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OZET

Bat1 Nil Virusu’nun hayat dongiisii, kuslar ile bu kuslardan kan emerek beslenen
sivrisinekler arasindadir. Kuslardan kan emerek virusu alan sivrisinekler yine kan emme
yolu ile virusu insan, at, evcil ve yabani kanatlilara bulastirmaktadir. Daha 6nce yapilan
calismalar Kars Platosu ve Aras Havzasi’nin gé¢gmen kuslarin go¢ yolu giizergahinda
oldugunu ve virusun vektorliigiinii yapabilecek olan sivrisinek tiirlerini bulundurdugunu
gostermektedir. Tiirkiye smirlar1 icerisinde Aras Havzasi’nda virusun varligina yonelik
herhangi bir calisma bulunmazken, Kars Platosu’nda BNV nin 6rdeklerde var oldugu
bilinmektedir. Ancak her iki bolgede de virusun vektodrlerine yonelik herhangi bir
calisma bulunmamaktadir. Her iki bolgenin de kus go¢ yolu {izerinde olmasi, BNV nin
vektori olabilecek sivrisinekleri barindirmasi, yorede kaz, 6rdek ve at yetistiriciliginin

yaygin olmas1 bu bolgeleri Bat1 nil atesi hastalig1 bakimindan riskli kilmaktadir.

Bu calismada, 2013-2014 yillarina ait Haziran-Agustos aylarinda hem iklimsel hem de
cografi olarak birbirinden farklilik gosteren Kars Platosu ve Aras Havzasi
sivrisineklerinde Bat1 Nil Virusu varliginin molekiiler yontemlerle arastirilmasi
amaclandi. Caliygmada Haziran-Agustos aylarinda ergin sivrisinekler New Jersey 1s1k
tuzaklar1 ve agiz aspiratorleri ile topland1 ve laboratuvara canli olarak getirildi. Buz
iizerinde morfolojik olarak tiir teshisleri yapildiktan sonra toplandiklari tarih ve
yerlesim birimlerine gore ayrilarak 2-50’serlik gruplar olacak sekilde ependorf tiiplere
alind1 ve laboratuvar ¢aligmalarinin baslamasina kadar -80 °C’de saklandi. BNV ye ait
niikleik asitlerin saptanmasi i¢in standart RT-PZR yontemi uygulandi. RT-PZR sonucu
elde edilen {iriinlerden uygun olan bantlar jelden kesilip alinarak saflastirildi ve dizi
analizi yapildi. Elde edilen dizilere BLAST analizi yapild1 ve virusun hangi kdkene ait
oldugu belirlendi. Belirlenen tiirler ¢esitli biyoinformatik programlarla karsilastirildi ve
filogenetik aga¢ olusturuldu. Tiirlerin, yillarin ve bolgelerin enfeksiyon oranlari

PooledInfRate, version 4.0 programi ile hesaplandi.

Calisma sonucunda Kars Platosu ve Aras Havzasi’ndan toplam 15.287 sivrisinek
topland1 (Kars Platosu 3355, Aras Havzas1 11.932) ve 376 havuz olusturuldu. RT-PZR
sonucunda test edilen 376 havuzdan 128 (%34.04)’1 BNV niikleik asitleri agisindan
pozitif bulundu. Enfeksiyon oranlari, bu konuda kabul edilen yontemler ile

hesaplandiginda MIR (Minimum Infection Rate) 8,37/1000 sivrisinek, MLE
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(Maximimum Likelihood of Infection) 10,22/1000 sivrisinek olarak belirlendi. Kars
Platosu’nda enfeksiyon oranlar1 MIR 6.56/1000 sivrisinek ve MLE 7.49/1000 sivrisinek
oldu. Aras Havzasi’nda ise enfekisyon oranlar1t MIR 8.88/1000 sivrisinek ve MLE
11.03/1000 sivrisinek olarak bulundu.

Calismada pozitif bulunan tiirler Ochleratatus caspius, Culex theileri, Culex pipiens
ssp., Anopheles maculipennis kompleks ve Anopheles hyrcanus tiirleri oldu.
Ochleratatus caspius, Culex theileri, Culex pipiens ssp. ve Anopheles maculipennis
kompleks hem Kars Platosu, hem de Aras Havzasi’nda enfekte bulundu. BNV niikleik
asitleri en ¢cok Ochleratatus caspius tiiriine ait havuzlarda bulunmasina ragmen, MLE

enfeksiyon oranlari sayica az olan Culex pipiens tiiriinde daha yiiksekti.

Kars Platosu ve Aras Havzasi’nda pozitif bulunan 8 havuza ait bantlar saflastirilarak
dizi analizi yapildi. Yapilan analiz sonucunda tespit ettigimiz BNV'nin, daha 6nce Orta
Afrika ve Eskisehir'de tespit edilen virusla %99 otaninda benzerlik gosterdigi ve

bunlarla birlikte Kéken 1°de yer aldig1 belirlendi.

Sonu¢ olarak bu c¢alisma ile Kars Platosu ve Aras Havzasi sivrisineklerinin BNV
niikleik asitlerini tasidigi, BNV niikleik asitlerini tagiyan en yaygin tiirlin sirasiyla
Ochleratatus caspius, Culex theileri, Culex pipiens ve Anopheles maculipennis oldugu,
en yiiksek enfeksiyon oraninin ise Culex pipiens'de oldugu, yorelerdeki virusun Koken
I’e ait oldugu ve en c¢ok Tirkiye’den Eskisehir ilinde attan izole edilen virus ve Orta

Afrika Cumhuriyeti’nden insandan izole edilen virus ile benzerlik goterdigi belirlendi.

Anahtar kelimeler: Bat1 Nil Virusu, BNV, RT-PZR, Sivrisinek, Kars Platosu, Aras

Havzasi
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ABSTRACT

The lifecycle of the West Nile Virus is perpetuated by migratory birds and the
mosquitoes which feed by sucking blood from those birds. Mosquitoes which take the
virus while sucking blood from migratory birds transmit it to people, horses and
domestic fowl, again through sucking blood. Previously conducted studies suggest that
the Kars Plateau and Aras Basin are on the flightpath of migratory birds and virus in the
harbour those species of mosquitoes which can be vectors of the virus. Although no
studies have been undertaken aimed at determining the presence of the virus in the Aras
Basin, the West Nile Virus (WNV) is known to the present in ducks in the Kars Plateau.
Nonetheless, no studies on the viral vectors are available in either region. Since both of
these regions are on the migration route of the birds, harbour the mosquitoes which may
be vectors of WNV and have extensive goose, duck and horse breeding, they are at risk

of WNV.

In this study, it is aimed to investigate that the presence of WNV in mosquitoes on Kars
Plateau and Aras Basin which are differential both climatically and geographically in
the year 2013-2104 of June-August by molecular methods. In the study, adult
mosquitoes were collected with New Jersey light-traps and mouth aspirators and
conveyed in June-August to the laboratory alive. After species diagnosis had been made
morphologically, mosquitoes were kept on ice, classified in respect of collection date
and locations, placed in eppendorf tubes in groups of 2-50 and kept in -80 °C till starting
to laboratory studies. The standart RT-PCR method was used to identify the nucleic
acids characteristic of WNV. Convenient bands were cut from the products acquired as
a result of RT-PCR removed from the gel and, purified sequence analysed. BLAST
analysis was performed on the sequences obtained and the origins of the virus were
determined. The species identified were compared to various bioinformatics programs
and incorporated into the phylogenetic tree. Infection rate of species, years and locality

was calculated by PooledInfRate program, version 4.0.

In the result of study, 15.287 mosquitoes samples have been collected in Kars Plateau
and the Aras Basin (Kars Plateau 3355, Aras Bain 11.932) and 376 pools have been
created. 128 (%34.04) from 376 from tested pool of RT-PCR results were found

positive for WNV nucleic acids. Infection rate, as calculated by acknowledged methods,

X



MIR (Minimum Infection Rate) was determined as 8.37/1000 mosquitoes, MLE
(Maximum Likelihood of Infection) was determined as 10.22/1000. Infection rate on the
Kars Plateau was MIR 6.56/1000 mosquitoes and MLE 7.49/1000 mosquitoes. Infection
rate in Aras Basin was found as MIR 8.88/1000 mosquitoes and MLE 11.03/1000

mosquitoes.

The positive found species in the study were Ochleratatus caspius, Culex theileri, Culex
pipiens ssp., Anopheles maculipennis complex and Anopheles hyrcanus. In both Kars
Plateau and Aras Basin, Ochleratatus caspius, Culex theileri, Culex pipiens ssp. and
Anopheles maculipennis complex were found infected. Although the presence of WNV
nucleic acids were found the most in the pools belong to Ochleratatus caspius species,

MLE infection rates were higher than outnumbered Culex pipiens ssp.

Bands which belong to positive found eight pools were purified and sequence analyses
have been carried out. WNV, which has been determined as a result of the analysis,
resemble to the virus which previously has been detected in Central Africa and
Eskisehir with %99 similarity and after all has been determined that takes place in

Lineage 1.

As a result, with this study, it has been determined that mosquitoes of Kars Plateau and
Aras Basin contain WNV’s nucleic acids, the most common species that carry the WNV
nucleic acid are Ochleratatus caspius, Culex theileri, Culex pipiens ve Anopheles
maculipennis, the highest infection rate is in Culex pipiens, virus in regions belongs to
Lineage 1 and it is the most similar to virus isolated from horse from Eskisehir Province

(Turkey) and from human from Central African Republic.

Key Words: West Nile Virus, WNV, RT-PZR, Mosquito, Kars Plateau, Aras Basin
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1. GIRIS

Gilinlimiize kadar sistematikte yer edinmis canlilarm %80’ini  arthropoda
(eklembacaklilar) subesi olusturmaktadir. %50’den fazla bir oran ile insectler (bocekler)
bu subenin en biiyiik sinifin1 olusturur ve bu smifa ait yaklasik 900.000 tiir oldugu
tahmin edilmektedir[1]. Yeryliziinde, kan emerek beslenen 24.000’den fazla arthropod

tiirtiniin varlhig1 bilinmektedir[2].

Sistematikteki en biiylik sube olmasi ile arthropodlar sayisiz hastaligin tasiyiciligini
yapmaktadir. Arboviruslar:  sivrisinekler, tatarciklar ve keneler gibi kan emen
arthropodlarla tasinan viruslardir. Bugiine kadar tanimlanmis 550°den fazla arbovirusun
varlig1 bilinmektedir ve bunlarin 130’undan fazlasi omurgali konaklarda cesitli
hastaliklara neden olmaktadir[3]. Diinya'da bilinen enfeksiyon hastaliklarinin yaklasik
1/3'1 kan emen sinekler ve keneler gibi vektorler tarafindan tasmmaktadir[4].
Arboviruslar genis bir virus familyasini temsil eder ki, bu viruslar; Togaviridae,
Flaviviridae, Bunyaviridae, Reoviridae, Rhabdoviridae, Orthomyxoviridae ve

Asfarviridae’ dir[5].

Halk saghigini etkileyen cevresel faktorler sicaklik, yagis, bagil nem, riizgar, giines,
radyasyon gibi atmosferik parametreler ya da topografyanin tath su goletleri, nehirler,
goller, ana konaklar (memeliler, stirlingenler, kuslar), dogal yirticilar, parazitler,
vektdrler, patojenler ve bitki ortiisii gibi karasal parametreler ile iliskilidir[6]. Iklim
degisikliginin ekolojik siire¢ lizerinde iki farkli etkisi mevcuttur. Birincisi; virus, konak
ve vektorler tlzerindeki direk etkileri[7,8] ikincisi ise, habitatlar, ekosistem ve
organizmalar arasindaki iliskiler iizerine olan indirek etkilerdir[9]. Bat1 Nil Virusu gibi
sivrisinek kaynakli etkenlerin, hem iklimsel hem de g¢evresel varyasyonlar tarafindan
etkilenebilecegi yiiksek olasilikla kabul edilmektedir[10]. Virusun yayilimi, cevresel
faktorlerden etkilenen hem omurgali hem de omurgasiz konak ya da vektorlerin
dagilimi ile kontrol edilir. Bu nedenle ¢evresel faktorler, vektor kaynakl hastaliklarin

dinamikleri ya da dagilimlarinda kritik bir rol oynamaktadir[8,10].

Vektor organizmalardan Diptera takimi1 Nematocera alttakimi iiyesi olan sivrisinekler,

Culicidae familyas1 igerisinde yer almaktadir[11]. Culicidae familyasi Anophelinae,



Culicinae ve Toxorhychitinae olmak iizere ii¢ alt familyaya ayrilir. Insan saghgi
acisindan en 6nemli gruplar Anophelinae ve Culicinae i¢erisinde bulunmaktadir[12].
Diinyada Culicinae alt familyasina ait 108 cins ve 3045 tiirlin varhigi tespit
edilmistir[13]. Tirkiye’de ise 50’nin iizerinde tiir tespit edilmis ve bunlarin arasinda
Aedes/Ochleratatus, Uranotaenia, Culiseta, Culex, Coquillettidia, Orthopodomyia ve
Anopheles  cinslerinin ~ bulundugu  bildirilmistir[14].  Sivrisinekler;  Flavivirus,
Phlebovirus ve Alphavirus cinslerine ait c¢ok sayida arbovirusu tasimaktadir.
Flaviviruslar, sivrisineklerle tasmnan viruslar, kenelerle tasman viruslar, vektori
bilinmeyen viruslar ve bazi belirli bdceklere 6zgii viruslar olarak 4 ana gruba
ayrilmaktadir. Sivrisinek ve kenelerle tagman grup, omurgali konaklar ve 6zellikle kan
emen eklembacaklilar arasindaki dogal bir tasinma dongiisiinii siirdiiriir. 3. grup olan
vektorii bilinmeyen viruslar, yayilim i¢in bilinen bir eklembacakli olmaksizin yarasalar
ve kemirgen konaklar ile sinirhdir. 4. Grup ise agirlikli olarak Aedes ve Culex cinsi
sivrisinekler tarafindan yayilmaktadir[15]. Flaviviruslar insan patojenlerini de iceren
Bat1 Nil Virusu (BNV), Deng Virusu (DENV) ve Japon Ensefalit Virusu (JEV) gibi

70'den fazla virus tiiriinii igermektedir[16].

Bat1 Nil virusu (BNV) ilk kez 1937 yilinda Afrika iilkesi olan Uganda’da enfekte bir
kadindan izole edilmistir. BNV Flaviviridae familyasinin Flavivirus cinsinde yer
almakta olup, yaklasik olarak 50 nm c¢apinda, zarfli, ikozahedral niikleokapsidli, tek
zincirli pozitif polariteli RNA genomu igeren bir arbovirustur. Serolojik olarak Japon
ensefaliti virusu (JEV) antijenik kompleksi igerisinde yer almaktadir. RNA genomu 3
adet yapisal; kapsid (C), membran (prM/M), zarf (E) proteini ve 7 adet de yapisal
olmayan (Non-structural); NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5 proteini
kodlamaktadir[17]. BNV, diger flaviviriislere kiyasla diinya genelinde daha yaygin
goriilmektedir[18]. Hastaligin asil dongiisii gogmen kuslar ve sivrisinekler arasinda
oldugundan, go¢men kuslar bu yaygimliktan birinci derecede sorumlu tutulmaktadir[19].
BNV’nin replikasyon dongiisii Culicineae sivrisineklerini, nadiren de olsa akarlari,
keneleri ve ¢ok cesitli kuslar1 kapsamaktadir. Insanlar ve atlar gibi diger baz1 memeli

tiirleri BNV hastaligmnin klinik semptomlarmi gosteren son konaklaridir[20].

Tiirkiye biyogesitlilik bakimidan zenginligi, smir komsular: ile iliskileri, vektor

aktiviteleri ve cografik konumu ile BNV i¢in uygun bir iilkedir. Bugiine kadar yapilan
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BNV calismalarindan elde edilen verilere gore, virusun lilkemizde varligi tespit edilmis

ve insanlar1 enfekte ettigi gésterilmistir[21].

Tirkiye nin Kuzeydogu Anadolu Bdlgesi’nde bulunan ve gerek iklimsel gerekse cografi
olarak birbirinden farkli 6zellikler gosteren Aras Havzasi ve Kars Platosu ¢ok ¢esitli
sulak alanlariyla sivrisinek larvalarina uygun habitatlar saglamakta ve yogun
hayvancilik faaliyetlerinden dolayr ergin bireylerin beslenebilecegi degisik konak
tiirlerini de beraberinde bulundurmaktadir. Bu yoreler ayrica, milyonlarca kusun gog
yolu iizerinde bulundugundan biyolojik agidan olduk¢a onemli cografik bolgelerdir.
Alanlarin, barindirdig: tiim sartlar géz oniine alindiginda, BNV gibi bir¢cok arboviral

hastalik i¢in riskli bolgeler oldugu sdylenebilir.

Ulkemizde BNV varhginin bilinmesine karsm, Aras Havzasi’nda virusa yonelik
herhangi bir ¢alisma yapilmamistir. Kars Platosu’nda yapilan bir ¢alisma 6rdeklerde
anti- BNV antikorlarinin varligini ortaya koymustur[22]. Ancak vektor sivrisinekler i¢in
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu calismanin amaci, Aras Havzas1 ve Kars
Platosu’nda hem go¢men kuslarin varligi hem vektor sivrisinek tiirlerinin varligi, hem
de bu golgelerde ordek ve kaz gibi kiimes hayvanlarmin varligindan dolay1 potansiyel
bir vektor olan sivrisineklerde BNV niikleik asitlerinin varliginin molekiiler yontemlerle
tespit edilmesi, virusun hangi aylarda hangi sivrisinek tiirlerinde bulundugunun
belirlenmesi, farkli cografik ve iklimsel 6zellik gosteren bu iki bdlgede virus
mevcudiyetindeki farkliliklar1 ortaya cikarabilmek ve gelecekteki c¢alismalara yol

gosterebilmektir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Sivrisineklerin Biyo-Ekolojik Ozellikleri

Sivrisinekler Diptera takimi, Culicidae familyasi igerisinde yer almakta olup, tropikal,
subtropikal ve 1liman iklim kusaklarinda genis bir yayilim gostermektedirler. Ancak
okyanuslar, yliksek daglar ve genis coller gibi cografik bariyerler sivrisineklerin
yayillimmda smirlayict rol oynamaktadir[23]. Sivrisinekler tam bagkalagim
(holometabol) gosteren canlilardir. Hayat dongtileri yumurta, larva, pupa ve ergin olarak
4 evrenden olugmaktadir[24]. Sivrisineklerin yumurtalarini biraktigi, larva ve pupalarin
yasayip gelistigi, dogal olabildigi gibi yapay da olabilen, biiyiik ve kiiciik her tiirlii su
birikintisine jit, yani iireme alani denmektedir. Her cesit gol, gdlet, bataklik, havuz,
dogal cukurlar, tag oyuklari, aga¢ kovuklari, cayir ve ormanlarda birikmis kar, yagmur
ve sulama sulari, kanallar, terk edilmis kuyular, celtik tarlalari, cesme yalaklari,
fosseptikler, bataklik kiyisindaki hayvan ayak izleri, fabrika atik sular1 vb. yerlerdeki

sular, sivrisineklerin tireme alanlarindandir[23, 25-29].

Yumurtadan ¢ikan larvalarin erigkin evreye kadar olan geligsme siiresi iklimsel kosullara,
suyun fizikokimyasal 6zelliklerine ve mevsimler gibi faktorlere baglidir[26]. Sivrisinek
larva ve pupalar1 suda yasar. Larvalar oldukc¢a hareketlidir ve larva gelisim siiresi, bir
haftadan birka¢ aya kadar degisebilir. Sivrisinek larvalarmin gelismesi i¢cin uygun
sicaklik aralig1 22 °C ile 25 °C arasinda degismektedir. Optimum kosullarda larva stiresi
ortalama 7-10 giindiir. Yumurtanm agilma zamani geldiginde larva, basindaki ¢ok ince
ve keskin olan kiigiik c¢ikintiyla yumurta kabugunu keser ve disar1 ¢ikar[24,26].
Sivrisinek pupasi virgiil seklinde ve hareketsizdir. Pupa beslenmez ve su yiizeyine
cikarak solunum deligi ile havadan oksijen alir. Erginlesme sirasinda, pupanin
abdomeni su ylizeyine paralel bir konum alir ve hava yutarak ¢ikma isi kolaylastirilir.
Bu donem ortalama olarak iki giindiir. Pupadan ¢ikan ergin, kanatlarini1 ve bacaklarini
kurutarak sudan ¢ikar[23]. Sivrisinek erginleri, larva ve pupa evrelerinden farkli olarak
karada yasarlar. Ergin sivrisinekler konak¢i tercihi, barmak se¢cimi ve iireme
davranislar1 bakimmdan farklhiliklar gostermektedir. Ekzofilik (agik alanda faal olan)

tiirler daha ¢ok agac kovuklari, magaralar, pamuk tarlalari1 ve orman iglerinde yasar, giin



boyunca insan ve hayvanlardan kan emerler. Endofilik (kapali alanlarda faal olan) tiirler

ise ahir, ev, bos depo gibi daha ¢ok korunakli yerleri tercih ederler[23].

