismada, TOSV’in Akdeniz bdolgesi
tilkelerinde bulunan insanlar (yerlesik veya turist) i¢in dnemli bir patojen oldugu ve
virus hakkinda arastirma yapabilmek i¢in genom sekans bilgilerinin yeterli olmadigi
belirtilmistir. Ozellikle yabani TOSV susu hakkinda daha fazla bilgi edinilerek teshis
icin kullanilan primerlerin, sahadaki TOSV’ii ne kadar tanidigr ile ilgili calismalarin
yapilmasina da bu konu dahilinde ihtiya¢ oldugu ayni ¢aligmada bildirilmistir. Bu tez
calismasinda ise, TOSV tespiti amaciyla birden fazla primer kullanilmig ve bazi
kuslarda sadece bir primer ¢ifti ile pozitiflik tespit edilmistir. Kullanilan primerler
pozitif kontrollerde calismis ve fakat sahadaki virusu tespit edememistir. Bu
kapsamda, tez ¢alismasinda TOSV teshisinde kullanilan primerler i¢inde Nphlebo
primerlerinin sahadaki TOSV’lere daha iyi baglandigi tespit edilmistir. Bundan sonra

yapilacak arastirmalar i¢in s6z konusu primerlerin kullanimi 6nerilmistir.

Ozellikle zoonoz hastaliklarda, vektdrlerin veya vertebralilarin diizenli bir
sekilde taranmasi ile aktif sekilde sirkiile olan patojenler tespit edilebilir. Enzootik
bulasma seviyesi, insanlar1 veya evcil hayvanlan etkileyecek riski belirtmektedir
(Reisen, 2017, s:31). Enzootik bulagma aktivitesi ig¢in toplanan vektorlerdeki
pozitiflik orani, vertebrali konakgilarin enfeksiyon orani, sentinel serokonversiyon
oranlar1 ve klinik vakalar takip edilmektedir. Viruslarin amplifiye oldugu
konakgilardan veya rezervuarlardan numune toplayip test etmek, enzootik bulasma
seviyelerini tespit etmek i¢in Onemli bir noktadir (Reisen, 2017, s:31).
Popiilasyonlarda zamanla enfekte olan yeni canlilar1 tespit etmek, virusun bulagsma
aktivitesini agiklamak igin yapilmasi gereken bir aragtirmadir (Reisen, 2017, s:31).
Samsun’da Orneklenen kuslarin %25 gibi yiiksek orani TOSV pozitif olarak
belirlendiginden s6z konusu bolgede insanlarda enfeksiyona neden oldugu ve/veya
yakin gelecekte olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayn1 bolgedeki vektor aktivitesinin ve
kuslarin takibinin hastalik yayilimima iliskin prediktif deger saglayabilecegi

diisiincesiyle yeni ¢alismalarin yapilmasinin yararli olacagi kanisina varilmistir.
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Kuslarin go¢ rotalar ile ilgili calismalar incelendiginde kuslarin Afrika’da
Fas, Tunus gibi iilkelerden gegerek Avrupa’da Ispanya, Fransa, Portekiz’e ulastigi
bildirilmistir (EEA, 2019; Leito ve ark., 2015). Bu tez ¢alismasinda bulunan
TOSV’iin Ispanya, Portekiz ve Fas’tan bildirilen TOSV sekanslar1 ile uyum

gosterdigi yapilan analizler ile gosterilmistir.

Tez c¢alismasinda tespit edilen BNV ve TOSV ile yapilan analizlere gore, bu
viruslara en yakin olarak Akdeniz bolgesindeki iilkeler ortaya ¢ikmistir. Tespit edilen
TOSV ve BNV’nin kuslarin go¢ rotasinda bulunan tilkelerden yapilan bildirimlere
genetik olarak yakin oldugu gorilmiistiir. Bu veriler 1s1ginda da kuslarin

tilkeler/bolgeler arasinda virus bulasmasinda rolii oldugu hipotezi de gliglenmistir.
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5.S0ONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda Samsun ve Hatay bolgelerinde bulunan yabani/gdgmen
kuslardan toplanan numuneler ile s6z konusu viruslarin varligi ve yayilimi ortaya
konulmustur. Elde edilen sonuglara géore BNV ve TOSV’iin iilkemizde kuslarda

sirkule oldugu ve yayiliminda kuslarin rolii oldugu tespit edilmistir.