Sivrisineklerin dinlenme i¢in yer se¢imini sicaklik, nem, giines 15181 ve riizgar gibi
faktorler belirler. Beslenme kosullar1 uygun ise sivrisinekler lireme alanlarindan fazla
uzaklagmadan kan emebilirler. Sivrisinek populasyonundaki hareketler sicaklik, nem,
ireme alani, konakgi, sivrisinegin fizyolojik durumu gibi faktorlere baglidir. Biyotik ve
abiyotik kosullar uygun oldugu zaman ergin disi sivrisinekler, ortalama 15 giin ile 6 ay
arasinda degisen bir Omiir uzunluguna sahiptir. Erkek bireylerin dmrii disilere gére daha
kisadir[23]. Sivrisineklerin yalnizca disileri kan emmektedir[30]. Erkek sivrisinekler ise
gerekli enerjiyi bitki 6z sularindan alir[31, 32]. Kan, genellikle memeli hayvanlar ve
kuslardan emilir; fakat birkac sivrisinek tiirli diizenli olarak kurbaga ya da siirlingenler
iizerinden beslenir (batrokofil). Bazi tiirler de hem kuslardan (ornitofil) hem de memeli

hayvanlardan kan emmektedir[23, 24].
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Sekil 2.1 Sivrisineklerin yasam dongiisii[33]
2.2. Sivrisineklerin Sistematigi

Sivrisinekler, Diptera takimi Culicidae familyas1 igerisinde yer almakta olup
Anophelinae, Culicinae ve Toxorhynchitinae olmak iizere 3 alt familyaya ayrilmaktadir.
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Anophelinae ve Culicinae alt familyalarma bagli 112 cinsi temsil eden en az 3531 tiiriin

varlig1 tespit edilmistir[34].

Son yapilan degisiklikler ile culicidae familyasinin sistematigi glincellenmistir. Bu

sistematige gore[35];
Aile: Culicidae
1.Alt aile: Anophelinae
1.Cins: Anopheles
Alt cinsler: Anopheles, Cellia, Kerteszia, Nyssorhynchus
2.Cins: Chagasia
2.Alt aile: Culicinae
1.Tribus: Aedeomyiini
Cins: Aedomyia
Alt cinsler: Aedeomyia, Lepiothauma
2.Tribus: Aedini
1.Cins: Aedes

Alt cinsler: Aedes, Aedimorphus, Alanstonea, Albuginosus, Belkinius, Bothaella,
Cancraedes, Christophersiomyia, Diceromyia, Edwardsaedes, Fredwardsius,
Huaedes, Indusius, Isoaedes, Leptosomatomyia, Lorrainea, Neomelaniconion,

Paraedes, Pseudarmigeres, Scutomyia, Skusea, Stegomyia
2.Cins: Armigeres
Alt cinsler: Armigeres, Leicesteria

3.Cins: Ayurakitia



4.Cins: Eretmapodites
5.Cins: Haemagogus

Alt cinsler: Conopostegus, Haemagogus
6.Cins: Heizmannia

Alt cinsler: Heizmannia, Mattinglyia
7.Cins: Ochlerotatus

1.Seksiyon Alt Cinsler: Chaetocruiomyia, Finlaya, Geoskusea, Halaedes,
Kenknightia, Levua, Macleaya, Molpemyia, Mucidus, Nothoskusea, Ochlerotatus,

Protomacleaya, Pseudoskusea, Rhinoskusea, Rusticoidus, Zavortinkius

2.Seksiyon Alt Cinsler: Abraedes, Aztecaedes, Gymnometopa, Howardina,

Kompia
8.Cins: Opifex
9.Cins: Psorophora
Alt cinsler: Grabhamia, Janthinosoma, Psorophora
10. Cins: Udaya
11.Cins: Verrallina
Alt cinsler: Harbachius, Neomacleaya, Verrallina
12.Cins: Zeugnomyia
3.Tribus: Culicini
1.Cins: Culex

Alt cinsler:  Acalleomyia, Acallyntrum, Aedinus, Afroculex, Allimanta,
Anoedioporpa, Barraudius, Belkinomyia, Carrollia, Culex, Culiciomyia,
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Deinocerites, Eumelanomyia, Kitzmilleria, Lasiosiphon, Lophoceraomyia, Lutzia,

Maillotia, Melanoconion, Micraedes, Microculex, Neoculex, Phenacomyia,

Thaiomyia, Tinolestes

2.Cins: Galindomyia

4.Tribus: Culisetini

Cins: Culiseta

Alt cinsler: Allotheobaldia, Austrotheobaldia, Climacura, Culicella,

Neotheobaldia, Theomyia

5.Tribus: Ficalbiini

1.Cins: Ficalbia

2.Cins: Mimomyia

Alt cinsler: Etorleptiomyia, Ingramia, Mimomyia

6.Tribus: Hodgesiini

Cins: Hodgesia

7.Tribus: Mansoniini

1.Cins: Coquillettidia

Alt cinsler: Austromansonia, Coquillettidia, Rhynchotaenia

2.Cins: Mansonia

Alt cinsler: Mansonia, Mansonioides

8. Tribus: Orthopodomyiini

Cins: Orthopodomyia

Culiseta,



9.Tribus: Sabethini
1.Cins: Isostomyia
2.Cins: Johnbelkinia
3.Cins: Limatus
4.Cins: Malaya
5.Cins: Maorigoeldia
6.Cins: Onirion
7.Cins: Runchomyia
Alt cinsler: Ctenogoeldia, Runchomyia
8.Cins: Sabethes
Alt cinsler: Davismyia, Peytonulus, Sabethes, Sabethinus, Sabethoides
9.Cins: Shannoniana
10.Cins: Topomyia
Alt cinsler: Suaymyia, Topomyia
11.Cins: Trichoprosopon
12.Cins: Tripteroides

Alt cinsler: Polylepidomyia, Rachionotomyia, Rachisoura, Tricholeptomyia,

Tripteroides

13.Cins: Wyeomyia



Alt cinsler: Antunesmyia, Caenomyiella, Cruzmyia, Decamyia, Dendromyia,
Dodecamyia, Exallomyia, Menolepis, Nunezia, Phoniomyia, Prosopolepis,

Wyeomyia, Zinzala
10.Tribus: Uranotaeniini
Cins: Uranotaenia
Alt cinsler: Pseudoficalbia, Uranotaenia
11.Tribus: Toxorhynchitini
Cins: Toxorhynchites
Alt cinsler: Afrorhynchus, Ankylorhynchus, Lynchiella, Toxorhynchites

Tirkiye sivrisineklerinin sistematigi {lizerine yapilan ilk ¢alismaya gore, lilkemizde 7
cinse bagl 55 tiiriin (Anopheles 13, Aedes 19, Culex 16, Culiseta 4, Mansonia,
Orthopodomyia 1 ve Uranotaenia 1) varligi bildirilmistir[36]. Ancak eski ¢alismalarda
Tirkiye’de varligi bildirilmis 6 tiir (An. melanoon, An. multicolor, An. sergentii, An.
stephensi, Ae. aegypti ve Cx. adairi) sipheli veya hatali kayitlar oldugu gerekgesi ile
yeni listeye alinmamistir ve diizenlenen Tiirkiye sivrisinek tiirleri listesinde 8 cinse ait
48 tiirtin (Anopheles (An.) 10, Aedes (Ae.) 3, Ochlerotatus (Oc.) 15, Culex (Cx.) 13,
Culiseta (Cs.) 4, Coquillettidia (Coq.) 1, Orthopodomyia (Or.) 1 ve Uranotaenia (Ur.)
1) varlig1 bildirilmistir[ 14, 37].

Bununla birlikte Tiirkiye’de son yillarda yapilan ¢aligmalar ile 8 yeni tiiriin daha (Cs.
alaskaensis, Oc. cataphylla, Oc. pullatus, Oc. punctor, Oc. Leucomelas, Oc. Cyprius,
Cs. Subochrea ve Ae. Albopictus) varligi belirlenmistir ve tlir sayis1 56 olarak

glincellenmistir[38-40].
2.3. Sivrisineklerin Hastalik Gegisindeki Rolii

Glinlimiizde hastaliklarin tekrar ortaya c¢ikmasini ve yayilmasini saglayan sosyal,
ekolojik ve kiiresel diizeyde degisiklikleri igeren bir ¢ok faktor vardir[41]. Antibiyotik

gibi tibbi ilaglar ve bocek ilaglarinin asir1 kullanimi, ekonomik esitsizlikler, habitatlarin
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kaybi, iklim degisiklikleri, tropik bolgelerden i1liman bdlgelere edilen seyahatlar,
eklembacakli vektorlerin artmasi, niifus sayisindaki artis ve kentlesme, dogal ¢evrenin
bozulmasi ve uluslararas: ticaret gibi bircok faktor hastaliklarin ortaya c¢ikmasina,
yayilmasma ve patojenlerin diren¢ kazanmasma katkida bulunmustur. Ozellikle modern
ulasim araclar1 ile insan, hayvan, bitki ve esya hareketliliginin hizlanmasi1 bir¢ok
patojenin yayilmasii kolaylastirmistir. Hemen hemen diinyanin her yerinde, enfekte
insanlar hastalik belirtilerini gostermeye baslamadan, yani hastalik etkeni heniiz kulugka
donemindeyken bagka lilkelere seyahat edebilmekte ve gittikleri iilkelerde hastaligin
yayllmasma neden olmaktadirlar[41, 42]. Kiiresel iklim degisikligi ile birlikte vektor
canlilarin insanlarla olan temaslarinin artmasi, endemik hastaliklarin siklagmasi ve
cografik yayilimlarinin artmasmin yani sira yeni vektor kaynakli hastaliklarin ortaya

¢tkmasima da neden oldugu distiniilmektedir[43].

Disi sivrisineklerin hastalik etkenlerini nakledebilmesi i¢in en az bir yumurtlama
dongiisiiniin tamamlanmas1 ve tekrar kan emmesi sarttir[30]. Kan, genellikle memeli
hayvanlar ve kuslardan emilir; fakat birkac¢ sivrisinek tiirii diizenli olarak kurbaga ya da
siirlingenler tizerinden beslenir. Bazi tiirler de hem kuslardan hem de memeli
hayvanlardan kan emmektedir[23, 24]. Kan emme 6zelligi ile sivrisineklerin diinyada
her yil yaklasik 70 milyondan fazla insana hastalik ajanlarini bulastirdigi tahmin
edilmektedir. Bundan dolay: sivrisinekler diinyada biiyiik bir halk sagligi problemi
olusturmaktadir[44].

Sivrisinekler tarafindan bulastirilan hastalik etkenleri; viruslar, protozoonlar ve filarial
nematodlar olarak genellikle 3 kategoriye ayrilmaktadir. Sivrisinekler, yliksek morbidite
ve mortalite ile seyreden ve ¢ogunlukla ciddi sosyal ve ekonomik kayiplara yol agan
Sitma, Japon Ensefaliti, La Crosse Ensefaliti, St. Louis Ensefaliti, Bat1 Nil Virusu, Bat1
At Ensefaliti, Deng Virusu, Rift Vadisi Atesi, Sar1t Humma, Murray Vadisi Ensefaliti,
O’Nyong-nyong, Ross Nehri Virusu, Cikunguya, Sindbis ve Filariasis gibi tehlikeli
hastaliklarin gecisinde 6nemli bir vektor olarak islev gormektedirler[11, 45]. Ayrica
sivrisineklerin Francisella tularensis (tularemi etkeni) ve Bacillus anthracis (sarbon

etkeni)’1 de neklettigi bildirilmistir[46].
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Uluslararas1 arbovirus katalogunda kayitli 520°den fazla arbovirus varligi bilinmektedir.
Bu arboviruslarin yarisindan daha azmnin sivrisineklerle baglantis1 vardir ve yaklasik
100 tanesi insanlar1 enfekte etmektedir[47]. Arboviruslarin karmasik dongilisii genel
olarak bir omurgali konak ile (insan hari¢) bu konak {izerinden beslenen
eklembacaklilar arasindadir. Insanlar ve evcil hayvanlar eklembacaklilar araciligi ile bu
arboviruslar1  alsalar  bile hastaligin  tagmmmasmma yetecek kadar  viremi
gelistiremezler[48]. Birgok  arbovirus, omurgali konaklarda ensefalit ve
ensefalomiyelit'e sebep oldugundan insanlarla baglantili salginlarda ¢ok fazla belirgin
olabilmektedir[49]. Ayn1 sekilde evcil hayvanlarin ensefalit enfeksiyonlar1 da yerel
hayvancilik isletmeleri tizerinde ciddi ekonomik baski kurabilmektedir[50, 51].

Hem insan hem de diger omurgali canlilarda ¢esitli hastaliklara neden olan arboviruslar
1)Togaviridae  (Alphavirus), 2) Flaviviridae (Flavivirus), 3) Bunyaviridae
(Bunyavirusve Phlebovirus) olarak 3 familyaya ayrilir. Alphavirus’lar, Dogu At
Ensefaliti (EEE), Bat1 At Ensefalit (WEE), Veneziiella At Ensefalit (VEE) ve Ross
Nehri Virusu etkenlerini igerir. Flavivirus’lar, Deng Hummasi, Sar1t Humma, Japon
Ensefaliti ve St. Louis Ensefalit (SLE) etkenlerini icerir. Bunyavirus’lar, Kaliforniya
Ensefalit, Jamestown Kanyon Virusu, La Crosse Ensefalitini ve Rift Vadisi Atesi

etkenlerini icermektedir[52].

Tiirkiye'de ise yapilan ¢alismalar bircok 6nemli arbovirusun varligini ortaya ¢ikarmustir.
Yapilan baz1 vektor arastirmalar1 sonucu Tiirkiye'de Bat1 Nil Atesi, Deng Hummasi ve
Sar1t Humma gibi sivrisinek kaynakli arboviral hastaliklarin serolojik olarak var oldugu
disiiniilmektedir[21]. Ayrica heniiz Tiirkiye'de varliklar1 tespit edilmemis olsa da vektor
ve konak tiirlerin varligindan, uygun iklimsel kosullardan ve smir iilkelerde
goriilmelerinden dolayr da Chikungunya ve Rift Vadisi Atesi de Tiirkiye i¢in risk
olusturan hastaliklar arasinda sayilmaktadir[23, 53, 54].

2.4. Bat1 Nil Virusu

2.4.1. Bat1 Nil Virusunun Tarihgesi
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BNV ilk defa 1937 yilinda bir Afrika iilkesi olan Uganda’nin Bat1 Nil bolgesinde hasta
bir kadinin kanindan izole edilmistir[54]. 1937 yilindan giinlimiize kadar olan baz1

onemli ¢alismalar cizelge’de gosterildigi gibidir.

Cizelge 2.1 BNV nin tarihgesi

Yil Onemi Kaynak
; R . . o 54
1937 Ik defa Uganda’da Bati Nil bolgesinde bir kadindan izole edildi
. . o g _ 55
1942 BNV’nin JEV ile antijenik yakinligi oldugu anlasilmistir
1943 Virusun sivrisinekler tarafindan nakledildigi laboratuar ortaminda ispatland: 56
1950 Virus Orta Dogu ve Kuzey Afrika’da Bati Nil atesi olarak bilinmeye baglamistir 57
1950°li Misir’da yapilan ¢alismalarla BNV nin sivrisinek, kus ve insanlarda varlig 53
bildirilmistir.
yillarmn bast
1950°1i Israil’deki salginlardan olusturulan gesitli kayitlarla, ilk defa bu hastaligin klinik 59
yillarin bast karakteristik 6zellikleri tespit edilmistir
[k kez BNV ve Merkezi Sinir Sistemi (MSS) hastaligi arasinda bir baglant1 oldugu 50-61
1957 ortaya konmustur. Ayrica yine bu yillarda hastaligin siddeti ile hastalarin yasi
arasinda bir korelasyon kurulmustur
19607k Atlarda olusan ensefalite ilk kez BNV nin de sebep oldugu anlagilmust 62
yillarin bast san ensefalite e e sebep oldugu anlagilmigtir
1970 Tiirkiye’ de ilk defa insan ve koyunlarda BNV bulunmustur 63
1996.2003 Romanya (1996), Fas (1996/2003), Italya (1998), Rusya (1999) ve israil (1998- 64, 65-67
2000)’de ciddi salginlar meydana gelmistir
; . O 68
1999 Ik defa Bat1 Yarimkiire’de goriilmiistiir ve diger bolgelere de yayilmustir.
Kuzey Amerika’da BNV’nin ilk defa New York 1999 (NY99) susu elde edilmistir. 69
1999 Aym y1l Israil’de de BNV salgmi olup enfekte bir kazdan izole ettikleri virusun
NY99 susu ile ayn1 genomik yakinliga sahip oldugu goriilmiistiir.
Yunanistan’daki salginda 33 kisinin hayatini kaybettigi toplam 262, Romanya’da 70. 71
2010 413, Tirkiye’ de 35 olasi ve 12 teyit edilmis olarak toplam 47, Rusya’da 413, ’
Portekiz 1, Ispanya 1 ve Macaristan’da 19 olgu teyit edilmistir
2010 2010 yilinda Koken 1°den farkli olarak Yunanistan ve Rusya’da Koken 2 susu 72,73
bulunmus ve saglik agisindan énemi vurgulanmigtir
Yunanistan'da 69, Romanya'da 14, italya'da 10, Arnavutluk’ta 2, Makedonya’da 4, 70. 74

2011 Israil’de 33, Rusya Federasyonu’nda 136, Tunus ve Tiirkiye’de 3, Ukrayna’da ise 8
insan vakasi bildirilmistir
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Boylece 21. yiizyilda BNV enfeksiyonlari; sivrisineklerin uygun yasam alanlari ile
yabani kuslarin gé¢ yollarinin tizerinde bulundugu, diinyanin birg¢ok tilkesinde genis bir

cografyaya yayilmistir.

Tirkiye’”de BNV vakalar1 incelendiginde; 1964’den gilinlimiize, insanlarda ve
hayvanlarda seropozitiflik caligmalar1 yapilmakla birlikte, 2010 yilina kadar akut seyirli
bir salgmna rastlanmamis, 2010 yilinda Manisa’da BNV’den dolay1 3 kisinin hayatini
kaybetmesi ile Tirkiye’de BNV c¢alismalar1 hiz kazanmistir[75]. Seroprevalans
calismalarinda farkli oranlarda (% 0,6-57) sonuglar elde edilmistir ve 6zellikle I¢
Anadolu bolgesinde virlisiin sporadik olarak seyrettigi tespit edilmistir[75, 76].
Agustos-Ekim 2010 tarihleri arasinda Ege, Marmara, I¢ Anadolu, Akdeniz ve
Gilineydogu Anadolu’dan toplam 44 olguda BNV enfeksiyonu dogrulanmistir[77].
Giincel veriler lilkemizin hemen hemen her bolgesinde BNV aktivitesinin stirdiirdiigiinii

gostermektedir[21, 22].

Distribution of West Nile fever cases by affected areas, European region and Mediterranean basin
Transmission season 2015 and previous transmission seasons; latest data update 9 Jul 2015

Sekil 2.2 2015 yilina kadar Avrupa ve Orta Dogu’da insanlardan bildirilen BNV vakalar1 [ 78]



2.4.2. Bati Nil Virusunun Siniflandirilmasi

BNV, Flaviviridae familyasi, flavivirus cinsinde yer almaktadwr. BNV, JEV
serokompleksi i¢inde yer almakta olup bu serokompleksin iginde, JEV, St. Louis
Ensefaliti Virusu (SLEV), Cacipacore Virus (CPCV), Koutango Virus (KOUV),
Murray Valley Ensefaliti Virusu (MVEV), Alfuy Virus (ALFV), Usutu Virus (USUV),
Yaounde Virus (YAOV), Kunjin Virus ve BNV bulunmaktadir. Biitiin flaviviruslar
birbirlerine yakin antijenik yapiya sahiptirler. Ozellikle Kunjin virusu, BNV nin alt tipi

olarak tanimlanmaktadir[79].

Cizelge 2.2 BNV serokompleksinin dagilimi[80].

Cacipacore Kuzey Amerika
Koutango Afrika
Japon Ensefaliti Asya, Okyanusya, Avusturalya
Murray Vadisi Ensefaliti Avusturalya
Alfuy Avusturalya
St. Louis Ensefaliti Kuzey Amerika, Giiney Amerika
Bat1 Nil Virusu Asya, Avrupa, Afrika, Kuzey Amerika
Kunjin Avusturalya
Yaounde Afrika

BNV genetik olarak en az 5 ana kdkene ayrilsa da en yaygin olanlar1 Kdken 1 ve Koken
2’dir. Koken 1 virusun iiyeleri genellikle insan ensefaliti ile iligkilidir ve Afrika,

Hindistan, Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika’dan izole edilmistir[81, 82]

Koken 2 virus ise Giiney Afrika ve Madagaskar’dan izole edilmis olup enzootik
dongiilerde yer almaktadir. Insanlarda klinik ensefalite neden olmadig: diisiiniilse de,
son yillarda Yunanistan ve italya’da insanlardan izole edilen virusun Koken 2 susundan
oldugu goriilmektedir. Ayrica Koken 2 susunun, Macaristan ve Giiney Afrika’da atlarda

norolojik bozukluga neden oldugu da gosterilmistir[83-87].
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Koken 3 virus 1997 yilinda Cek Cumbhuriyetinde Cx. pipiens’den izole edilmis olup
insanlardaki patojenligi bilinmemektedir[88]. Kdken 4 virus 1998 yilinda Rusya’ da
Dermacentor marginatus tiirii keneden izole edilmis olup son olarak da Ispanya’dan
bildirilmistir[89,90]. Kéken 5 virus Hindistan’dan izole edilmistir. Onceden alt kiime
olarak Koken 1 igerisinde yerlestirilse de genom dizi analizleri ile Koken 5 olarak

siniflandirilmasmin uygun olacagi kanaatine varilmistir[91].

GLIO11992-a09-ltaly
JFT19089-H1b-Spain
DO786573-407/04-France
AYT01413-04 05 Meroceo
AJOB5E28-PTS 2-Porugal
AF404T57-ITE8 taly
FJ766332-GE 20/V-Spain
JFT07789-HUR365/0-Spain
AY268132-Pafn001-France | Cluster 2
J0928174-Livenza2011-taly
ol KC954092-Livenza 37 1-Htaly
HM152775-0304h ISR00-Israel
AY262283-KN3B29-Kenya
AF260968-R097 50-Remania
| 0o AY278442-LEIV.VIg00-Russia Clade 1a |Lineage 1
—{ 100! AY277252LEIV.Vig#8-Russia |
100 - GOB51B07-IBANTD10-Nigeria |
GQB51606-ArD27875-Senegal |
+ GWE1MS—ArBEiﬂfE?-C.AfricanRepuhlnj a8
dp | @ KJ958022.T2. Turkey

AY268133-PaHOM -Tunisia
100 DQ118127-Hun03-Hungary
GO3TY160-ArEGD01-Argentina
AF481884-1598-1srael Cluster 4
AF260967-MY20 eqhs-NewYorkUSA
L. DQ164205-TX 2002 2-TexasUSA
g9l DQ0BO0ED-TVPA1 17-Mexico
a7 _Eﬁ.Fzmﬂ-Emm Egypt

100 AYB03654-EthAndT68-Ethiopia

100 - DO0246-KUNCG Kunjin-Austrakia | Clade 1b
GOBSIEUS—G1614&-IndiaI| Clade 1c
EF429199-5A381/00-Southfrica | Lineage 2
Mzr?zm-LEw.Kmdaa.m-Russi:ﬂ Lineage 4
AFOT5723-Japaneseencephalitisvirus GPT8

100

Cluster 5

=

Cluster 1

0.05
Sekil 2.3 Koéken 1 ve Kéken 2 BNV lerinin filogenetik agac1[92].
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Cizelge 2.3 BNV kokenlerinin genom dizilimleri ve patojenliklerindeki farkliliklar[93]

BNV Yayllim Alam  Insanlarda Etkiledigi Izole Edildigi
Olusturdugu Hayvanlar Canlilar
Hastahik
Belirtileri

Koken 1(Clade 1a)  Diinya Capinda  Ates, Menenjit, Kus, Siirlingen,  Insan, Sivrisinek,

Ensefalit, Akut Memeliler Kus, Memeli,
Flassid Paralisis Siirlingen
Koken 1(Clade 1b)  Avusturalya Ates, Menenjit, Kuslar Sivrisinek, Insan
(Kunjin) Ensefalit
Koken 2 Kuzey ve Ates, Menenjit, Kuslar, Atlar Sivrisinek, Kus, At,
Merkezi Afrika, Ensefalit Insan
Madagaskar,
Avrupa
Koken 3 Avusturya Bilinmiyor Bilinmiyor Culex pipiens
Koken 4 Rusya Bilinmiyor Bilinmiyor Dermacentor
Marginatus
Koken 5(Koken 1, Hindistan Ates, Menenjit, Meyve Yarasalar1 Sivrisinek, Kus,
Clade 1¢) Ensefalit Yarasa

2.4.3 Bat1 Nil Virusu’nun Yapis1 ve Genomu

BNV 40-60 nm biiyiikliigiinde olup, ikosahedral simetrili bir niikleokapside sahiptir.
Virusun genomu tek zincirli RNA yapisinda ve pozitif polariteli olup, 11000-12000
niikleotidden olusmaktadir. Bu genom, iigii yapisal (C, M ve E) ve yedisi yapisal
olmayan (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b ve NS5) 10 o6nemli protein
kodlamaktadir. Niikleokapsidi ¢evreleyen konak¢i kaynakli ¢ift kat lipit membrana
sahiptir ve 20 ile 53 kDa biiytikliigiinde iki 6nemli integral protein (E ve PrM) igerir[80,
94]. Bu proteinler; konak yelpazesi, doku tropizmi, replikasyon, immiin cevap i¢in B ve

T hiicrelerinin uyarimi gibi virusa ait dnemli 6zelliklerden sorumludurlar[17].
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2.4.3.1 Yapisal Proteinler

Kapsid (C) proteini: C proteini viral RNA’y1 ¢evreleyen ve viral niikleokapsidlerde
bulunan, temel aminoasitlerce zengin yaklasik 11 kDa biiyiikliiglindedir. C ana kapsid
proteinidir ve genomik RNA’y1 baglamaktadir. Premembran proteininin endoplazmik

retikulum translokasyonu i¢in sinyal bir peptid olarak hizmet eder[95].

Premembran (PrM): PrM, 26 kDa’lik oncii bir viral membran proteinidir (M).
PrM’nin Pr segmenti E proteinini dengeler ve fiizyojenik form icerisinde erken

flizyonun olugmasini engelleyerek yeniden diizenler[96,97].

E-Proteini: Virionun en biiylik ylizey proteini yaklasik olarak 53 kDa’lik boyutu ile E
glikoproteinidir. Immunolojik énem tasityan ve virulans faktorii olarak bilinen viral
hemaglutininlerdendir. Virus bu proteini sayesinde konak hiicreye baglanarak
noroinvazif bir 6zellik kazanir. Bu glikoproteinin ayrica, reseptor tanima 6zelligi,
virusun konak hiicre icerisine girisi esnasinda flizyon ve baglanmaya aracilik, kirmizi

kan hiicrelerinin agliitasyonu gibi 6zellikleri de vardir[80, 98,99].
2.4.3.2 Yapisal Olmayan Proteinler

NS1 Proteini: Yapisal olmayan protein 1 (NS1), virus replikasyonunun erken
asamalarinda rol oynadigi diisliniilen membran-baglantili yaklasik olarak 46 kDa
biiytikligiinde bir glikoproteindir[100]. Memeli hiicreleri tarafindan salgilanir ve hiicre

yilizeyinde bulunmaktadir[96, 100].

NS2A ve NS2B Proteini: NS2A proteini yaklasik 22 kDa ile orta biiytikliikte bir
hidrofobik proteindir[101]. Interferon (IFN) yanitin1 engeller ve viral iinitelerin bir
araya toplanmasi sirasinda rol oynar. Ayrica, RNA’nin paketlenmesinden

replikasyonuna gegisinin ayarlanmasiyla alakali oldugu da diistiniilmektedir[101-103].

NS2B proteini 14 kDa’lik zara baglanmis olan kii¢lik bir proteindir. Viral NS3 proteazi
icin zorunlu kofaktor oldugundan dolay1 NS3 proteini ile bir kompleks olusturmaktadir.
[104, 105]. Bu proteinin ayn1 zamanda enfeksiyon sirasinda zar gegirgenliginin degisimi

ile de alakali olabilecegi diisiiniilmektedir[106].
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NS3 Proteini: Yaklasik 70 kDa biiyiikligi ile ikinci en biiyiik viral proteindir. Serin
proteaz, helikaz, niikleosit trifosfat (NTPase) ve RNA trifosfadaz (RTPase) aktiviteleri
gibi fonksiyonel 6zelliklere sahiptir[96, 100].

NS4A ve NS4B Proteinleri: NS4A yaklasik 16 kDa biiytikliigiindedir. Bu proteinin
replikasyon kompleks stabilizasyonunda rol oynadigi 6ne siiriilmektedir. NS4B ise 27
kDa biiytikliigiinde olup fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. Ancak bu proteinlerin,
polimeraz kompleksinin lokalizasyonu ve aktivitesi i¢in gerekli olabilecegi

disiiniilmektedir. Ayrica interferon sinyalizasyonunu modifiye etmektedir[ 100, 107].

NSS Proteini: 103 kDa biiyiikliigii ile en biiylik viral proteindir. RNA bagimli RNA
polimeraz enzimi ve metil transferazi kodladigi bilinmektedir ve replikasyon igin

zorunludur[96, 108].
2.4.4 Bat1 Nil Virusu’nun Replikasyonu

Flaviviral RNA sentezi, konservativ ve asimetriktir[97]. Replikasyon dongiisiindeki ilk
adim, viral yilizey glikoprotein ve hiicresel reseptorler arasindaki etkilesimler yoluyla
giris noktasindaki hiicrelere flavivirus pargaciklarinin baglanmasidir[96, 100, 109].
Virus ylieyindeki E proteini araciligiyla konakg¢i hiicre yilizeyindeki bir reseptore
baglanarak hiicre igerisine girer[110]. BNV viryonlari, klatrin aracili endositoz yolu ile
hiicreye girerek[111] endoplazmik retikuluma dogru tasinmaktadir[112]. Viral membran
ile konak hiicre membranmin diisik pH ile flizyona ugramasi sonucu niikleokapsid
sitoplazma icerisinde serbest kalir[113, 114]. Serbest kalan RNA replikaz enzimi ile
negatif polariteli RNA’y1 sentezler. Sentezlenen negatif polariteli RNA, pozitif
polariteli bir RNA’nin olusturulmasi i¢in bir kalip olarak kullanilmaktadir. Ayrica
sentezlenen pozitif polariteli yeni RNA’lar ya viral protein sentezini devam ettirir ya da
kapsid igerisinde paketlenir. Virus parcacik diizenegi endoplazmik retikulum igerisinde
tomurcuklanma yoluyla olmaktadir. Endoplazmik retikulum igerisinde yeni RNA’lar ve
olgunlagsmamis PrM proteini bulunmaktadir. PrM proteini hiicre zarina gecisi sirasinda
parcalanarak olgun M proteini igeren enfektif virion olusur ve olgun virus ekzositoz

yolu ile hiicreyi terk eder[96, 97, 100, 115-117].
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2.4.5 Bat1 Nil Virusu’nun Rezervuar ve Vektorleri

BNV’nin rezervuari ve ana konag1 yabani kuslar, biyolojik vektorii ise sivrisineklerdir.
Insan, at ve diger bazi memeliler ise virusun rastlantisal konaklaridir. Bu memeli
konaklar  viicutlarinda tasmmma siklusunu devam ettirecek kadar viremi
olusturamadiklarindan son konak olarak kabul edilmektedirler[118]. Virusun
replikasyon dongiisiinde ikincil vektor olarak keneler ve nadiren de akarlar rol
almaktadir. Ancak kene ve akarlarmm sivrisinekler kadar etkili olmadiklar1
belirlenmistir[17, 58, 119]. Vektor aracilig1 olmadan son konakgilarda kendi aralarinda
hastalik gecisinin olmadig1 bildirilse de[20, 68] kuslarda BNV’ nin vektor olmadan
bulasabilecegi kanitlanmistir. Yapilan bir calismada kaz siiriilerinde vektor araciligi
olmadan salginin yayildigi tespit edilmistir[120]. Baska calismalarda da kuslarin
BNV’yi oral yolla alabilecegi, enfekte sineklerle beslenen kuslarin Bat1 Nil hastaligina
yakalandiklar1 gosterilmistir[121]. BNV nin si81ir, dag kecisi, koyun, esek, katir, geyik,
ren geyigi, evcil kedi ve kopek, kurt, dag leopari, evcil tavsan, babun, fil, timsah, gri
sincap, dogu sincabi, gri kurt, biliylik kahverengi yarasa ve gergedan gibi bir¢cok canlida
varlig1 bildirilmistir[ 122, 123]. Siirlingenlerin uzun siireli viremi olusturarak virusun kis
aylarmda hayatta kalmasimi1 saglayarak amplifikasyona katkida bulundugu
diisiiniilmesine ragmen[ 124, 125], Kuzey Amerika’da yapilan bir caligmada 3 stiriingen
(cizgili yilan, yesil iguana ve kizil yanakli su kaplumbagasi) ve 1 kurbaga (bullfrog
kurbagasi) tiiriinde viremi olusturamadig1 ve higbir sekilde BNV belirtileri gostermedigi

belirtilmistir[20, 124].

Yapilan bazi caligmalarla virusun vektor aracilifi olmadan insanlarda, organ
transflizyonu, kan ve kan triinleri transplantasyonu, anne siitii ve hamilelikte bebege

gectigi kesinlik kazanmistir[126-131].
2.4.5.1 Kuslarda Bati Nil Virusu

Yabani kuslar, gbd¢ rotalar1 boyunca konakladiklar1 bdlgelerde eklembacaklilar
tarafindan istilaya ugrayabilirler. Boylece enfekte eklem bacaklilardan virusu alabilir ya
da virusu eklem bacaklilara nakledebilirler. Kuslarin, kanlarinda yiiksek diizeyde viremi

olusturduklarindan virusun en 6nemli ve en genis konaklar1 olduklar1 varsayilmistir[80,
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132]. BNV ’nin 6zellikle Passeriformes takimi1 Corvidae familyasinda ¢ok yiiksek viremi
olusturdugu hem saha hem de laboratuar kosullarinda tespit edilmistir. Passeriformes
takimi1 haricinde, Charadriiformes, Strigiformes, Falconiformes takimlarinda da ytiksek
viremi olusturdugu cesitli calismalarla ortaya konulmustur[121, 133]. BNV gé¢men
kuslar haricinde yerli kanathlarda da yiiksek viremi olusturmaktadir. Ozellikle kirlangig,
kazlar ve kargalar virusun en sik rastlandigi kanathilardir[134]. Virusun kuslardan ilk
izolasyonu 1950’11 yillarin baslarinda Misir’da gerceklesmistir[135]. Go¢men kuslar ve
BNV’nin iligkisi Afrika’da kislayan kuslarin kislama sirasinda virusu aldiklarina ve
kuzey yoniinde gerceklestirdikleri ilkbahar gb¢ii sirasinda bu virusu Avrupa’ya dogru
tasidiklar1 hipotezine dayanmaktadir[136].Virusun yayiliminda 6zellikle gd¢men
kuslarin ¢ok biiyiik etkisi olduguna yonelik ¢esitli calismalar yapilmis, bu ¢aligmalarla
virusun Avrupa ve Akdeniz Havzasi’na go¢men kuslarla girdigi kanitlanmigtir[137-
144]. Okyanuslar gibi biiyiik bariyerlerden BNV gé¢men kuslar sayesinde ge¢mektedir.
Gocmen olmayan kuslardan olan kargalar BNV bakimindan yiliksek viremi gosterip,
hem kentsel hem de kirsal alanlarda bliyiik populasyonlar halinde goriilebilmektedir. Bu
biiylik populasyonlar insan ve diger canlilar icin hem BNV hem de diger arboviruslar

bakimindan tehdit olusturmaktadir[134, 145].

BNV salginlar1 6zellikle gogmen kuslarin ugradigi ve vektorlerinin bulundugu sulak ve
kentsel alanlarda goriilmektedir. Ornegin; Afrika’da kislayan kuslar, nisan ve mayis
ayinda kuzey yoniine dogru baslayan ilkbahar kus gocii ile Avrupa’ya girerek virusun
bu bolgeye girmesine neden olur. Temmuz aymdan ekim ayina kadar da virus, yerel kus

populasyonlar1 ve bunun sonucunda da insan ve atlara gegcmektedir[146].
2.4.5.2 Sivrisineklerde Bati Nil Virusu

BNV’nin dogadaki dongiisii kuslar ve sivrisinekler arasinda oldugundan sivrisineklerin
BNV’nin ana vektori oldugu disiiniilmektedir[145]. Beslenme davranisa gore
cogunlukla kuslardan, nadiren de memelilerden beslenen Culex cinsi sivrisineklerin
Kuzey Amerika’da BNV’nin temel vektorii oldugu tespit edilmistir. Culex cinsi
sivrisineklerin ~ ¢ogunun  yapilan  testlerle = BNV’nin  vektérii  oldugu
savunulmaktadir[147]. 1952-1954 yillarinda Misir’da saha calismalar1 ile birlikte

yapilan deneysel caligmalarla sivrisineklerin BNV’nin  vektorii oldugu kesinlik
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kazanmustir. Bu calismada izolatlar Cx. antennatus, Cx. univittatus ve Cx. pipiens’den

elde edilmistir[57, 148].

Yapilan caligmalar ile Afrika ve Orta Dogu’da virusun ana vektoriiniin Cx. univittatus
oldugu (belli alanlarda her ne kadar Cx. poicilipes, Cx. neavei, Cx. decens, Ae.
albocephalus ya da mimomyia olsa da), Avrupa’da Cx. pipiens, Cx. modestus ve
Coquillettidia richiardii oldugu, Asya’da Cx. quinquefasciatus, Cx. tritaeniorhynchus
ve Cx. vishnui oldugu tespit edilmistir[ 149, 150]. Ayrica Asya, Avrupa ve Orta Dogu’da
yapilan calismalarla virusun Cx. pipiens s.s., Cx. theileri, Cx.modestus s.s., Cx.
univittatus, Oc. caspius ve An. maculipennis s.l. tiirlerinde de bulundugu ve bu tiirlerin
virusun bulagmasinda etkili olduklar1 gorilmiistiir[ 136]. Ae. vexans, Cx. salinarius, Oc.
Jjaponicus, Oc. triseriatus gibi bazi tiirler de enfekte kuglardan beslendikten sonra bazi

duyarli omurgalilara virusu tastyarak koprii vektor gorevi yapmaktadir[151].

Cx. tritaeniorhynchus, Cx. umwvittatus complex, Cx. pipiens, Ae. aegypti ve Ae.
albopictus’da yapilan ¢aligmalarla sivrisineklerde virusun vertikal gecisinin oldugu

kanitlanmistir[ 149, 150, 152, 153].
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Cizelge 2.4 Bati Nil Virusu’nun tespit edildigi sivrisinek tiirleri[ 154, 155]

Aedes aegypti

Aedes albopictus

Aedes
atlanticus/tormentor

Aedes atropalpus

Ochlerotatus (Aedes)
caballus

Ochlerotatus (Aedes)
canadensis

Ochlerotatus (Aedes)
cantator

Ochlerotatus (Aedes)
caspius

Aedes cinereus

Aedes circumluteoulus

Ochlerotatus (Aedes)
condolescens

Ochlerotatus (Aedes)
dorsalis

Ochlerotatus (Aedes)
dupreei

Ochlerotatus (Aedes)
fitchii

Ochlerotatus (Aedes)
fulvus

Ochlerotatus (Aedes)
grossbecki

Ochlerotatus (Aedes)
infirmatus

Aedes japonicus

Ochlerotatus (Aedes)
melanimon

Ochlerotatus (Aedes)
nigromaculis

Ochlerotatus (Aedes)
provocans

Ochlerotatus (Aedes)
sollicitans

Ochlerotatus (Aedes)
squamiger

Ochlerotatus (Aedes)
sticticus

Ochlerotatus (Aedes)

Ochlerotatus (Aedes)

Aedes triseriatus

Ochlerotatus (Aedes)

stimulans taeniorhynchus trivittatus
Aedes vexans Anopheles atropos Anopheles barberi Anopheles
crucians/bradleyi
Anopheles franciscanus Anopheles freeborni Anopheles hyrcanus Anopheles maculipennis
Anopheles punctipennis Anopheles Anopheles walkeri Coquillettidi spp.
quadrimaculatus

Coquillettidia
perturbans

Coquillettidia richiardii

Culex apicalis

Culex bitaeniorhynchus

Culex coronator

Culex decens

Culex erraticus

Culex erythrothorax

Culex modestus

Culex neavei

Culex nigripalpus

Culex pipiens

Culex poicilipes,

Culex quinquefasciatus

Culex restuans

Culex salinarius

Culex stigmatosoma

Culex tarsalis

Culex territans

Culex theileri

Culex thriambus

Culex tritaeniorhynchus

Culex Univittatus

Culex Vishnui

Culiseta impatiens

Culiseta Inornata

Culiseta incidens

Culiseta longiareolata

Culiseta melanura

Culiseta morsitans

Deinocerites cancer

Mansonia tittilans

Orthopodomyia
signifera

Psorophora ciliata

Psorophora columbiae

Psorophora ferox

Psorophora howardii

Uranotaenia sapphirina
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2.4.6 BNV’nin Bulasma Dongiisii

1952-1954 yillarinda Misir’da yapilan BNV calismalari, virusun yayilma dongiisiine
yonelik yapilan ilk kayitlar1 icermektedir[156]. Virusun dogadaki dongiisii disi
sivrisinegin enfekte bir kustan kan emmesi ile baslar. Sivrisinegin beslenmesi esnasinda
virus, enfekte kan ile birlikte sivrisinegin bagmrsagina gecerek bagirsak epitel
hiicrelerinde ¢ogalmaya baslar. Virus buradan sivrisinegin dolasimina katilarak tiikiiriik
bezlerine tagmir ve burada c¢ok yiiksek miktarda ¢ogalir. Sivrisineklerin virusu aldiktan
sonra baska bir canliya nakletme siireleri 10 giin ile 2 hafta arasinda degismektedir[157-

159].