Ulkemizde dénem donem insanlarda ve atlarda enfeksiyonlara ve &liimlere
neden olan BNV, bu c¢alisma kapsaminda Hatay’da bir kartalda tespit edilerek

kuslarin BNV dagiliminda diger iilkelerdeki gibi onemli olabilecegi diisiiniilmustiir.

BNV i¢in yapilan genetik analizlere gore de, BNV Genetik Hat 1 Alttip
1A’da smiflandirilmistir. Filogenetik agactaki dagilima bakildiginda da, kartaldan

tespit edilen virusun Akdeniz tilkelerindekine yakin oldugu tespit edilmistir.

BNV’niin gozlenmesi amaciyla Amerika Birlesik Devletleri’nde kuslar
siirekli bir takip altinda olduguna ve bunun i¢in online sistemlerin kullanilarak halk
yardimi alindi§ia deginilmisti. Ulkemizde de kuslarin tasidigi hastaliklar hakkinda
halka yeterince bilgi verilebilirse ve benzer sistemler olusturulur ise bu konular daha

hizli bir bi¢imde arastirilabilecektir.

Bu c¢alisma ile 1ilk kez kuslarda TOSV tespit edilerek TOSV

epidemiyolojisine katki saglanmistir.

Bu ¢alisma kapsaminda pozitif bulunan kuslardan 1 tanesi genotip A ve 16
tanesi de genotip B olarak siniflandirilmistir. Ulkemizde daha énce genotip B
bildirimleri kdpeklerden yapilmistir. Ulkemizde insanlarda genotip B’nin sirkiile
olup olmadiginin arastirilmasi ve kaynaginin gé¢men kuslardan gelip gelmediginin

tespiti hastalik yayilimini anlamak agisindan 6nemlidir.
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TOSV, iilkemizde insanlarda bir¢ok bolgede tespit edilmistir. Bunun yaninda
hayvanlarda da antikor tespitleri bulunmasina ragmen hayvanlarda semptom yapip
yapmadig1 ile ilgili bir bilgi bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, kuslarda virus
izolasyonu gercgeklestirilerek, bu canlilarda virusun c¢ogaldigi gosterilmistir ve
kanathlar i¢cin 6nemli bir patojen olup olmadig ileride yapilacak caligmalar ile ortaya
konulacaktir. Kanath ve ¢iftlik hayvanlarinin bu enfeksiyon yoniinden arastiriimasi

olas1 verim kayiplarinin tespitinde faydali olabilecektir.

Ozellikle kuslarda yapilacak TOSV arastirmalarinda, karsilastirilan

primerlerden Nphlebo primerlerinin tan1 amaci ile kullanilmasi 6nerilmektedir.

Gilivercinler insanlarin yasadigi ortamlarda siklikla bulunmaktadir. Bu
yakinliktan dolay: tasidiklar1 patojenleri insanlara yabani kuslara gore daha rahat
bulastirabilir. Bu nedenle gilivercinde tespit edilip izole edilen TOSV’ii bulastirmasi

hakkinda aragtirma yapilmasi 6nemlidir.

Bu calisma kapsaminda Nairovirus tespit edilememistir. Nairoviruslarin
kuslardaki yayilimini arastirmak i¢in kuslar ile ilgili daha fazla ve genis ¢apta
caligmalar planlanmalidir. Kene kaynakl viruslarin kuglardaki yayilimini arastirirken
miimkiinse kustan alinan numunelerin yaninda kenelerin de toplanmasi, elde edilecek

verilerin giivenilirligini arttiracaktir.

Bundan sonra da iilkemizde daha genis ¢apl yapilacak yabani kuslar konulu
calismalar ile kuslarin tasidig:i diisiiniilen hastaliklar arastirilarak tilkemize tehdit

olusturacak patojenler tespit edilmelidir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda Hatay’dan elde edilen bulgularin bir bolimi “A
snapshot avian surveillance reveals West Nile virus and evidence of wild birds
participating in Toscana virus circulation” baglikli yaym haline doniistiiriilmiistiir
(Hacioglu ve ark., 2017).
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OZET