Sivrisineklerde populasyon yogunlugu, beslenme davranigi, 6miir uzunlugu ve herbir
tiirlin mevsimsel aktivitesi sivrisinegin vektdrel oneminin belirlenmesinde dikkate
almacak unsurlardir[160]. Sivrisinegin metabolizmast ve biyolojisi sicaklik gibi
cevresel sartlardan biiyiik Olclide etkilenmektedir. Buna bagli olarak virusun sinegin
viicudunda ¢ogalmasinda sicakligin etkisi oldukga fazladir. Sicaklik artis1 sivrisineklerin
tasidig1 virus miktarmni ve bdylece de virusun baska canlilara gegme ve virusun yayilim
oranmi artirmaktadwr[161]. Virusun sivrisinekteki amplifikasyonu i¢in en uygun
sicakligm 22 °C oldugu diisiiniilmektedir. Sivrisinek populasyonlari, yumurta iiretim
siiresinin kisalmasi ve yumurta miktarindaki artis ile artmaktadir. Bunda da sicakligin
etkisi olduk¢a fazladir. Konak tizerinden kan emerek beslenme ve yumurtlamanin
siklasmast vektor-konak temaslarini arttrmaktadir. Boylece patojenler daha hizli

gelisip, daha sik iletilmektedir[162].

Sivrisinekler beslenme ile virusu alabilecekleri gibi transovaryal olarak da virusu
nakledebilirler. Yapilan ¢alismalar ile baz1 Culex ve Aedes cinsi sivrisineklerin virusu
vertikal ve horizontal olarak larvalarma gegirdikleri tespit edilmistir[ 149,150, 152, 153].
Vertikal gecis, enfekte disi bireylerdeki virusun, bireyin F1 dollerine ge¢mesi olarak
tanimlanmaktadir[163]. Erkek bireyler vertikal olarak virusu alabilir ve c¢iftlesme ile
disiye virusu nakledebilir. Bu cinsel iletim dogada wvertikal gegisin etkisini
artirabilmektedir[164]. Yinede, BNV deki vertikal gegis orani diger flaviviruslara gore
daha diisiiktiir[165].
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Beslenme sonrasi virusu tiikriik bezlerinde tutan enfekte sinek, beslenme amach
soktugu konaga (at, insan, kanatli ve siirlingenler gibi son konaklar) tiikiiriik

bezlerindeki virusu iletir[158,159].

Enfekte sivrisinekler virusu kuglara
nakleder. Bazi kug tirleri duyarh olup,
&limle sonuglanabilecek hastalik
belirtileri gésterirken, bazi tiirlerde
enfeksiyon olsa bile belirti gézlenmez.

"
N

Bazi kuglarda sivrisinek aracihd@
olmaksizin bulas olabilecegi bildirilmistir

(2)

Tipik BNV déngiisii:
KUS =<—» SIVRISINEK

4]

Enfekte sivrisineklerin kan
emdikleri memeliler BNV
9 O pozitif olarak test edilebilir,

ancak bazilaninda enfeksiyon

“Dead-end” tagiyicilar: belirtileri gbzlenmez.

Baz bireylerde klinik

enfeksiyon olugsa da,

viremi miktan ve siresi

sivrisineklere geri

bulastinlacak diizeyde

olmadig@indan, virus

déngiisi devam etmez.

Sivrisinekler BNV ile enfekte
kuglardan kan emerek
virusu alirlar

Sekil 2.4 Bat1 Nil Virusu’nun yasam déngiisii[166].

Ozellikle kuslar olmak iizere kanathlar BNV nin en dnemli konaklaridir. Kuslarda
viremi yliksek diizeyde olup 7-8 giin siirmektedir[64-66]. Epidemik BNV salgmlarimin
oldugu c¢ogu bolgede virustan etkilenen kuslarda (6zellikle karga) Oliimlerin
gozlenmesi, kuslarin virusa olan duyarliliin1 gostermektedir[141, 167]. Virusun farkli
kitalar, bolgeler ve cografyalara yayilimasinda go¢men kuslarin 6nemi ¢ok biiytiktiir.
Enfekte bir go¢men kus, gb¢ zamani gittigi giizergahlara virusu tasir ve o bolgede
virusun yayilmasini saglar. Ya da saglikli olsalar bile gittikleri bolgede enfekte bir sinek

ile virusu alip baska bir bolgeye virusun girmesini saglarlar. Go¢gmen kuslar haricinde
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yerli kus ve diger kanathilarm da yasadiklar1 bolgede virusun yayiliminda rol
oynadiklar1 diisiiniilmektedir[64, 168]. Ayrica, kuslarin enfekte sineklerle beslenerek

virusu oral yolla da alabilecegi kanitlanmistir[133].

BNV bir¢ok memeli ve nadir siiriingen tiirlerinde bulunsa da, ¢ogunlukla at ve
insanlarda gosterilmistir[81]. BNV’nin son konagi olarak goriilen at ve insanlarda
viremi diisiik diizeyde ve yaklasik 3 giin siirmektedir. Vireminin diisiik diizeyde ve kisa
siireli olmasindan dolayr virusun yayiliminda bu konaklarin ¢ok etkin olmadiklari
disiiniilmektedir[64-66]. Virus insan ve atlarda asemptomatik seyretmekle birlikte hafif
klinik belirtiler gostermektedir. Semptomlar genellikle enfeksiyon sonrasi genellikle 2-

15 giin sonra ortaya ¢ikmaktadir[17].

Virusun vektdr araciligi olmadan tagindigi durumlar ise; organ nakli, kan transflizyonu,

diyaliz, intrauterin veya anne siitii, perkiitan ve aerosol yollardu[126-131].
2.4.7 Patogenez ve Patoloji

Enfekte konaktan kan emen sivrisinegin viicuduna giren virus, bagirsak epitelyum
hiicrelerine yerlesip c¢ogalir ve oradan da tikiiriik bezlerine gegerek c¢ogalir ve
sivrisinekte herhangi bir patolojik degisiklik olusturmaz. Omurgali konak {izerinden

beslenen enfekte sivrisinek tiikiiriik bezlerindeki virusu konaga iletir[ 158-159].

Konakta deri altina enjekte edilen viriis keratinositler ve langerhans dentritik hiicreleri
icinde cogalmaktadir[169]. Enfekte dentritik hiicreler veya keratinositler bolgesel lenf
diigiimlerine gé¢ eder ve bu dokularda ilk replikasyon baslar. Replikasyon ile birlikte
diisiik seviyeli ve gecici viremi meydana gelir ve bu viremi 1 hafta kadar siirebilir[170].
Diistik seviyeli vireminin olusumundan birka¢ giin sonra anti-BNV IgM antikorlar1
iiretilir ve boylece BNV kandan biiyiik 6l¢iide temizlenir. BNV kandan biiyiik 6lglide
temizlense de virus immun sistemden kacip MMS’ye yerlesebilmektedir. Viremi
ardindan virus kan dolasimi ile basta dalak, karaciger ve bobrek olmak {izere bir¢ok
organa yayilarak enfeksiyona duyarl endotel hiicreleri, monosit ve makrofajlar1 enfekte

eder ve ikinci replikasyon meydana gelir ve ¢ogu zaman burada kalir[110, 171,172].
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BNV o6zellikle yaslilar ve bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde MMS boyunca
hiicreden hiicreye yayilabilir. Virus MMS’de ndronlar, glial hiicreler, bazal ganglionlar,
beyin sap1 ve omuriligi enfekte eder ve burada bozukluklar meydana getirir[173].
Virusun kan-beyin bariyerini asarak MSS’ne nasil ulastigi heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Fare {lizerinde yapilan bazi deneylerin gozlemleri sonucunda, dogal
bagisiklik aktivasyonu ve patojeni tanima gibi gorevleri olan toll-like reseptor 3’1
(TLR3) eksik olan farelerin normal farelere oranla 6liimciil BNV ye kars1 daha direngli
olduklar1 gozlenmistir[174, 175]. BNV’li 6liimlerin patolojik bulgulari; beyinde yaygin
bir yangi, perivaskiiler inflamasyon, mikrogliyal nodiiller, degisken nekroz ve
noronlarn kaybidir. Derin gri g¢ekirdek, beyin sapt ve omurilik virusten en fazla
etkilenen bolgeler olarak goriinmektedir[173, 176, 177]. Bu bdlgeler haricinde ayrica
deri, yag, kas, tendon ve kemik iliginden de BNV izole edilmistir[178].

2.4.8 Klinik

Insanlarda BNV enfeksiyonlarmin ¢ogu asemptomatiktir. Ancak enfekte kisilerin
yaklasik %20’si1 klinik belirtiler gostermektedir. Bu kisilerin de %1’inden daha azinda
ciddi norolojik semptomlar gelismektedir. BNV hastalik belirtileri yorgunluk, ates, bas
agrisy, kas agrisi, halsizlik, dokiintii, ve boyun agris1 gibi bir¢ok spesifik olmayan grip
benzeri semptomlardir. Semptomlar genellikle enfeksiyon sonrasi 2 ile 15 giin arasinda
ortaya ¢iksa da, ortalama siiresi 2 ile 5 giindiir[17]. Baz1 durumlarda, bircok hastada
BNV siddetli titreme ve parkinsonizmin de dahil oldugu hareket bozukluklarina neden
olabilir[20, 68, 179]. Noroinvaziv BNV hastaligmm klinik belirtileri degisken olup
ensefalit, aseptik menenjit, cocuk felci ve benzeri sendromlari igerir. Noroinvaziv BNV
enfeksiyonu olan hastalarin %35-40’1nda menenjit, %55-60’1nda ensefalit ve sadece

%35-10’unda akut flaks paraliz (AFP) gelisebilecegi bildirilmistir[ 180, 181].

Noroinvaziv hastaliklar ileri yaslarla iligskilendirilse de genglerde ve cocuklarda da
bildirilmistir[ 17]. Bat1 Nil hastalig1 i¢cin hipertansiyon ve diyabetin ciddi bir potansiyel
risk faktori oldugu ileri stiriilmiistiir. Ancak en 6nemli faktoriin virusun, yasli insanlara
nakledilmesi ve immun sistemi yeterince gelismemis ya da immun yetmezligi olan

kisilere bulasmasidir[17].
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Insanlarda oldugu gibi atlarin ¢ogunda da klinik bir belirti olmamaktadir. BNV
enfeksiyonu  geciren  hayvanlarin  yalnizca  %10’unda  klinik  semptomlar
olugsmaktadir[182]. Atlarda ates, ataksi, ayaklarda zayiflik, dis gicirdatma, yiizde ve
kaslarda segirme, tremor, korliik gibi semptomlar tespit edilmistir. Hastalik genellikle 3
hafta stirer. BNV enfeksiyonundan etkilenen ve semptomlar1 gdsteren atlarda oliim
oranlart %25-45’dir. Atlarda olusan lezyonlar polioensefalomiyelit ve diger ciddi

vakalarda oldugu gibi MSS ile sinirhdir[183].

Kuslardaki tipik klinik belirtilerden ndrolojik olanlar1 ataksi, felg gibi norolojik
olmayanlar1 ise depresyon, uyusukluk, tiiylerde dokiilme, kilo kaybi, kalp kasi
yangisidir. BNV enfeksiyonu kuslarda beyin, bobrek, kalp, akcigerler, karaciger,
gonadlar, dalak, bagirsaklar, yemek borusu ve deri gibi birden fazla organda hasara
neden olmaktadir[121]. Kargalar ve mavi alakargalar BNV enfeksiyonuna karsi olduk¢a
hassastirlar. Bu nedenle kargalarin 6liim oranlarindaki artis insanlarin salgindan
etkilenme riskini artiracaktir. Amerika’da karga Oliimleri BNV’nin aktivitesini

ongormek i¢cin epidemiyolojik bir gosterge olarak kabul edilmistir[ 184, 185].
2.4.9 immunite

BNV’ye karsi hem dogal hem de sonradan kazanilan immiin yanitlar enfeksiyonun
kontrolii i¢in biiyiikk 6nem tasimaktadir. Tip 1 interferon (alfa ve beta) virus seviyesini
sinirlandirma, néron kaybimni azaltma ve hayatta kalma oranini artirmak i¢in oldukca
onemlidir[ 186]. Sonradan kazanilmis bagisik yanit enfeksiyonun kontroliinde énemli bir
rol oynamaktadir. BNV ile enfekte edilmis fareler {lizerinde yapilan calismalarla
enfeksiyonun kontrolii icin hem T hem de B hiicrelerinin 6nemli oldugu tespit
edilmistir[ 187-192]. CXCL10 gibi kemokinler ve bu kemokinlerin ligantlart CXCR3 ve
CCRS, CD4+ ve CD8+ T lenfositleri virusun merkezi sinir sisteminden temizlenmesini
sagladig1 ve farelerin yasam siirelerini uzattigi1 gézlenmistir[189, 193]. BNV spesifik
IgM salgilayan B hiicreleri enfeksiyon sonrasi1 7. gilinde tespit edilebilmektedir[194].
IgM erken donemde BNV enfeksiyonunu saptamak i¢in kritik 6nem tagimaktadir. BNV
spesifik IgM’lerin pasif transferi yetersiz IgM’de 6liimciil BNV enfeksiyonuna karsi
fareleri koruyabilmektedir. Hastalarda BNV spesifik IgM tespit edildikten yaklasik 3-4
glin sonra Anti-BNV IgG titreleri Olgiilebilmektedir[193]. IgG’nin biiyiik olasilikla
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tekrar eden BNV enfeksiyonuna kars1 uzun siireli bagisiklik kazandirici baskin antikor
oldugu disiiniilmektedir. Heniiz yeterli veri olmamasina ragmen iyilesmekte olan
hastalarda BNV’ye karsi olusan bagisikligin  Omiir boyu siirdiigli tahmin
edilmektedir[196].

2.4.10 Tam

Insanlarda hastahigin tanisini koymada hastanin klinik gegmisi biiyiik dneme sahiptir.
Ozellikle sivrisineklerin etkin oldugu yaz aylarinda ortaya ¢ikan yorgunluk, ates, bas
agrisy, kas agris1 ve halsizlik gibi grip benzeri belirtilerin olmasi BNV vakasmdan siiphe
edilmesini gerektirir. Cogu zaman BNV ile enfekte olmus kisilerde herhangi bir hastalik
belirtisi goriilmemektedir[17]. Bu belirtiler gozlendigi zaman ilk olarak tam kan sayimu,
beyin omurilik sivisinda hiicre sayimi, glukoz ve protein diizeyi tetkikleri ve norolojik

goriintiileme yontemleri gibi rutin klinik testler yapilmalidir[197].

Ayn1 sekil cogu atlarda da BNV asemptomatiktir ve herhangi bir klinik belirti
gostermeyebilir. Klinik belirti gosteren atlarda ise MSS etkilenmistir ve diger
ensefalitlerle ortak olan halsizlik, bacaklarda titreme, ates, yliz ve kaslarda segirme gibi

belirtileri gostermektedir[ 183].

BNV kanatlilarda da herhangi bir belirti gostermeyecegi gibi, burunda akinti, halsizlik,
tiiylerde dokiilme, ates ve depresyonlar gibi belirtiler de gosterebilmektedir. Bu

belirtilerin gdzlenmesi halinde BNV hastaligindan siiphelenilebilmektedir[121].

Tim bu belirtiler BNV i¢in bir gosterge olsa da gribal enfeksiyonlar ve diger
ensefalitlerle de benzerlik gostermektedir ve kesin bir kani i¢in yetersiz kalmaktadir. Bu
durumda Bat1 Nil hastalig1 teshisini net olarak koyabilmek icin asagidaki yontemler

kullanilmalidir.
2.4.10.1 Serolojik Yontemler

Insanlarda BNV enfeksiyonu tamisinda hala en yaygm yontem olarak serolojik

yontemler kullanilmaktadir. Serolojik yontemler arasinda;

v Enzyme- linked immunosorbent assay (ELISA)
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v Indirekt immunofluoresan antikor testi (IFAT),
v' Plak rediiksiyon notralizasyon testi (PRNT)
v Hemaglutinasyon-inhibisyon testi (HIA)
v Koplement fiksasyon testi (CFT)
gibi teknikler bulunmaktadir.

Enzyme- linked immunosorbent assay (ELISA) yontemi antijen veya antikoru dogrudan
baglama prensibi ile calismaktadir. ELISA, serum igerisinde antikora 6zgii antijen
varsa, dogrudan antikorun antijene baglanmasin1 saglar. Seruma eklenen enzimin

antijen-antikor kompleksine baglanmasi ile renk degisimi gozlenir[198].

BNV enfeksiyonundan sonra konagin viicudunda IgM ve IgG antikorlar1 tiretilmeye
baslar. Enfeksiyondan 4-7 giin sonra IgM antikorlar1 tespit edilebilir. [gM antikorlar1
bazi1 olgularda birka¢ hafta ya da ay icinde kaybolsa da 1 yil kadar viicutta
kalabilmektedir[199]. Yaklasik 8 giin sonrasinda da IgG antikorlar1 tespit edilebilir ve
cok uzun yillar viicutta kalabilmektedir[200]. ELISA testleri serumdan, plazmadan ve
beyin omirilik sivisindan (BOS) alinan 6rneklere uygulanabilir. ELISA yonteminden en
1yl sonucu alabilmek i¢in en iyi yol, hastaligin belirtilerinin baslamasindan 8-14 giin
icersinde serum, plazma ya da BOS 6rneklerinden IgM antibody-capture enzyme-linked
immunosorbent (MAC-ELISA) testi ile IgM antikorlarinin saptanmasidir. Bu yontem

%95’lik duyarliliga sahipliligi ve hizli uygulanabilmesi gibi avantajlara sahiptir[201].

ELISA yonteminin tekniksel bir varyanti olan Epitope Blocking (EIA) yontemi IgG’nin
tanimlanmas1 i¢in kullanilmaktadir. Bu yontem, BNV antijenlerine baglanmak i¢in
BNV’ye 0zgli MAb’lerin ve test edilen serumun arasindaki rekabete
dayanmaktadir[202]. Bu yontem baslangi¢ta hayvanlarda BNV tanisin1 yapmak i¢in
gelistirilse de son zamanlarda insanlarda da kullanilmaktadir. Bu yontem de diger

flaviviruslarla ¢apraz reaksiyon vermektedir[203].

Indirekt IgG EIA ydntemi ise enfeksiyon siiphesinde ve saghkli asemptomatik gruplarin
taranmasinda MAC-ELISA ile birlikte kullanilmaktadir. Kan, serum veya BOS’da IgG
antikorlar1 saptanir. Gelistirilen kitler sayesinde enfeksiyonun gegirilme zamani da

belirlenebilmektedir [204].
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Indirekt immunofluoresan antikor testi (IFAT) yontemi de enfekte konagin serum, bos
ya da plazmasindan antikoru saptamak amacli kullanilan yontemdir. ELISA’dan farki

duyarhlik ve 6zgiinliligiidiir[204].

Plak rediiksiyon nétralizasyon testi (PRNT), sivrisineklerde virus tespiti i¢in en spesifik
test olarak kabul edilmektedir. Virusun hiicre kiiltiirlerinde olusturdugu sitopatik etkinin
onlenmesi esasmna dayali bir dogrulama testidir ve antikor Ozgiilliigiiniin belir-
lenmesinde kullanilmaktadir[205,206]. Bu yontem diger serolojik yOntemlerle
calisilarak diger flaviviruslarla olusan ¢apraz reaksiyonu ayirt etmeye yardimci olur.
ELISA ve IFAT yontemi hizli, tekrarlanabilir ve diger yontemlere gore daha ucuz olma
avantajina sahip olsa da diger flaviviruslarla c¢apraz reaksiyon verebilmektedir. Bu
nedenle ¢alismanm giivenilirligi agisindan plak rediiksiyon notralizasyon testi ile de

teyit edilmelidir[206].

Hemaglutinasyon-inhibisyon (HIA) ve komplement fiksasyon (CFT) testleri enfekte
konagin virusa verdigi immun yanitin gosterilmesine yonelik yontemlerdir. Bu testler
flavivirusun konaga girmesini takiben enfekte konakta olusan bagisiklik tepkisini tespit

etmek i¢in kullanilmaktadir[67, 207].

HIA, spesifik olmayan inhibitdrlerin ¢ikarildigi her bir serumun islemine yoneliktir. Bu
testten verimli bir sonu¢ alabilmek i¢in alinan numunenin hemen calisilmasi
gerekmektedir. Ayrica bu yontem cok genis bicimde ¢apraz reaksiyon vermektedir. CFT
hem analitik asamada hem de okuma asamasinda fazlasiyla yogun is giici
gerektirmektedir. Ayrica testin 6zgiinliigli ve duyarhiligi yeterince giivenilir degildir[67,
207]. Her iki test de enfeksiyonun erken doneminde uygulanmasi, diger testlere gore
duyarliligmin i1yi olmayisi, zahmetli, zor ve zaman alan teknikler olmasi nedeniyle

BNV’nin tanisi i¢in tercih edilmezler[204].
2.4.10.2 Molekiiler Yontemler

BNV’nin tanis1 i¢in kullanilan molekiiler yontemler deneyesel ve biyoinformatik

yontemler olarak ikiye ayrilir.

BNV tanisi i¢in ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Bunlar;
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Geri Transkripsiyonpolimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR)
Nested PZR

Real time polimeraz zincir reaksiyonu (rRT-PZR)

D N N NN

Tagman assay ve niikleik asidtemelli amplifikasyon metodu (NASBA) modifiye
RT-PZR’lardr.

Reverse transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR):Bu yontemlerden bir
tanesi de RNA sekanslarmin kullanildigi Reverse transkripsiyon polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PZR) yontemidir. RT-PZR yontemi artropod, memeli ve kanathlarin
serum, doku ve plazmalarinda BNV tan1 ve taramasi yapmak icin siklikla
kullanilmaktadir. 5°-3” eksontikleaz aktivitesi ile hedef primerlere bagli olarak
calismaktadir[208]. Viral gen dizisinin oldugu cDNA amplifiye edilir ve amplifiye
edilmis iirlinden virusun gen dizisini tespit eder[209]. RT-PZR, floresan boya ile
isaretlenmis problarin duyarlilig1 artirmasiyla diger tekniklere gore 6nemli bir avantaja

sahiptir.

Nested PZR: Birbirini takip eden iki polimeraz zincir reaksiyonundan olusur.
Yontemde istenilen amplifiye dizilerin i¢ bolgesinin ¢ogaltilmasi ile dizayn edilen ikinci
bir PZR yontemi uygulanmaktadir. Uygulanan ilk amplifikasyonda, hedef DNA
dizisinin dis bolgesine 6zgli iki dis primer kullanilarak uzun bir bélgenin ¢ogaltilmasi
gerceklesmektedir. Ikinci amplifikasyon mekanizmasinda, ilk amplifikasyondan gelen
bdlgenin i¢ bdlgesine baglanan iki i¢ primer kullanilarak kiigiik alanmn c¢ogaltilmasi
saglanmaktadir. Nested RT-PZR teknigi BNV tan1 duyarliligmi 10 kata kadar
artirabilmektedir. Fakat yontem uzun siirmesi ile birlikte kontaminasyonlara daha

yatkindir[209-211].

Real time zincir reansiyonu (rRT-PZR): Real Time polimeraz zincir reaksiyonu
(rRT-PZR) yontemlerinin uygulandig1 ornekler biiylik ¢esitlilik gosterse de genellikle
sivrisinek gibi hayvan dokularinda BNV’nin saptanmasi bakimindan hizli ve
glivenilirdir. Son 10 yildir yapilan modifikasyonlarla farkli teknikler ileri

siirtilmiistiir[212].
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Tagman assay ve Niikleik asit temmelli amplifikasyon metodu (NASBA): Bu
yontemler modifiye RT-PZR’lardir. Her iki teknik de duyarliliklari ile 6n planda
olmaktadir. NASBA, ozellikle BOS ve sivrisinek havuzlarinda olduk¢a hassas ve
giivenilir sonuglar vermektedir. NASBA yontemi 3 enzimin (geri transkriptaz, T7 RNA
polimeraz ve RNasz H) kullanim1 ve elektrokemiluminesans tekniginin de oldugu bir
algilama sistemi icermektedir. Amplifiye edilmis RNA {riinii, amplifikasyon
reaksiyonu icerisinde yer alan molekiiler isaretli problarin kullanimiyla tespit
edilir[212]. Bu yontemin en biiylik avantaji 1 saatten daha kisa bir slirede sonug
vermesidir. Son yillarda gelistirilen SYBR Green testi ise tagman kadar duyarl fakat

daha az spesifiktir[213].
Biyoinformatik Yontemler

v The National Center of Biotechnology Information(NCBI), elde edilen diziler,
bu veri tabaninda bulunan BLAST analizi ile hangi tiirler benzerlik gosterdigi
belirlenmektedir. Ayrica bu alanda yapilan farkli ¢alismalara yine bu veri
tabaninda bulunan PubMed ile ulagilmaktadir.

v' GeneTool (Versiyon 1.0), gene ait restriksiyon analizi, primer tasarimi
gerceklestirilmesi gereken nokta mutasyonlarinin belirlenmesi, yatay ve dikey
hizalamalarda bu program kullanilmaktadir.

v ClustalW(1.83), dikey hizalama ve agag¢ analizlerinin olusturulacagi programlara
veri hazirlanlanmasinda kullanilmaktadir.

v" MEGA programu ile filogenetik agaglar olugturulmaktadir.
2.4.10.3 Antijen testleri

VecTest ve RAMP testleri viral antijeni belirlemek amaciyla gelistirilmis ticari

testlerdir.

VecTest BNV’yi algilamak i¢in Tibbi Analiz Systems, Inc. tarafindan tasarlanmig[214]
ve Ozellikle sivrisinek havuzlarinda calismak i¢in gelistirilmistir[215]. Ancak
sivrisineklerin yaninda kanathilarda da kullanilmasi gibi avantaja sahiptir[216]. Test
BNV ve SLE antijenlerine kars1 tip-spesifik monoklonal antikorlar kullanir[215]. Bu
testin uygulanmasi i¢in test ¢ubuklar1 i¢inde sivrisineklerin oldugu test tiipiiniin igine
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yerlestirilir. Eger BNV wvarsa, antijenler ¢ubuk {izerindeki antikorlara baglanir ve
kirmizi-mor bir renk alir. Testin sivrisineklerdeki duyarliligit RT-PZR’a gbre daha azdir.

Bu testin avantaji 20 dakikadan kisa stirede sonug vermesidir[215-217].

The Rapid Analyte Measurement Platform (RAMP) testi antijeni tespit etmek icin
VecTest testi ile aym1 yontemi igerir. Hizli, kolay ve gilivenilir tam1 saglamak {izere
tasarlanmistir. Rampa deney seridi, deney ve kontrol dalga bolgelerinde yayilan floresan
arasindaki orani hesaplar ve okuyucu i¢ine yerlestirilir. Sonuglar RAMPA birimleri
olarak gosterilir. Bu teknigin VecTest tekniginden daha duyarli olma avantaj1 vardir. Bu

iki methodun farki, farkli etiketlere baglanan antikorlar1 kullanmasidir[218].
2.4.10.4 immunohistokimya

Oliimciil ensefalit vakalarindan elde edilen dokulardan histokimyasal protokolleri
kullanarak BNV antijen tespiti yillardir tan1 amacli kullanilmistir. Giliniimiizde bu
prosediir nadiren kullanilsa da, laboratuar verilerinin az oldugu vakalarda kesin klinik
tanty1 gelistirmek i¢in kullanilmaktadir. Cogu durumlarda duyarhiligi diisiik olmakla
birlikte arastirilan dokunun kalitesi ve dokudaki virus miktarina bagli olarak da

degisebilmektedir[204].
2.4.11 Tedavi, Kontrol ve Korunma

Bat1 Nil hastaligina yonelik herhangi bir spesifik tedavi yontemi bulunmamakla birlikte
hastaliga kars1 mevcut tedavi secenekleri cogunlukla destekleyicidir[219]. Insanlarda
hafif seyirli olgularda hastanin bas ve kas agrisinin giderilmesi, atesin diisiiriilmesi ve
bulantinin Onlenmesi i¢in analjezik, antipiretik ve antiemetik ilaclar kullanilabilir.
Siddetli olgularda hastaneye yatirilan hastalarda solunum destegi, sivi kaybinin oldugu
durumlarda ise rehidratasyon gibi tedaviler uygulanir. Bu tiir tedavilerle birlikte hasta

gozetim altinda tutulmalidir[66, 220].

Insanlara yonelik gelistirilmis herhangi bir as1 veya ila¢ bulunmamaktadir. Ancak
yillardir bu ydnde yapilan birgok ¢alisma mevcuttur. Ozellikle ribavirin ve interferon-
02b’nin insanlarda BNV hastalig1 tedavisinde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir [221].
2005 yilinda DNA plazmid tabanli gelistirilen as1 ile hayvan deneylerinde E16
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(MGAWNI) olarak bilinen BNV’ye 6zgii monoklonal antikorun MSS’nde nétralize
edici antikorlar tirettigi gozlenmistir[222]. 17D sarthumma as1 susunun kullanildigi PrM
ve E proteinlerine dayali ChimeriVax BNV diigsel bir as1 ile de umut verici sonuglar

gozlenmistir[223].

Atlarda, BNV enfeksiyonu gorildiigii durumlarda klinige yatirilip MSS’de olusan
tahribatlar tedavi edilmelidir. Hastaligin siddetli olmadig1 zamanlarda analjezikler ve
antipiretikler kullanilabilir[223-225]. Atlar1 korumak i¢in kullanilan 4 adet lisansli as1
bulunmaktadir. Bunlar inaktif asilar, DNA asilari, canli atteniie asilar ve genetigi
degistirilmis canli virus asilaridir[183]. Ozellikle 6 aym iistiindeki atlarda bu asilar

kullanilabilmektir[225].

BNV’den korunabilmek icin dikkat edilmesi gereken bir¢ok unsur vardir. Atlarda
lisansh asilar mevcut oldugundan, 6 aymn {stiindeki atlarin asi olmasi hastaliktan
korunmak i¢in ideal bir yontemdir. Ancak insanlarda BNV’ye karsit bir as1 heniiz

gelistirilemediginden kontrole yonelik korunma yontemleri uygulanmalidir[219].

Cesitli kurum ve kuruluslar virusun yayilmasii kontrol etmek ve izlemek i¢in vektor
sivrisineklerin oranmi, Oli kuslar1 (6zellikle kargalar), yabani kanathlarda
seroprevalansi, virusa duyarli hayvanlari, insan ve diger memelilerdeki hastalik

teshislerini takip edebilecek sistemler gelistirilmelidir[ 157].

Virus organ nakilleri ve kan nakli ile bulasabildiginden tiim kan ve organ bagislart BNV

enfeksiyonu i¢in taranmalidir[225].

Sivrisinekler virusun yayiliminda ve bulagmasinda biiyiik rol oynadiklarindan korunma
ve kontroliin sivrisineklere yonelik olmasi ¢ok 6nemli bir noktadir[226]. Bunun i¢in
cesitli kamu kuruluglar1 bu alanda uzmanlasmis kisilerin de yardimi ile sivrisineklerin
temel Ozellikleri ve yasam dongiilerini bilmeli ve halki bilinglendirmelidir. Bu
kuruluslar bolgedeki sivrisinek tiirleri ve sivrisinek larvalarinin yasam alanlarini tespit

edip, ergin ve larva miicadelesi yapmalidir

Kamu Kuruluslarmmin ¢alismalar1 disinda sivrisineklerden kisisel olarak da korunmak

cok Oonemlidir. Ev ve ahirlarimiza sivrisineklerin girmemesi igin pencere ve kapilara
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sineklikler takilmali ve gerekirse sinek dldiirticiiler kullanilmalidir. Biiytlik ya da kiiciik
her tiirlii su birikintisinde sivrisinekler ilireyebileceginden, bahgelerde ya da yasam

alanlarmin ¢evresinde su birikmemesine 6zen gosterilmelidir.

Sivrisineklerin en aktif oldugu saatler sabah ve aksam alacakaranliklaridir. Ozellikle bu
saatlerde disar1 cikmamaya 6zen gosterilmelidir. Cikilsa dahi kapali giysiler giyinmeli

ve viicudun agik kismina sivrisinek kovucular sikilmalidir.

2.4.12 Tiirkiye’de Bat1 Nil Virusu’nun Epidemiyolojisi

Tirkiye, cografi konumu ve iklimsel yapisi itibari ile ¢esitli hastaliklara neden olan
virus ve parazitlerin vektorliiglinii yapan sivrisinek tiirlerini barindirmakta ve kus goc
yollar1 tizerinde bulunmaktadir. Hem gé¢men kuslarin hem de BNV nin vektorliigiinii
yapan sivrisinek tlirlerinin yayginlig: Tiirkiye’yi BNV acisindan riskli kilmaktadir[227].
Ulkemizde 1964 yilindan bugiine kadar yapilan ¢alismalar ¢izelgede gosterilmistir.
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Cizelge 2.5 Tiirkiye’de insan ve diger bazi memelir tiirlerinde BNV ¢alismalar

Yil BOlgeler Caligilan Canlilar Teknik Kaynak
1964" Izmir, Diyarbakir, Insan Hemagliitinasyoninhibisyon 228
0/1.0
Adana ve Erzurum (%61-%57)
1966 Izmir ve Cevresi Insan Klinik ve laboratuvar kanitlar: 229
1971 Ankara ve Hatay Cesitli Evcil Hayvanlar Viriis nétralizasyon testi 230
(koyunlarda bulunmus)
1971 [zmir, Istanbul, Ankara Insan ve Koyun 231
ve Konya
1977° Giineydogu Anadolu Insan Hemagliitinasyoninhibisyon 232
Bolgesi (%38-%47.8)
1980 Ege Bolgesi Insan Hemagliitinasyoninhibisyon ve 233
(%29.1) Nétralizasyon testi
2005 Adana, Ankara, Antalya, Sigir (%4), At(%13.5), Viriis nétralizasyon testi 63
Bursa, Hatay, Tzmir, Katir(%2.5), Képek(%37.7),
Mugla, Sanlurfa Koyun(%]1) ve Insan(%20.4)
2007° Sanlwrfa Insan Indirektimmunfloresans ve plak 234
(%16) rediiksiyon nétralizasyon testi
2009 Ankara insan RT-PZR 235
2010 Ankara Insan RT- PZR ve seroljikyotemler 236
(Serloji ile %3.4-9.2, RT-PZR
ile negatif)
2010 I¢c Anadolu Insan PRNT 76
(%0.99)
2010° Manisa Insan Serolojik ve PRNT 237,238
(BNV teshisi kesinlesen 7
hastanin 3’{i hayatini
kaybetmistir)
2010 Ankara, Eskisehir Insan ve At Nested ve real-time reverse 239-241
(Koken 1 viriis) transcription PCR, ELISA/IFA
testleri
2012 Ankara Insan ELISA, immiinofloresans ve plak 242

(Koken 1 viriis)

rediiksiyon ndtralizasyon testleri
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a. Tirkiye’de insanlar i¢in arbovirus enfeksiyonlarina yonelik ilk ¢caligmadir ve seropozitifligin
yasin ilerlemesiyle arttig1 tespit edilmistir.

b. Bu bdlgede insanlarda seropozitifligin oldukga yiiksek oldugu goriilmiistiir.

¢. Ulkemizde vektor aktivitesiyle dogru orantili olarak insanlarda olast BNV enfeksiyonlarmin
varlig1 gosterilmistir.

d. Ulkemizde semptomatik olarak kayitlara gecen ilk ¢alisma

e. Ilk klinik BNV olgusu

Ulkemizde BNV nin vektdr ve rezervuarlarina yonelik az sayida galigma yapilmustir.
yapilan literatiir taramalarinda vektdr ve rezervuarlara yonelik yapilan caligmalar
cizelge’de gosterilmistir.

Cizelge 2.6 Vektor ve rezervuar galismalari

YIL BOLGELER CALISILAN CANLILAR TEKNIiK KAYNAK
2006 Istanbul Sivrisinek (Negatif Sonug) VectestVirus 243
Antijen Testi

Real Time PZR,
2007 Sanliurfa Sivrisinek (Negatif Sonug) 4
Vectest ve
VeroHiicre Kiiltiirii
. Taqman real time
2010 Kizilirrmak Deltasi Yabani kuslar 244

. RT-PCR
(Negatif Sonug)

TaqMan real-time
2010 Karadeniz Bolgesi Sert keneler RT-PCR, nested 245
(Negatif Sonug) RT-PCR

Adana, Ankara, Artvin, Bursa, .
Ordek (%9.9), At (% 4.9-30.6),

Edirne, Mersin, Mugla, Kars, .
Koyun (%1.9), Insan (%12.1) ve

2011-2013" Kirklareli, Kuzey Kibris, Sakarya, Real Time RT-PZR 22
) ) Sivrisinek (Oc. caspius, Cx. PRNT
Samsun, Sinop, Sanlwrfa, Tekirdag,
pipiens)
Van
Sivrisinek NestedVe Real-
Edirne i 239
2012 (%15.6 Oc. caspius, %36.3Cx. me
o ReversTranskriptaz
pipiens) PZR
2013 Ankara Sivrisinek NestedPZR 246
(Negatif Sonug)
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a. Kars ilinde yapilan ilk BNV caligmasi

Ayrica, 2014 yili Agustos-Ekim aylar1 arasinda kan dondrlerinden yapilan caliymada

BNV ile Toscana virusunun ortak enfeksiyon olusturdugu tespit edilmistir[247].

Ulkemizde BNV varhiginin bilinmesine karsm, Aras Havzasi’nda virusa yonelik
herhangi  bir ¢aligma  bulunmamaktadir. Kars Platosu’nda  yapilan  bir
calismadrdeklerdeanti- BNV antikorlarinin varligmni ortaya koymustur[22]. Ancak
vektor sivrisinekler i¢in herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismanin amaci,
Aras Havzasi ve Kars Platosu’nda hem go¢men kuslarin varligt hem de vektor
sivrisinek tiirlerinin varligindan dolay1 potansiyel bir vektor olan sivrisineklerde BNV
niikleik asitlerinin varligimnin molekiiler yontemlerle tespit edilmesi, virusun hangi
aylarda hangi sivrisinek tiirlerinde bulundugunun belirlenmesi, farkli cografik ve
iklimsel ozellik gosteren bu iki bdlgede virlis mevcudiyetindeki farkliliklar1 ortaya

cikarabilmek ve gelecekteki caligmalara yol gosterebilmektir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Calisma Alanlarinin Ozellikleri

Calismada kullanilacak olan sivrisinekler 2013-2014 yili Haziran, Temmuz ve Agustos
aylarinda Kars Platosu ve Aras Havzasi’ndan toplandi. Hem Kars Platosu hem de Aras
Havzasi’nda 6zellikle gocmen kuslarin dinlenmek i¢in konakladigi alanlar segilmeye
calisildi. Ornekleme igin toplam 13 yerlesim biriminin bulundugu 5 bdlge ¢alisildi. ilk 3
bolge Kars Platosu’na, 4. ve 5. bolgeler de Aras Havzasina aittir. Bolgeler 2013 yil1 i¢in
Aras Havzasin’da Agabey ve Yukar1 Ciyrikli Koyii’diir. Kars Platosu’nda ise Camgavus
Koyt, Kuyucuk Koyii, Biiyiikcatma Koyi, Kiimbetli kdyli ve Selim Merkez secildi.
2014 yilinda 6rnekleme noktalar1 biraz daha genis tutuldu ve Aras Havzasin’da Agabey
Koyii, Yukar1 Ciyriklt Koyii, Tuzluca Merkez, Yenikoy Koyii ve Calpala Koyt, Kars
Platosu’nda ise Kars Merkez, Kuyucuk Koyii, Karahamza Koyii, Alisofu Kdoyii ve
Kiimbetli Koyii secildi. Kiiresel konumlama sistemi (GPS) ile 6rnekleme yapilan
yerlesim birimlerinin koordinatlar1 kayit altina alindi. Aras Havzasi ve Kars Platosu

hem cografik hem de iklimsel olarak farkli 6zellikler gostermektedir.

Kars Platosu igerisinde yer alan ve arazi g¢aligmalarimizin yapildig:r iilkemizin
Ermenistan ile sinirmi olusturan Kars ilinin komsu illeri, Ardahan, Agri, Erzurum ve
[gdir illeridir. Caligmanin yapildig1 Kars ili topraklarinin yarisindan fazlasi platolarla
diger kisimlar1 ise daglar ve tepelik alanlarla kaplhdir. Kars’in Sarikamis ilgesinde
baslayan platolar, Basgedikler diizliigline kadar uzanmaktadir. Kars Platosu’nun genel
yiikseltisi 1500-2000 m arasinda olup, platonun Sarikamis tarafi ormanlik alanlardan
olugsmaktadir. Platonun dogu ve kuzeydogu kesiminde yiikselti hizla artarken Aras
Vadisi’ne dogru algalmaktadir. Kars ili topraklarimin tamami Hazar Denizi ana
havzasinda yer almaktadr. Ilin en &nemli akarsular1 Aras Nehri, Arpacay ve Kars
Cayr’dir. Kars ilinden ¢ikan sular Aras Nehri’ne karisarak Hazar Denizi’ne dokiiliir.

Akarsulardan Arpacay, Kars ilinin Ermenistan ile sinirin1 olusturmaktadir.

Platodaki yiikselti ve yagis farkliliklarindan dolayl, yiiksek kesimler agag
yetistiriciligine, algak kesimler ise step tiirlerinin yetisimesine uygun hale gelmistir.

Ancak yinede Kars ilinin genel goriiniimii step niteligindedir. Bolgede ormanlar 1500
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m’den baglar ve 2800 m'ye kadar c¢ikabilir. Ormanlik alanlar Sarikamis ilgesinde
yogunlagsmistir. Soguk bozkir alanlarinda 5-6 ay stirekli kar vardir. Karin erimesinisan
ay1 ortalarindan itibaren baglar ve ozellikle yiiksek kesimlerdehaziran ayir sonlarma
kadar stlirer. Mayis aymin ortalarinda platoda ¢cogu yerde cayir ve otlaklar goriilmeye
baslar. Bu cayir ve otlaklar besi materyalini olusturarak hayvancilik agisindan énemli

bir imkan saglamaktadir.