Samsun ve Hatay Illerindeki Go¢men Kuslarda Onemli Baz1 Zoonotik

Viruslarim Arastirilmasi

Yeni ve yeniden ¢ikan hastaliklar, insan ve hayvan saglhigini tehdit ettiginden tiim
diinyada arastirilmasi oncelikli patojenler arasinda bulunmaktadir. Bu patojenlerin iilkelere
nasil geldigi ve bulagsma siklusunun nasil oldugu yapilan arastirmalar ile aydinlatilmaya
calisilmaktadir. Bu patojenlerin taginmasinda gégmen kuslar 6nemli bir rol oynamaktadir.
Bu tez ¢alismasi kapsaminda da gégmen kuslarin kullandigi gé¢ rotalari incelenerek Samsun
ve Hatay illerindeki kuslardan Flavivirus, Nairovirus ve Phleboviruslerin arastirilmasi
amaciyla numuneler toplandi. Toplamda 117 kustan elde edilen 464 numuneye belirtilen
virus aileleri igin RT-PCR ve Zika virus i¢in Real Time RT-PCR yontemleri kullanilarak
analizler yapildi. Hatay’dan toplanan bir kartalda Bati Nil Virusu tespit edildi. Yapilan
genetik analizlere gore de Genetik Hat 1 Alttip la olarak siiflandirildi. Hatay’dan toplanan
ti¢ kusta (flamingo, pelikan ve leylek) ve Samsun’dan toplanan 14 kusta (4 6rdek, 5 keklik, 4
bildircin ve 1 giivercin) ise Toscana virus (TOSV) tespit edildi. Samsun bolgesinden
toplanan kuslarin %25’1 TOSV yoniinden pozitif bulundugundan bu hastaliga dikkat
edilmesi gerekmektedir. Yapilan analizlere gore de Hatay’dan bir kus Genotip A ve geri
kalan 16 kus ise Genotip B olarak simiflandirilmistir. Pozitif tespit edilen dokular hiicre
kiiltiirlerine inokule edildikten sonra giivercin, 6rdek ve keklige ait organlardan TOSV
izolasyonu yapilmstir. Kuslarda tespit edilen BNV ve TOSV ile iilkemizde bu hastaliklar
sirkiilasyonunda kuslarin rolleri olabilecegi goriildii. Ayrica bu ¢alisma ile diinyada ilk defa
kuglarda TOSV tespiti yapilmistir. Bu bulgu ile kuglarin TOSV sirkiilasyonuna katildigi ve
virusun ilkeler arasinda vahsi/gé¢gmen kuslar araciliiyla tasinabilecegine dair kanit elde

edilmisgtir.

Anahtar Sozciikler: Arbovirus, Bati Nil Virus, Gogmen Kuslar, Toscanavirus, Yaban

Hayatu.
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SUMMARY

Investigation of some important zoonotic viruses in migrating birds in Samsun

and Hatay provinces

Emerging and re-emerging diseases that threaten human and animal health have
priority for researches among the other pathogens all over the World. How these pathogens
arrive in countries and how the transmission cycle occurs are explained by researches.
Migrating birds have important role in transmissions of these pathogens. The migrating
routes used by migratory birds were examined and samples were collected to investigate
Flavi- Nairo ve Phleboviruses from the birds in Samsun and Hatay provinces, within the
scope of this thesis.464 samples collected from 117 birds were analyzed by RT-PCR and
gRT-PCR for these viruses. An eagle sample which collected from Hatay was found positive
for West Nile Virus (WNV) and it was classified as Genetic Line 1 Subtype 1a according to
genetic analysis. Toscana virus (TOSV) was detected in three birds (flamingo, pelicans and
storks) collected from Hatay and 14 birds (4 ducks, 5 partridges, 4 quails and 1 pigeon)
collected from Samsun. It should be noted that 25% of birds collected from Samsun region
are found positive for TOSV. One bird from Hatay was classified as Genotype A while the
other 16 birds were classified as Genotype B. Moreover, TOSV isolated from pigeon, duck
and partridge’s organs after the positive tissues were inoculated into cell cultures. Detection
of WNV and TOSV in birds showed that birds have a role in the circulation of these
infections in our country. In addition, this is the first detection of TOSV in birds. These
findings prove that birds participated in TOSV circulation and TOSV could be transported

between countries by wild / migratory birds.

Keywords: Arbovirus, Migrating Birds, Toscanavirus, West Nile Virus, Wildlife.
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