Iklim ve cografik dzelliklerinden dolayr tarim, hayvancilik ve kismen de ormancilik
Kars ilinin ekonomisini olusturmaktadir. Niifusun yaklasik %385’ bu sektorlerde
calismaktadir. Iklim sartlarindan dolayr sebze ve meyve yetistiriciligi ¢ok fazla
gelismemistir. Daha ¢ok arpa, bugday gibi tahillar yetistirilmektedir. Kars ilinde hayvan
yetistiriciligi tarimdan once gelmektedir. Kars ilinde bitki oOrtiisii olduk¢a zengindir.
Bitki Ortiisiiniin  zenginligi, caywr ve mera alanlarmin genis olmasi bu yorede
hayvanciligin gelismesini saglamistir. Bu 6zelliklerinde dolay1r Kars Tiirkiye’de biiyiik
bas hayvan yetistiriciliginin en ¢ok oldugu il olup, hayvan ticaretinin merkezi halini

almistir[248].

Basta Cildir Golii, Aygir Golii, Kuyucuk Goliive Turna Goliiolmak iizere Kars ilinde
irili ufakl bir¢ok gol bulunmaktadir. Bu gollerden Kuyucuk Golii’nde Tiirkiye’nin en
onemli Kus Halkalama Istasyonlarindan biri olan Kuyucuk Goli Kus Halkalama
Istasyonu bulunmaktadir. Kuyucuk Goli Uluslararast Onemli Doga Alami (Key
Biodiversity Area) ve Yaban Hayati Gelistirme Sahasi statiisiine sahiptir. Gol sehir
merkezinin yaklasik 30 km kuzeydogusunda yer almakta olup 219 hektarlik bir alani
kaplamaktadir. Goliin yaklagik 1 km 6tesinde de Kuyucuk Koyl bulunmaktadir. Gol
etrafinda agac bulunmadigindan dolay1 bozkirla c¢evrelenmistir. GOl kiyisinda bitki
ortiisii fakir olup etrafinda hayvan otlatilmaktadir. Gol o6zellikle Angit (7Tadorna
ferruginea) ordekleri ve zengin kus topluluklarindan dolay1 doga turizmi potansiyeline

sahiptir ve dnemli bir g6l niteligini tagimaktadir.

Kuyucuk Go6lii kuslar agisindan Kars ilindeki en 6nemli alandir ve en az 207 tiirden on
binlerce kusu barmdirmaktadir[249]. Bu tiirlerin 136 tanesi ilk kez gdldeki Kars-1gdir
Dogal Zenginlik Projesi kapsaminda (2004-2007 yillar1 arasinda) belirlenmistir[250].

Istasyonda halkalama ¢alismalar: ilkbahar dénemi, genellikle mayis aymin ortalarinda
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baslayip, haziran aymnin sonlarma kadar devam eder. Sonbahar dénemi halkalama
calismalar1 ise genellikle, agustos aymin ilk haftas1 baslayip, ekim aymnmn ortalarina
kadar devam etmektedir. Go¢gmen kuslar Kars Platosu’nda mayis aynin ortalarindan,

ekim ayimnin ortalarina kadar bulunmaktadir.

Aras Havzas’nm ana akarsuyu Aras Nehri’dir. Aras Nehri Kars iline bagh Kagizman
ilcesindeki vadilerden ve vadi tabanindaki ovadan gecerek Igdir iline bagli Asagi
Cigrikli koyliniin dogusunda, kuzeyden gelen Arpacay nehri ile birleserek Ermenistan
smirina ulasir. Aras Nehri [gdir Ovasi’n1 gegerek iilke sinirlarma ¢ikar ve Kura Nehri ile
birleserek Hazar Denizi’ne dokiiliir. Igdir Ovasi’nin biiylik ¢ogunlugu havzanin ana
akarsuyu olan Aras Nehri tarafindan sulanmaktadir. 1gdir ilinin bat1 ve giiney kismi
daglik, dogu ve kuzey kismi ise ovaliktir. il topraklarinm biiyiik bir kismim1 Igdir Ovasi
teskil eder. Igdir ili Ermenistan, Nahgivan ve Iran ile sinir oldugundan 6nemli bir
stratejik konuma sahiptir. Bolgenin gilineyinde Agri, batisinda ise Kars ili yer

almaktadir.

Igdir Ovasr’'nin genisligi yaklasik olarak 750 km® civarinda, yiiksekligi ise 850 m
civarmdadir. Igdir Ovast’nin genis bir boliimii tarim alanmi olarak kullanilmaktadir. Igdir
ilinde ge¢im kaynagi ¢ogunlukla tarim ve hayvanciliktir. Ovada turuncggiller ve zeytin
disinda hemen hemen biitlin meyve ve sebzeler yetistirilmektedir. Aras Nehri’nin
suladig1 ovada iklim kosullarinin da uygun olmasi ile 6zellikle kavun, karpuzdan, seftali
ve kayisiya kadar cesitli sebze ve meyve yetistiriciligi yapilmaktadir. Tarim kadar
hayvancilik da Igdir ilinde 6nemli ge¢im kaynagidir. Koyun yetistiriciligi fazla olup
canli hayvan ticareti yapilmaktadir. [gdir ilinde sanayi ve turizm fazla gelismemistir.
[gdir iline baglh Tuzluca ilgesinde tuz magaralar1 vardir ve buralarda tuz isletmeciligi

yapilmaktadir[251].

Ovadaki ¢ukurlar ve kalic1 drenaj kanallari ile birlikte, drenaj suyu ve su taskinlarindan
kalan gegici su birikintileri sivrisinek tireme alanlar1 i¢in uygundur. Bununla birlikte
iilkemizin ii¢ diizenli kus halkalama istasyonlarindan birisi olan Aras Kus Halkalama
Istasyonu, Igdir Ovasi Aras Havzasi’'nda bulunmaktadir. Farkli ozelliklerde sulak
alanlariyla ¢ok ¢esitli sivrisinek tiirlerini barindiran Aras Vadisi, yine bu sulak alanlarin

varligindan dolay1 gb¢ eden kuslar i¢cin go¢ sirasinda dinlenecekleri ve iireyebilecekleri
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uygun habitatlar1 da beraberinde barindirmaktadir. Alan bu 6zelligi ile dongiisiinii
kuslar ve sivrisinekler arasinda siirdiren BNV i¢in ciddi risk tasimaktadir. Alan
iizerinden go¢ eden kuslar1 halkalamak amaciyla 2007 yilinda Igdir ili Tuzluca ilgesi
Aras Nehri kiyisinda kurulan Aras Kus Arastirma ve Egitim Merkezi’nde simdiye kadar
toplam 166 tiirden 40.000 kus halkalanmisken alanda ki gozlem kayitlar1 ile birlikte
toplam 240 kus tiirii kaydedilmistir[252]. Alanda kus halkalama c¢alismalar1 ilkbahar
doneminde genel olarak mart ayinin ortalarina dogru baslayip haziran ay1 sonuna kadar
devam etmektedir. Sonbahar donemi halkalama ¢aligmalar1 ise genellikle, agustosun ilk
haftas1 baslayip, ekim aymnm ortalarma kadar strmektedir. Go¢men kuglar Igdir

Ovasi’nda mart ayimndan ekim ayimna kadar bulunmaktadir.
3.2 Arastirma Alammn iklimi

Kars Platosu Dogu Anadolu Bolgesi’nin en soguk yerlerindendir. Bdlgenin etrafi
yiiksek sira daglarla ¢evrilidir. Kislarin oldukca soguk ve sert, yazlarm ise kisa ve
iliman gegtigi karasal iklim hékimiyet gostermektedir. Merkez il¢cede yapilan son 49
yilin 8l¢iimlerine gore yillik ortalama sicaklik 4.8 °C dir. il genelinde kis donemi ekim
ay1 ortalarinda baslamakta ve mayis ayinin ortalarina kadar stirmektedir. Aylik ortalama
sicaklik en diisik ocak aymda -15.9 °C, en yiiksek 26.1 °C ile agustos ayinda
Olciilmiistiir. Kars ilinin en soguk aylar1 aralik ve ocak, en sicak aylar1 ise temmuz ve
agustos'tur. Merkez ilgcede yapilan dl¢iimlere gore ortalama yillik yagis miktar1 527.7
mm'dir. Merkez ilgeye en az yagis aralik ve ocak aylarinda, en ¢ok yagis ise mayis ve

haziran aylarinda diismektedir[253].

Cizelge 3.1 Kars Platosu’nun 2013-2014 yillarina ait sicaklik ortalamalar1[254].

HAZIRAN TEMMUZ AGUSTOS Genel ortalama
2013 13 °C 17 °C 17 °C 15,6 °C
2014 14°C 18 °C 20 °C 17,3 °C

Tiirkiye ve Dogu Anadolu Bolgesi’nde kendine 6zgii iklim 6zellikleriyle Aras Havzasi

ve c¢evresi “mikro klima” alani i¢ine girmektedir. Igdir Ovas1 iklim 6zellikleri olarak
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karasal iklim gosterse de Dogu Anadolu’daki diger illere gore daha algakta
bulundugundan siddetli karasal iklimden fazla etkilenmez. 1gdir Ovasi’nda kislar daha
iliman, yaz aylar1 olduk¢a sicak ve kuraktirr. Igdir Rasat Istasyonunun 59 yillik
Slgtimlerine gore, yillik sicaklik ortalamasi 12.3 °C, yillik ortalama sicaklik farki ise
29.2 °C kadardr. Igdir ilinde en yiiksek sicaklik 42 °C ile agustos ayinda, en diisiik
sicaklik ise -30.2°C ile aralik ayinda olgiilmiistiir. Yillik ortalama yagis miktar1 257.6
mm. kadar olup, yagislarin yaridan fazlas1 154.6 mm. ile ilkbahar ve yaz mevsimlerinde
dismektedir. En az yagis ise 47.8 mm ile kis mevsiminde diismektedir. Bolgede

havanin yillik ortalama bagil nem degeri ise %63’1i bulmaktadir[255].

Cizelge 3.2 Aras Havzasi’nin 2013-2014 yillarina ait sicaklik ortalamalari[254].

HAZIRAN TEMMUZ AGUSTOS Genel Ortalama
2013 31°C 28 °C 27°C 28,6 °C
2014 26 °C 29 °C 30 °C 28,3 °C

3.3 Arazi Cahismalan

2013-2014 yillar1 Haziran-Agustos aylarinda Aras Havzas1 ve Kars Platosu’ndan ayda
bir kez olacak sekilde sivrisinek Ornekleri toplandi. Kars Platosu’ndan 3, Aras
Havzasi’'ndan 2 olmak iizere 5 bdlge olusturuldu. Toplam 13 6rneklem merkezinin
bulundugu bu bolgelerden Alisofu, Karahamza koyleri ve Selim Merkez 1. bolge,
Camgavus, Kiimbetli koyleri ve Kars Merkez 2. bolge, Biiyiikcatma, ve Kuyucuk
koyleri 3. bolge, Agabey, ve Yukar1 Ciyrikli kdyleri 4. bolge, Tuzluca Merkez, Calpala
ve Yenikoy koyleri de 5 bolge olarak secildi.

Ergin sivrisinekler 2013 yilinda Aras Havzasi’'nda 2 (Agabey Koyt ve Yukar1 Ciyrikl
Koyii), Kars Platosu’'nda 4 (Camgavus Koyii, Kuyucuk Koyi, Biiyiikcatma Koyl ve
Selim Merkez) merkezden toplandi. 2014 yilinda ise; Aras Havzasi’nda 5 (Agabey
Koy, Yukar1 Ciyrikli Koyii, Tuzluca Merkez, Yenikdy Koyii ve Calpala Koyti), Kars
Platosu’nda 5 (Kars Merkez, Kuyucuk Koyili, Karahamza Koyii, Alisofu Koyii ve
Kiimbetli Koyli) merkezden toplandi. Toplamda Aras Havzasi’'ndan 5, Kars
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Platosu’ndan 8 farkli merkezden sivrisinek toplandi. Ornekleme noktalari, gesitli
makaleler ve daha onceki calismalari da degerlendirilerek kus go¢ yolu iizerinde olmasi,
evcil kanathlar, biiylik ve kiiciikbaglar ve sivrisinek habitatlarin1 igermesine Onem
verilerek sec¢ildi. Kars Platosu’ndan Kuyucuk Koyii, gogmen kuslarm dinlendigi ve
iiredigi alan olan Kuyucuk Gélii’niin yaninda bulunmaktadir ve burada Kuyucuk Kus
Halkalama ve Arastirma Istasyonu bulunmaktadir. Ayni sekilde Aras Havzasi’nda
Yukar1 Ciyrikli Koyii de gocmen kuslarin ugradigi alandir ve burada da Aras Kus

Halkalama ve Arastirma Istasyonu bulunmaktadir.

Cizelge 3.3 Arastirma alani igin segilen kyler, bolge numarasi ve koordinatlart

KOYLER Nl?hca)kgiSI KOORi()iNATI KOOR‘l;iNATI YUK?IIIEIF L
1 | Alisofu 1 42,682282 40,344394 2067
2 | Karahamza 1 42.,747343 40,435403 1878
3 | Selim 1 42,786978 40,464689 1857
4 | Camgavus 2 43,158363 40,729899 1696
5 | Kiimbetli 2 42,999497 40,538666 1762
6 | Kars Merkez 2 43,1204 40,5946 1760
7 | Biiyiikkcatma 3 43,400805 40,75056 1640
8 | Kuyucuk 3 43,426376 40,737733 1641
9 | Agabey 4 43,516603 40,112781 1016
10 | Yukarictyrikli 4 43,584717 40,122822 979
11 | Tuzluca 5 43,660634 40,044694 1105
12 | Calpala 5 43,875743 40,02452 900
13 | Yenikoy 5 43,760304 40,047517 1060

BNV arastirmasi yalnizca ergin sivrisinekler lizerine yapildi. Ergin sivrisinekler her ay 7
adet New Jersey 151k tuzaklar1 ve agiz aspiratorleri ile toplandi. Isik tuzaklari, ergin
sivrisineklerin uzaktan bile dikkati ¢cekebilme ve daha fazla birey ornekleme imkani
vermektedir. Agiz aspiratorleri, 6zellikle beslenme sonrasi dinlenmekte olan ve 151k
tuzaklarina yakalanmayan ergin sivrisinekleri toplamak icin kullanildi. Isik tuzaklari
kapali/yar1 acik ahir, bahge ve kiimeslerde yerden yaklasik 1,5 metre ylikseklikte olacak

sekilde yerlestirildi ve sivrisineklerin aktif oldugu zaman dilimleri olan aksam
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alacakaranligindan (18:00) sabah saatlerine (09:00) kadar calistirildi. Toplama iglemi
bittikten sonra drnekler canl olarak laboratuvara getirildi. Kafkas Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim dalma canli olarak getirilen ornekler, toplandiklari
ormeklem merkezi, yer ve tarihlere gore gruplandirildi. Buz tizerinde Schaffner ve ark.
(2001)[256] teshis anahtarma gore tiir tayinleri yapildi, 2-50’serlik gruplar olacak
sekilde ependorf tiiplere alind1 ve laboratuvar ¢aligmalarmin baglamasina kadar -80

°C’de saklandu.

Resim 3.1 Sivrisinek 6rneklemesinde tuzaklarm kurulumu

3.4. Molekiiler Cahismalar

Tim molekiiler calismalar Kafkas Universitesi Miihendislik-Mimarlik Fakiiltesi

Biyomiihendislik Béliimiinde yapildi.
3.4.1. RNA lzolasyonu ve Saflastiriimasi
3.4.1.1. Sivrisineklerden Total RNA izolasyonu

Sivrisinekler arazi ¢alismasinin ardindan -80 °C’de muhafaza edildi. Muhafaza edilen

orneklerden TRI reagent kullanilarak (Sigma) total RNA izolasyonu gergeklestirildi.

TRI soliisyonu ile total RNA izolasyonu (Tri Reagent).,
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Ependorf tiipler igerisinde bulunan sivrisineklerin iizerine 1ml TRI eklendi ve kiirdan
yardimui ile ezilerek homojenat elde edildi. Elde edilen homojenat 5 dk. oda sicakliginda
bekletildi. Daha sonra, TRI’nin her 1 ml’si i¢in homojenata 200 pl kloroform eklenip 15
sn. giiclii bir sekilde ¢alkalandi. Calkalanan karisim 10 dk. oda sicakliginda birakildi.
Daha sonra 13.000 rpm’de 15 dk. 4 °C santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi tiip icerisindeki
renksiz olan st sivi dikkatli bir sekilde orta faza dokunmadan otomatik pipet yardimi
ile almip diger basamaklar i¢in yeni tiipe aktarildi. Yeni tiipe aliman iist faza ilk
kullanildigimiz TRI’nin her ml’si i¢in 0,5 ml izopropanol ilave edilip, elde edilen
numuneler oda sicakliginda 5-10 dk. bekletildi. Ornek 4 °C’de, 8 dk. ve 13.000 rpm’de
santrifiij edildi ve RNA c¢okeltisinin tiipiin dip kisminda jelimsi ya da beyaz bir pelet
halinde olustugu gézlendi. Stipernatant uzaklastirilip, RNA peleti ilk kullanilan TRI’nin
her ml’si i¢inen az 1 ml, %75’lik etanol ilave edilip vortekslenerek yikandi. Yikanan
ornekler, 4 °C’de, 5 dk.8.000 rpm’de santrifiij edildi. Daha sonra etanol uzaklastirilip,
pelet ceker ocakta 15-20 dk. kurutuldu. Kuruyan pelet (yani RNA), 80 ul ddH,O ile
¢oOziildii[257]. Elde edilen total RNA sirasiyla nano spektrofotometrik olarak 6l¢iildii ve
% 0.8’lik agaroz jelde analiz edildi[258].

3.4.1.2. RNA’larin Spektrofotometre’de Ol¢iimii, Miktar ve Kalite Tayini

RNA 0Ornekleri nanodrop’ta 280 nm (nanometre) dalga boylarinda 6l¢iimii yapildi. Bu
Olgtimlerde RNA 0Orneklerinin peletleri hangi tampon ile ¢6ziilmiis ise o tampon kor

olarak kullanildi. Nanodropta okunan degerler not alindi.

3.4.1.3. Toplam RNA’dan Geri Transkripsiyon (RT) Reaksiyonu ile ¢cDNA’nin

Uretilmesi

Geri trankripsiyon mRNA’dan ¢cDNA’nin elde edilmesi islemidir. Bu islem Moloney
Murine Leukima Virusu tarafindan kodlanan M-MLV ve Avian myeloblastosis virus
tarafindan kodlanan AMV enzimleri tarafindan gergeklestirilir. Bu enzimler RNA
bagimli DNA polimerazlardir ve bir primerin hibridize oldugu tek iplikli kalip RNA’ya
karsilik gelen cDNA’nm ilk ipligini sentezlerler. Bu iki enzimde ayni reaksiyonlar1
katalizlemelerine karst MMLV enzimi AMV enzimine gore daha fazla kullanilmaktadir.

Bunun iki nedeni vardir. {lki enzimlerin RNaz H aktivitesi arasindaki farkliliktir. Ciinkii
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AMYV enzimi daha yiiksek RNaz H aktivitesi gosterir. Bu da normalde sentezlenecek
olan toplam iiriin DNA’nm boyunu kisaltmaktadir. Ikinci ise; M-MLV enziminin daha

yiiksek sicakliklarda ¢calismasidir[259, 260].

RT reaksiyonu i¢in Fermentas Revert Aid First Strand cDNA synthesis Kit ( # 1622)

kullanilip, tiim basamaklar kit prosediiriine gére yapildi.

Ik olarak RNA izolasyonundan elde edilen RNA 6rneginden reaksiyona 5 pg girecek
sekilde 0.5’lik PZR tiiplerine buz i¢ine alinip ve 1ul oligo dT18 eklenerek son hacim
steril distile su ile 12 ul’ye tamamlandi. Reaksiyon tiipii 70 °C’de 5 dk. tutulduktan
sonra buza birakildi. Buz igerisinde reaksiyon tiipiine sirasiyla; 4ul 5x Reaksiyon
tamponu, lul Ribolock Ribonukleaz inhibitér ve 2 ul 10 mM dNTP mix eklenip, 37
°C’de 5 dk. inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 1l M-MuLV revers transkriptaz enzimi
eklendi. Hazirlanan karisimin oldugu tiip énce 42 °C’de 60 dk. bekletildi. Inkiibasyon
sonunda enzimi inhibe etmek i¢in reaksiyon tiipii 70 °C’de 10 dk. inkiibe edildi. Siire

sonunda reaksiyon tiipli buza alind1 ve reaksiyon ¢alismalarinda kullanilmak iizere -20

°C’de muhafaza edildi.
3.4.1.4. BNV Spesifik Primerlerin Tasarlanmasi

Yapilan literatiir arastirmalar1 sonucu, BNV spesifik primerlerin daha 6nceden
sentezlendigi ve bu calisma kapsaminda kullanilabilecegi belirlendi[212].Calismada

kullandigimiz primerler Cizelge 3.4’de gosteridi.

Cizelge 3.4 Caligmada kullanilan Bati Nil Virusu spesifik primerler

WN233 Ileri 233-257 TTGTGTTGGCTCTCTTGGCGTTCTT
408

WN640c Geri 640-616 CAGCCGACAGCACTGGACATTCATA
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3.4.1.5 PZR Reaksiyon Kosullari:
3.4.1.5.1 cDNA Kopyasmn Uretimi:

PZR reaksiyonunda kaynak DNA olarak daha dnceden RT reaksiyonu sonucu elde
edilen cDNA kullanildi. PZR reaksiyonu BNV spesifik (F ve R) primerlerle kurulup;
2.5 pl 10X tampon, 2.5 pl 25 mM MgCl,, 2 pl 2.5 uM dNTP karisimi, 2.5 pl F (ileri
primer), 2.5 pl R (geri primer), 0.5 pl cDNA kalib1 (1:10 oraninda seyreltilmis), 0.2 pl
Taq DNA Polimeraz enzimi (5u/ul) iizerine son hacmi 25 pl olacak bicimde 12.3 pl
ddH20 eklendi.

Cizelge 3.5 Uriinler igin kullanilan PZR programi

94°C | 3 dk.

94°C | 30 sn.

50°C | 45 sn, §°
A
el

72°C | 2dk. @

72°C | 10 dk.

4°C 0

3.4.1.5.2 Agaroz Jel Analizi ve Jel Goriintiileme Islemi

Agaroz jelde yiiriitiilen DNA pargalar1 UVP transillimunator cihazinda kontrol edildi ve
UV-Photometer jel dokiimantasyon cihazi (UviTec) ile veriler kaydedildi.

3.4.1.5.3 PZR Uriinlerinin Jelden Saflastiriimasi

RT-PZR sonucu elde edilen {iriin ya da frlnlerin agaroz jelde olusturdugu

bantlagmalara ait baz biiylkligli uygun marker’lar (genellikle A DNA EcoRI/HindIII)
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kullanilarak tespit edildi. Beklenen biiyiikliige (408 bg¢) uygun olan bantlar jelden
kesilerek almdi ve QIAquick Gel Extraction Kit ve protokolii kullanilarak

saflastirilmasi kit kullanim kilavuzuna gore gergeklestirildi.

Burada amacimiz BNV spesifik gen bdlgesinin PZR reaksiyonunda kullanilan
maddelere ait kirliligi igermemesi ve diger bantlarin ortamdan uzaklastirilmasidir.
Jelden saflastirma isleminde ilk olarak kesilen jellerin agirlig1 belirlendi ve hesaplandi.
Saflagtirilan iiriinlere dizi analizi Anadolu Universitesi, Biyoloji Boliimii ekibi

tarafindan yapildi.
3.5 Bulgularin Degerlendirilmesi

BNV niikleik asitlerinin bulundugu havuzlarin dizi analizi sonucunda elde edilen veriler

biyoinformatik analizlerle degerlendirildi ve enfeksiyon oranlar1 hesaplandi.

Biyoinformatik analiz: Dizi analizi sonucunda elde edilen dizilerin NCBI veri

tabaninda Blast analizi yapildi[261, 262].

Elde edilen dizilerin NCBI veri tabaninda Blast analizi yapildi. Yapilan analiz
sonucunda da elde edilen verinin Kdken 1 oldugu belirlendi. Koken 1 olarak belirlenmis
tiirlerin daha 6nce gen bankasinda kayith tiirlerle karsilastirmali analizi CLUSTALW2,
GeneTool, PepTool ve Interproscan programu ile dikey olarak karsilastirildi. Ayrica bu
karsilastirilan diziler kullanilarak MEGA 6 programu ile filogenetik agaclar olusturuldu.

Enfeksiyon oranlarinin hesaplanmasi: 2013-2014 yillarinda Kars Platosu ve Aras
Havzasi’'ndan topladigimiz sivrisinek oOrneklerinin  MLE (maximum likelihood
estimation) ve MIR (Minimum infection rate) enfeksiyon oranlar1 hesaplandi. MLE
hesaplamalar1 Microsof Office Excel iizerinde PooledInfRate, version 4.0 programi ile
1000 birey tabani lizerinden yapildi[263]. MIR hesaplamasi ise (Pozitif havuz sayis1 /
Test edilen toplam sivrisinek sayis1) x 1000 formiilii ile hesaplandi[264]. Bolgeler ve
bolgelerdeki sivrisinek ve enfeksiyon oranlar1 Arc GIS 10.2 (ESRI Inc.) program ile

harita tizerinde gosterildi. PooledInfRate, version 4.0 program ile,

1. Sivrisinek 6rneklerinin toplandig: istasyonlardaki enfeksiyon oranlari

2. Bolgeler arasindaki enfeksiyon oranlar
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A

BNV niikleik asitlerinin bulundugu sivrisineklerdeki enfeksiyon orani

2013 ve 2014 yillarmin enfeksiyon oranlari

Kars Platosu’nda 2013 ve 2014 yillarinin enfeksiyon oranlari

Kars Platosu’'nda BNV niikleik asitlerinin bulundugu sivrisineklerdeki
enfeksiyon orani

Aras Havzasi’nda 2013 ve 2014 yillarinin enfeksiyon oranlari

Aras Havzas’'nda BNV niikleik asitlerinin  bulundugu sivrisineklerdeki

enfeksiyon orani hesaplanda.
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4.BULGULAR
4.1 Sivrisinek Orneklerinin Say1 Ve Dagilim

2013-2014 yillarinda Kars Platosu’ndan 3355 ve Aras Havzasi’nda 11.932 olmak iizere
toplam 15.287 sivrisinek topland1 ve calisildi.

2013 yilinda Haziran—Agustos aylarinda Kars Platosu’ndan toplam 1360 adet sivrisinek
toplandi. Toplanan sivrisineklerin 4 cinse ait, 6 farkh tiirde (Oc. caspius, Cx. theileri,
Cx. pipiens ssp., An. maculipennis kompleks, Cs. longierolata, Cs. annulata) oldugu
belirlendi. Platoda 6rneklenen en fazla tiiriin Cx. theileri (605), ikinci en yogun tiirlin ise
Oc. caspius oldugu belirlendi (Sekil 4.1). En fazla sivrisinek Temmuz ayindan
toplanmis olup, Haziran ayindan 300, Temmuz aymdan 532, Agustos aymdan da 428
adet sivrisinek toplandi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 2013 yili Kars Platosu’ndan toplanan sivrisinek tiirleri ve sayilari

TURLER HAZIRAN TEMMUZ AGUSTOS TOPLAM
Oc. caspius 100 50 213 363
Cx. theileri 50 346 209 605
Cx. pipiens — — 22 22
An. maculipennis 150 121 67 338
Cs. longierolata — 5 17 22

Cs. annulata — 10 — 10
TOPLAM 300 532 528 1360
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Sekil 4.1 2013 yilinda Kars Platosu’ndan toplanan sivrisineklerin aylara gére dagilimi

Aras Havzasi’nda 5 cins ve 9 tiire ait (Oc. caspius, Ae. vexans, Cx. theileri, Cx. pipiens
ssp., Cx. territans, An. maculipennis kompleks, An. hyrcanus, An. sacharovi, Cs.
annulata) 6669 disi sivrisinek toplandi. Havzadan en fazla toplanan tiiriin Oc. caspius
(4062), ikinci yogun tiiriinde Cx. theileri (1627) oldugu belirlendi (Sekil 4.2). En fazla
sivrisinek Agustos aymda toplanmis olup, Haziran ayinda 722, Temmuz ayinda 1590,

Agustos aymdan da 4357 sivrisinek topland1 (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 2013 yili Aras Havzasi’ndan toplanan sivrisinek tiirleri ve sayilari

TURLER HAZIRAN  TEMMUZ  AGUSTOS  TOPLAM
Oc. caspius 509 453 3100 4062
Ae. vexans — — 40 40
Cx. theileri 77 900 650 1627
Cx. pipiens 5 23 41 69
Cx. territans — 1 — 1
An. maculipennis 123 62 306 491
An. hyrcanus — 145 205 350
An. sacharovi 4 — — 4
Cs. annulata 4 6 15 25
TOPLAM 722 1590 4357 6669
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Sekil 4.2 2013 yilinda Aras Havzasi’ndan toplanan sivrisineklerin aylara gére dagilimi

2014 yilinda Haziran—Agustos aylarinda Kars platosu’ndan toplam 1995 adet sivrisinek
toplandi. Toplanan sivrisineklerin 4 cinse ait, 6 farkh tiirde (Oc. caspius, Cx. theileri,
Cx. pipiens ssp., An. maculipennis kompleks, Cs. longierolata, Cs. annulata) oldugu
belirlendi. Platoda 6rneklenen en fazla tiiriin Oc. caspius (1233), ikinci en yogun tiiriin
ise Cx. theileri (521) oldugu belirlendi (Sekil 4.3). En fazla sivrisinek Temmuz aymdan
toplanmis olup, Haziran ayindan 11, Temmuz aymdan 1605, Agustos aymdan da 379

adet sivrisinek toplandi ( Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3 2014 yil Kars Platosu’ndan toplanan sivrisinek tiirleri ve sayilari

TURLER HAZIRAN TEMMUZ AGUSTOS TOPLAM
Oc. caspius 5 1200 28 1233
Cx. theileri 6 209 306 521
Cx. pipiens — — 9 9

An. maculipennis — 104 23 127
Cs. longierolata — — 13 13

Cs. annulata — 92 — 92
TOPLAM 11 1605 379 1995
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Sekil 4.3 2014 yilinda Kars Platosu’ndan toplanan sivrisineklerin aylara gére dagilimlart

Aras Havzasi’nda 4 cins, 6 tiire ait (Oc. caspius, Ae. vexans Cx. theileri, Cx.pipiens ssp.,

An. maculipennis kompleks, An. hyrcanus) 5263 disi sivrisinek toplandi. Aras

Havzasi’ndan en fazla toplanan tiiriin Oc. caspius (2235), ikinci yogun tiirtinde Cix.

theileri (2043) oldugu belirlendi (Sekil 4.4). En fazla sivrisinek Agustos ayinda

toplanmis olup, Haziran ayinda 2016, Temmuz ayinda 952, Agustos aymdan da 2295

sivrisinek toplandi (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 2014 yili Aras Havzasi’ndan toplanan sivrisinek tiirleri ve sayilart

TURLER HAZIRAN TEMMUZ AGUSTOS TOPLAM
Oc. caspius 1150 500 585 2235
Ae. vexans 32 — 3 35

Cx. theileri 529 300 1214 2043
Cx. pipiens — 57 40 97
An. maculipennis 255 95 214 564
An. hyrcanus 50 — 239 289
TOPLAM 2016 952 2295 5263
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Sekil 4.4 2014 yilinda Aras Havzasi’ndan toplanan sivrisineklerin aylara gore dagilimi

5000
4000
3000
2000
1000

m Kars Platosu

M Aras Havzasi

Aras Havzasi

Haziran Kars Platosu

Agustos

Sekil 4.5 2013 yilina ait sivrisineklerin aylik dagiliminin bolgelere gore gosterimi

56



2500
2000
1500
m Kars Platosu
1000

500

W Aras Havzasi

Aras Havzasi

. Kars Platosu
Haziran

Temmuz .
Agustos

Sekil 4.6 2014 yilina ait sivrisineklerin aylik dagiliminin bolgelere gore gosterimi

4.2 Sivrisinek Orneklerinde Virus incelemeleri

2013-2014 wyillarinda Aras Havzasi ve Kars Platosu’ndan toplanan sivrisinekler tiir
teshisi yapilip tarih ve yerlesim birimlerine gore ayrildiktan sonra icerisinde en fazla 50
adet sivrisinek olacak sekilde ependorf tiiplerde havuzlar olusturuldu. 2013 ve 2014
yillarina ait Kars Platosu ve Aras Havzasi’ndan toplam 376 (Kars Platosu 89, Aras

Havzas1 287) sivrisinek havuzu olusturuldu.

2013 yilinda 36’°s1 Kars Platosu, 159’1 Aras Havzasi olmak iizere toplam 195 adet havuz
olusturuldu. En fazla havuz Aras Havza’sinda Oc. caspius’tan (83), Kars Platosu’nda

Cx. theileri’den (14) olusturuldu.

2014 yilinda 128’1 Aras Havzasi, 53°ii Kars Platosu olmak tizere toplamda 181 adet
havuz olusturuldu. Her iki ilde de en fazla havuzlama yapilan tiir Oc. caspius olup (Aras
Havzas1 48, Kars Paltosu 28), bunu Cx. theileri (Aras Havzas1 46, Kars Platosu 13) ve

An. maculipennis kompleks’nin (Aras Havzas1 16, Kars Platosu 6) izledigi belirlendi.
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Cizelge 4.5 2013-2014 yillarinda bélgelerde olusturulan toplam havuz sayist

Havuz Sayis1

. Kars Platosu Aras Platosu
TURLER 2013 2014 2013 2014
Oc. caspius 8 28 83 48
Ae. vexans - - 2 3
An. hyrcanus - - 9 8
An. maculipennis 8 6 16 16
An. sacharovi - - 1 —
Cs. annulata 2 2 4 1
Cs. longierolata - -
Cx. theileri 14 13 35 46
Cx. territans - - 1 -
Cx. pipiens 2 1 8 7
Toplam 36 53 159 128

4.2.1 Sivrisinek RNA’larinin izolasyonu ve cDNA’nin Klonlanmasi

TRI reagent kullanilarak elde edilen total RNA izolasyonu iiriinlerinin agaroz jel

elektroforezi goriintiisii Sekil 4.7°de gosterildigi gibi ¢ikti.

RNA’lar

M

564 bg — >

Sekil 4.7 RNA izolasyon sonuglarinin agaroz jelden goriintiisii. M) ADNA EcoRI/Hind III Marker 1,
2,3,4 ve 5) RNA sonuglarinin agaroz jelden goriintiisii (% 0.8’ lik agaroz jel’e 3ul ADNA EcoRI/Hind III
marker ile birlikte yiikklenip ve 90 V’de 50dk. yiiriitiildii).
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Elde edilen cDNA’lar kullanilarak PZR reaksiyonlar1 kurulup, BNV niikleik asitlerinin
sivrisineklerdeki varlig1 belirlendi. Sekil 4.8 ve Sekil 4.9’de goriildiigii gibi BNV icin
beklenen biiytikliik olan 408 b¢ boyutundaki bantlar belli 6rneklerde elde edildi.

Yapilan PZR sonucunda, 2013 ve 2014 yillarinda Kars Platosu ve Aras Havzasi’ndan
olusturulan 376 havuzdan Oc. caspius, Cx. theileri, Cx. pipiens ssp, An. maculipennis
kompleks ve An. hyrcanus tiirlerine ait toplam 128 havuzda BNV niikleik asitlerinin
varlig1 tespit edildi. Toplanan Ae. vexans, An. sacharovi, Cs. annulata, Cs. longierolata

ve Cx. territans tiirlerinde BNV niikleik asitleri1 tespit edilemedi.

2013 yilinda olusturulan 195 havuzdan 68’unda BNV niikleik asidi bulundu. 68
havuzun Oc. caspius (38), An. maculipennis kompleks (7), Cx. theileri (15) ve Cx.
pipiens ssp. (8) tiirlerine ait olduklar1 saptandi (Sekil 4.8).

Ae. caspius

500 bp—>
408 bp =

An.
Cx. theileri maculipennis Cx. pipiens

500 bp —>
408 bp —>

Sekil 4.8 2013 yili 6rneklerinden BNV pozitif ¢ikan drneklerine ait cDNA’nin PZR sonuglarmin agaroz
jelden goriintiisii. M) ADNA EcoRI/Hind III Marker, cDNA’nin PZR sonuglarinin agaroz jelden
goriintlisii, K) pozitif kontrol (%0.8” lik agaroz jel’e 3ul ADNA EcoRI/Hind III marker ile birlikte
yiiklenip ve 90 V’de 50 dk. yiiriitiildii).

2014 yilinda ise, olusturulan 181 havuzdan 60 havuzda BNV niikleik asidi bulundu. 60
havuzun Oc. caspius (24), An. hyrcanus (4), An. maculipennis kompleks (11), Cx.
pipiens ssp. (5) ve Cx. theileri (16) tiirlerine ait oldugu saptandi (Sekil 4.9).
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An.
Cx. theileri An. maculipennis hyrcanus CX. pipiens

500bp —>

408 bp—>

M Ae. caspius K

Sekil 4.9 2014 yili 6rneklerinden BNV pozitif ¢ikan érneklerine ait cDNA nin PZR sonuglarmin agaroz
jelden goriintiisii. M) ADNA EcoRI/Hind III Marker, cDNA’nin PZR sonuglarinin agaroz jelden
goriintlisii, K) pozitif kontrol (%0.8” lik agaroz jel’e 3ul ADNA EcoRI/Hind III marker ile birlikte
yiiklenip ve 90V’de 50 dk. yiiriitiildii).

Kars Platosu’nda 2013-2014 yillarinda Oc. caspius, Cs. annulata, Cs. longierolata, Cx.
theileri, Cx. pipiens ssp. ve An. maculipennis kompleks olmak iizere 6 tiir topland1 ve
havuzlandi. Iki yilda toplam 22 havuzda BNV niikleik asit varhig: tespit edildi. 2013
yilinda 2 tiire ait (Oc. caspius, Cx. theileri) 5 havuzda, 2014 yilinda 4 tiire ait (Oc.
caspius, An. maculipennis kompleks, Cx. pipiens ssp., Cx. theileri) 17 havuzda BNV

niikleik asit varligi tespit edildi.
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Cizelge 4.6 Kars Platosu’nda bulunan sivrisinek tiirleri, havuz sayilari ve pozitif havuz sayilari

Toplanilan 6rnek

TURLER sayisi Havuz sayisi Pozitif havuz sayisi
2013 2014 2013 2014 2013 2014
Oc. caspius 363 1233 8 28 4 6
An. maculipennis 338 128 8 6 — 4
Cx. theileri 605 521 14 13 1 6
Cx. pipiens 22 9 2 1 — 1
Cs. annulata 10 92 2 2 — —
Cs. longierolata 22 13 2 3 — —

Aras Havzasi’nda Oc. caspius, Ae. vexans, An. hyrcanus, An. maculipennis kompleks,
An. sacharovi, Cs. annulata, Cx. pipiens ssp., Cx. theileri ve Cx. territans olmak tizere 9
tiire ait drnekler topland1 ve havuzlandi. ki yilda toplam 106 havuzda BNV niikleik asit
varlig1 tespit edildi. 2013 yilinda olusturulan 4 tiire ait (Oc. caspius, An. maculipennis
kompleks, Cx. pipiens ssp., Cx. theileri) 63 havuz, 2014 yilinda 5 tiire ait (Oc. caspius,
An. hyrcanus, An. maculipennis kompleks, Cx. pipiens ssp., Cx. theileri) 43 havuzda

BNV niikleik asidi bulundu.
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Cizelge 4.7 Aras Havzasi’nda bulunan sivrisinek tiirleri, havuz sayilar1 ve pozitif havuz sayilari

Toplanilan 6rnek

Havuz sayisi

Pozitif havuz sayisi

TURLER sayis1

2013 2014 2013 2014 2013 2014
Oc. caspius 4062 2235 83 48 34 18
Ae. vexans 40 35 2 3 - -
An. hyrcanus 350 289 9 8 — 4
An. maculipennis 491 565 16 16 7 7
An. sacharovi 4 - 1 - — —
Cs. annulata 24 1 4 — — —
Cx. theileri 1627 2046 35 46 14 10
Cx. territans 1 - 1 — — —
Cx. pipiens 69 97 8 7 8 4

Her iki bolgede de en fazla pozitif havuzun Oc. caspius tiirlerine ait havuzlarda oldugu

(Aras Havzas1 52, Kars Platosu 10), Cx. theileri havuzlarini her iki bdlgede de pozitif

Oc. caspius havuzlarindan sonra geldigi (Aras Havzasi 24, Kars Platosu 7) goriildii.

Kars Platosu’nda BNV niikleik asitleri 2013 yilinda Haziran ve Agustos aylarina ait
havuzlarda bulundu. Temmuz aymda olusturulan havuzlarda BNV niikleik asitleri
saptanamadi. 2014 yilinda tiim aylarda virus niikleik asidi tespit edildi ve BNV niikleik
asitlerinin bulundugu havuz sayisimm Temmuz ayinda arttig1 goriildii. 2013 yilina gore

2014 yilinda Kars Platosu’'nda BNV niikleik asidi tespit edilen havuz sayisinda artig

gozlendi.
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Cizelge 4.8 Kars Platosu’nda aylara gére pozitif 6rnek sayis

. Haziran Temmuz Agustos Toplam
TURLER
2013 2014 | 2013 2014 | 2013 2014 | 2013 2014

Oc. caspius 1 1 — 5 3 — 4 5
An. maculipennis — — — 3 — 1 — 5
Cx. theileri — 1 — 3 1 2 1 6
Cx. pipiens — — — — — 1 — 1
Toplam 1 2 - 11 4 4 5 17

Aras Havzasi’nda her iki senede de tiim aylarda BNV niikleik asitleri bulundu. Her iki

yilda da BNV niikleik asitleri en fazla Agustos ayinda tespit edildi. Oc. caspius, Cx.

theileri ve Cx. pipiens tirlerinde BNV niikleik asitleri her ayda bulunurken, An.

maculipennis kompleks tiiriinde yalnizca 2013 yili Temmuz ayina ait havuzlarda BNV

niikleik asitleri saptanamadi. An. hyrcanus tiiriinde ise, 2013 yilinda olusturulan

havuzlarin hi¢cbirinde BNV niikleik asitleri saptanamazken, 2014 yilinda Haziran ve

Agustos aylarina ait havuzlarda BNV niikleik asitleri tespit edildi.

Cizelge 4.9 Aras Havzasi’nda aylara gore pozitif rnek sayist

. Haziran Temmuz Agustos Toplam
TURLER
2013 2014 | 2013 2014 | 2013 2014 | 2013 2014

Oc. caspius 4 6 4 5 26 7 34 18
An. hyrcanus — 1 — — — 3 — 4
An. maculipennis 5 3 — 1 2 3 7 7
Cx. theileri 1 4 8 1 5 5 14 10
Cx. pipiens 2 — 4 2 2 2 8 4
Toplam 12 13 16 9 35 21 63 43
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An. hyrcanus tiirtine ait havuzlar 2013 yilinda BNV niikleik asidi bakimindan negatif
cikarken, 2014 senesinde pozitif havuzlar tespit edildi. Kars Platosun’da da 2013 yilinda
BNV niikleik asitleri tespit edilmeyen Cx. pipiens ssp. ve An. maculipennis kompleks

tiirlerinde BNV niikleik asitleri tespit edildi.

Aras Havzasi’nda 2013-2014 yillarinda 2 bdlge olarak toplam 5 merkezde ¢alisildi.
2013 yilinda Agabey, Yukar1 Ciyrikli Koyii veYenikoy Koyii 3 merkez secildi. Yenikdy
Koyii harig, secilen 3 merkezde BNV niikleik asidi bulundu. 2 merkezin de ortak
vektoriiniin Cx. pipiens oldugu anlasildi. BNV niikleik asitlerinin bulundugu havuzlar

en ¢ok Agabey Koyili’nden alind1.

2014 yilinda 5 6rneklem merkezi secilmis olup bu merkezler, Agabey Koyii, Yukari
Ciyriklt Koyii, Tuzluca Merkez, Yenikdoy Koyii ve Calpala Koyii’diir. 5 merkezde de
BNV niikleik asidi tespit edildi. 2013 yilindan farkh olarak Yukar:1 Ciyrikli Koyii’nde
Cx. pipiens ssp. havuzlarinda BNV niikleik asitleri gozlenmedi. Yukar1 Ciyrikli Koyii
hari¢ diger merkezlerde BNV niikleik asitlerini tasiyan ortak tiiriin Cx. pipiens ssp.
oldugu anlasildi. BNV niikleik asitlerinin bulundugu havuzlar en ¢ok Agabey
Koyii’'nden alind1.

Kars Platosu’nda 2013-2014 yillarinda 8 6rneklem merkezinde ¢alisildi. 2013 yilinda
Kiimbetli Koyii, Camcavus koyili, Kuyucuk Koyii, Biiylikcatma Koyii ve Selim Merkez
olarak 5 merkez se¢ildi. Bu merkezlerden sadece Selim Merkez ve Kiimbetli K&yii’'nde
BNV niikleik asitleri bulundu. Oc. caspius’un her iki merkezin de ortak enfekte tiirii

oldugu belirlendi. En ¢ok BNV niikleik asiti Kiimbetli K&yii’nde bulundu.

2014 yilinda Kars Platosu’ndan Kars Merkez, Kuyucuk Koyii, Karahamza Koyii,
Kiimbetli Koyl ve Alisofu Koyl olarak 5 merkezde calisildi. 7 merkezde de BNV
niikleik asit varlhigi tespit edildi. Kars Merkez hari¢ tiim merkezlerdeki BNV niikleik
asitlerini tasiyan ortak tiirtin Cx. theileri ve Oc. caspius oldugu belirlendi. BNV niikelik

asitleri en fazla Karahamza Koyti’'nden alind1.
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Sekil 4.10 Bolgelere gore toplanan sivrisinek sayilar

Enfeksiyon Oranlan

2013 ve 2014 yillarinda Kars Platosu ve Aras Havzasi Maksimum Olasilik Tahminleri
(MLE) ve Minimum Enfeksiyon Oranlar1 (MIR) hesaplandig1 zaman, MLE 10,22/1000
sivrisinek (CI 8,59-12,09), MIR 8,37/1000 sivrisinek olarak belirlendi.

2013-2014 yillar1 Kars Paltosu ve Aras Havzasi’ndaki merkezlerin enfeksiyon oranlar1
hesaplandiginda, en yiiksek enfeksiyon oranmin 18.10 ile (CI 074-7.53) Selim
merkezde oldugu goriildii. Orneklem merkezlerinin enfeksiyon oranlar1 Cizelge 4.10°da

verildigi gibidir.
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Cizelge 4.10 Orneklem merkezlerinde bulunan enfeksiyon oranlart

Orneklem

merkezleri MLE enfeksiyon orani Giiven Aralig Olgek(Birey) MIR
Agabey 12,00 9,31 -15,32 1000 4,05
Alisofu 6,78 0,53 —34,39 1000 0,06
Biiyiikgatma 0,00 0,00 — 8,90 1000 0

Calpala 12,12 4,14 -30,59 1000 0,26
Camcavus 0,00 0,00 -21,21 1000 0

Karahamza 7,21 3,40 — 13,87 1000 0,52
Kars 5,98 0,41 —29,08 1000 0,06
Kiimbetli 11,28 5,42 -21,70 1000 0,52
Kuyucuk 5,49 1,08 — 17,50 1000 0,13
Selim 18,10 3,44 - 81,58 1000 0,13
Tuzluca 10,85 3,08 -30,61 1000 0,19
Yenikoy 3,53 0,23 -17,19 1000 0,06
Yukar1 Cryrikli 9,86 7,10 — 13,43 1000 2,35
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Sekil 4.11 Merkezlerdeki enfeksiyon oranlari

2013-2014 yillar1 bolgelere gore enfeksiyon oranlari hesaplandiginda 4. ve 5. bolgelerin

4300°E

@ 1006.1206

MLE oranlarmnin diger bolgelere gore daha yiiksek oldugu goriildii.

Cizelge 4.11 Bolgelere gore enfeksiyon oranlart

Bolgeler MLE enfeksiyon orani Giiven Araligi Olgek(Birey) MIR
1 8,39 4,48 — 14,69 1000 0,71
2 9,42 4,73 -17,33 1000 0,58
3 2,80 0,52 —4,01 1000 0,13
4 11,13 9,12 -13,50 1000 6,41
5 9,55 4,62 — 18,50 1000 0,52
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2013 ve 2014 yillarinda her iki bolgeden de BNV niikleik asitlerinin bulundugu

sivrisinek tiirlerindeki enfeksiyon oranlar1 hesaplandiginda en yiiksek enfeksiyon Cx.

pipiens tiirlinde gorildi.

Cizelge 4.12 Kars Platosu ve Aras Havzasi’nda BNV niikleik asidi bulunan tiirlerin enfeksiyon oranlari

Tiirler MLE enfeksiyon orani Giiven Araligi Olgek(Birey) MIR
An. hyrcanus 6,88 2,30 - 16,78 1000 0
An. maculipennis 14,55 9,18 —22,45 1000 0,26
Cx. pipiens 97,53 61,52 -160,49 1000 1,17
Cx. theileri 1,59 5,27-10,65 1000 0
Oc. caspius 9,78 7,58 — 12,49 1000 0
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Sekil 4.12 Bolgelere gore tiirlerin MLE enfeksiyon oranlar

2013 yili ile 2014 yilinin ve Kars platosu ile Aras Havzasi’nin enfeksiyon oranlari
karsilastirildiginda, Aras Havzasi’nda daha yiiksek oldugu, yillar arasinda belirgin bir

farkin olmadig1 goriildii.

Cizelge 4.13 Kars Platosu ve Aras Havzas’nin enfeksiyon oranlar

i ) MIR
Caligsma alanlar1 MLE enfeksiyon Giliven Aralig1 Olgek(Birey)
orani
Kars Platosu 7,49 487 11,14 100 1,43
Aras Havzasi 11,03 9,11 —13,27 100 6,93
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Cizelge 4.14 2013 ve 2014 yillar1 enfeksiyon oranlari

Yillar MLE enfeksiyon orani Giliven Aralig1 Olgek(Birey) MIR

2013 10,37 8,16 — 13,06 1000 444

2014 10,00 7,75 = 12,77 1000 3,92

40°00N

Sekil 4.13 Bolge ve tiirlere gore enfeksiyon oranlari

Kars Platosu ve Aras Havzasi’ni kendi igerisinde karsilastirdigimiz zaman, Kars
Platosu’nda enfeksiyon oraninin 2013’e gore 2014 yilinda arttig1 ve enfeksiyon oraninin

en yiikksek Cx. pipiens tiiriinde ¢iktig1 gorildii.
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Cizelge 4.15 Kars Platosu 2013-2014 yillar1 enfeksiyon oranlari

Yillar MLE enfeksiyon orani Giliven Araligi Olgek(Birey)
2013 3,95 1,48 8,79 1000
2014 10,06 6,19 - 15,75 1000

Cizelge 4.16 Kars Platosu BNV niikleik asitlerinin bulundugu tiirlerin enfeksiyon oranlari

Tiirler MLE enfeksiyon orani Giliven Araligi Olgek(Birey)
An. maculipennis 9,20 3,21-2,21 1000
Cx. pipiens 28,16 2,06 — 147,00 1000
Cx. theileri 7,06 3,16 — 14,07 1000
Oc. caspius 7,16 3,71 - 12,82 1000

Aras havzasi’nda Kars Platosu’nun aksine, 2014 yilinda enfeksiyon oraninda diisiis
oldugu gozlendi. Aras Havzasi’nda da enfeksiyon orani en yliksek tiir Cx. pipiens olarak

belirlendi.

Cizelge 4.17 Aras Havzas1 2013-2014 yillar1 enfeksiyon oranlari

Yillar MLE enfeksiyon orani Giliven Araligi Olgek(Birey)
2013 11,88 9,27 - 15,09 1000
2014 9,92 7,32-13,24 1000

71



Cizelge 4.18 Aras Havzasi’nda BNV niikleik asitlerinin bulundugu sivrisinek tiirlerinin enfeksiyon
oranlar1

Tiirler MLE enfeksiyon orani Giliven Aralig1 Olgek(Birey)
An. hyrcanus 6,89 2,30 — 34,86 100
An. maculipennis 16,97 10,05 - 16,78 100
Cx. pipiens 114,77 72,83 — 195,84 100
Cx. theileri 7,70 5,08 — 11,31 100
Oc. caspius 10,49 7,92 -13,70 100

Saflagtirma sonucunda Sekil’4.14’da da goriildiigii gibi beklenen biiyiikliikte bant elde

edildi ve saflagtirmanin bagarili oldugu gorildii.

500 bp
408 bp

Sekil 4.14 Dizi analizine alman pozitif drnekler

Saflastirilan iriinler metotta belirtilen Beckman Coulter CEQ8000 DNA dizi analiz
aletinde dizi analizine tabii tutuldu. Elde edilen dizi analizi sonuglar1 Cizelge 4.19°da

gosterildigi gibidir.

Cizelge 4.19 Dizi analizi sonucu elde edilen dizinin gen bankasinda NCBI veri tabaninda BLAST

programi kullanarak degerlendirilmesi

1 GGACATCTCCTGGGAAAGTGATGCAGAAATTACAGGCTCGAGCGARAGAGTTGATGTGCG 60
2 GGACATCTCCTGGGAAAGTGATGCAGAAATTACAGGCTCGAGCGARAGAGTTGATGTGCG 60
3 GGACATCTCCTGGGAAAGTGATGCAGAAATTACAGGCTCGAGCGARAGAGTTGATGTGCG 60

72



[ee} ~ o o = w N = [ee} ~ o o = w N = [ee} ~ [} o = w N = [ee} ~ o o =

[ee} ~ o o = w N =

GGACATCTCCTGGGAAAGTGATGCAGAAATTACAGGCTCGAGCGAAAGAGTTGATGTGCG
GGACATCTCCTGGGAAAGTGATGCAGAAATTACAGGCTCGAGCGAAAGAGTTGATGTGCG
GGACATCTCCTGGGAAAGTGATGCAGAAATTACAGGCTCGAGCGAAAGAGTTGATGTGCG
GGACATCTCCTGGGAAAGTGATGCAGAAATTACAGGCTCGAGCGAAAGAGTTGATGTGCG
GGACATCTCCTGGGAAAGTGATGCAGAAATTACAGGCTCGAGCGAAAGAGTTGATGTGCG

KAk Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkhkkhkkhkkkhkkhkkkkkkkk

GCTTGATGATGATGGAAACTTGGAGCTCATGAATGATCCAGGAGCACCTTGGAAGATATG
GCTTGATGATGATGGAAACTTGGAGCTCATGAATGATCCAGGAGCACCTTGGAAGATATG
GCTTGATGATGATGGAAACTTGGAGCTCATGAATGATCCAGGAGCACCTTGGAAGATATG
GCTTGATGATGATGGAAACTTGGAGCTCATGAATGATCCAGGAGCACCTTGGAAGATATG
GCTTGATGATGATGGAAACTTGGAGCTCATGAATGATCCAGGAGCACCTTGGAAGATATG
GCTTGATGATGATGGAAACTTGGAGCTCATGAATGATCCAGGAGCACCTTGGAAGATATG
GCTTGATGATGATGGAAACTTGGAGCTCATGAATGATCCAGGAGCACCTTGGAAGATATG
GCTTGATGATGATGGAAACTTGGAGCTCATGAATGATCCAGGAGCACCTTGGAAGATATG

Kk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkkkkk

GATGCTCAGAATGGCCTGCCTCGCGATTAGTGCGTACACCCCTTGGGCAATCCTGCCCTC
GATGCTCAGAATGGCCTGCCTCGCGATTAGTGCGTACACCCCTTGGGCAATCCTGCCCTC
GATGCTCAGAATGGCCTGCCTCGCGATTAGTGCGTACACCCCTTGGGCAATCCTGCCCTC
GATGCTCAGAATGGCCTGCCTCGCGATTAGTGCGTACACCCCTTGGGCAATCCTGCCCTC
GATGCTCAGAATGGCCTGCCTCGCGATTAGTGCGTACACCCCTTGGGCAATCCTGCCCTC
GATGCTCAGAATGGCCTGCCTCGCGATTAGTGCGTACACCCCTTGGGCAATCCTGCCCTC
GATGCTCAGAATGGCCTGCCTCGCGATTAGTGCGTACACCCCTTGGGCAATCCTGCCCTC
GATGCTCAGAATGGCCTGCCTCGCGATTAGTGCGTACACCCCTTGGGCAATCCTGCCCTC

Kk hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkk

AGTAGTTGGATTTTGGATAACTCTCCAATACACAAAGAGAGGAGGCGTGCTGTGGGACAC
AGTAGTTGGATTTTGGATAACTCTCCAATACACAAAGAGAGGAGGCGTGCTGTGGGACAC
AGTAGTTGGATTAAGGATAACTCTCCAATACACAAAGAGAGGAGGCGTGCTGTGGGACAC
AGTAGTTGGATTTTGGATAAGCCTCCAATACACAAAGAGAGGAGGCGTGCTGTGGGACAC
AGTAGTTGGATTTTGGATAACTCTCCAATACACAAAGAGAGGAGGCGTGCTCCGGGACAC
AGTAGTTGGATTTTGGATAACTCTCCAATACACAAAGAGAGGAGGCGTGCTGTGGGACAC
AGTAGTTGGATTTTGGATAACTCTCCAATACACAAAGAGAGGAGGCGTGCTGTGGGACAC
AGTAGTTGGATTTTGGATAACTCTCCAATACACAAAGAGAGGAGGCGTGCTGTGGGACAC

*hkkkkkkkkkkk * Kk Kk k k k khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkhkkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk Kk Kk kK kK

TCCCTCACCAAAGGAGTACAAAAAGGGGGACACGACCACCGGCGTCTACAGGATCATGAC
AACCTCACCAAAGGAGTACAAAAAGGGGGACACGACCACCGGCGTCTACAGGATCATGAC
TCCCTCACCAAAGGAGTACAAAAAGGGGGACACGACCACCGGCGTCTACAGGATCATGAC
TCCCTCACCAAAGGAGTACAAAAAGGGGGACACGACCACCGGCGTCTACAGGATCATGAC
TCCCTCACCAAAGGAGTACAAAAAGGGGGACACGACCACCGGCGTCTACAGGATCATGAC
TCCCTCACCAAAGGAGTACAAAAAGGGGGACACGACCACCGGCGTCTACAGGATCATGAC
TCCCTCACCCCCGGAGTACAAAAAGGGGGACACGACCACCGGCGTCTACAGGATCATGAC
TCCCTCACCAAAGGAGTACAAAAAGGGGGACACGACCACCGGCGTCTACAGGATCATGAC

* Kk kkkkk khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkhkkkkkk

TCGTGGGCTGCTCGGCAGTTATCAAGCAGGAGCGGGCGTGATGGTTGAAGGTGTTTTCCA
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CACCCTTTGGCATACAACAAAAGGAGCCGCTTTGATGAGCGGAGAAGG
CACCCTTTGGCATACAACAAAAGGAGCCGCTTTGATGAGCGGAGAAGG
CACCCTTTGGCATACAACAAAAGGAGCCGCTTTGATGAGCGGAGAAGG
CACCCTTTGGCATACAACAAAAGGAGCCGCTTTGATGAGCGGAGAAGG
CACCCTTTGGCATACAACAAAAGGAGCCGCTTTGATGAGCGGAGAAGG
CACCCTTTGGCATACAACAAAAGGAGCCGCTTTGATGAGCGGAGAAGG
CACCCTTTGGCATACAACAAAAGGAGCCGCTTTGATGAGCGGAGAAGG

[ee} ~ [} o = w N =

CACCCTTTGGCATACAACAAAAGGAGCCGCTTTGATGAGCGGAGAAGG

Khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkhkkkhkkhkkkkk

Niikleotid dizisi belirlenen PZR iirlinii NCBI veri tabaninda BLAST ile analiz edildi.
Analiz sonucunda elde edilen dizilerin BNV niikleik asitlerine ait oldugu belirlendi.
Dizilerin hangi tip BNV niikleik asitlerine ait oldugu incelenince Kéken 1’e benzerlik
gosterdigi belirlendi (Sekil 4.15, 4.16, 4.17). Elde edilen dizinin karsilastirmali
analizleri ve filogenetik agagctaki yeri belirlendiginde, virusun 6zellikle Eskisehir ilinden
bir attan izole edilen BNV ile benzerlik gosterdigi, Eskisehirden sonra Orta Afrika
Cumhuriyetin’nden izole edilen virus ile benzerlik gosterdigi ve daha sonra da Nijerya,
Senegal, Romanya, Macaristan, Tunus, Arjantin, Israil, Rusya, italya, Fransa, Ispanya,

Fas, Portekiz, Misir, NewYork ve Avusturulya’dan izole edilen virus ile benzerlik

gosterdigi belirlendi.
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TCGTGGGCTGCTCGGCAGTTATCAAGCAGGAGCGGGCGTGATGGTTGAAGGTGTTTTCCA
TCGTGGGCTGCTCGGCAGTTATCAAGCAGGAGCGGGCGTGATGGTTGAAGGTGTTTTCCA
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Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

3 Alignments o

Description :j::g !::)i ?::; v;ue Ident | Accession
[ West Nl virus sirain T2, complete genome 1014 1014 100% 0.0 100% KJ958922.1
() West Nile virus strain ArB310/67 polyprotein gene. complete cds 1014 1014 100% 0.0 100% GQ851608.1
() West Nile virus strain [BANTD19 polyprotein gene. complete cds 987 987 100% 00 9% GQes1607.1
(0] West N virusisolate KN3829 nolyprotein aene_complete cds 970 970 100% 00 99% AY262083.1
() et N vinss isolate WN\-1/US/BID-VER 162001, comalete aename %5 %5 100% 00 9% KE015(21
(01 West Nile vinus isolate WAN-{/USIBIDAV3512/2005. complste genome %5 965 100% 00 3% Ki5014921
[ st Nie virus isoiate WAV-1US/BID-VER08/2002. complete qenome 95 965 100% 00 98% KJ501489.1
[ West Nie vinus isolate WNV-1US/BIDVE483/2001. complete qenome %5 965 100% 00 98% KJs014731
[ West Nile virus isolate WAV-11JS/BIDVB458/2001. complete genome 965 95 100% 00 98% KJAD1468.1
() West Nile virus isolate WV-1/US/BID-VE4 1812001, eomplets genome %5 965 100% 00 98% KIG014551
[0 West Nile virus isolate WNV-1/US/BIC-V6399/2002, complete genome 965 965 100% 00 98% KJAD14501
[ West Nile virus isolate WNV-1/US/BID-VE373/2001, complets genome %5 965 100% 00 98% KI5014434
(' West Nile vinus isolate WNV-1US/BID-VBG51/2001, complate aenome %5 9%65 100% 00 98% KIG01305.1
() West Nile vinus isolate WNV-1US/BID-VER302001, comalete aename %5 95 100% 00 98% KiG01379.1
() West Nl virus isolate -1 US/BID-VB4E62003, comalete aename %5 %5 100% 00 98% Kis013131

Sekil 4.15 NCBI veri tabaninda dizinin karsilastiriimasi sonucu elde edilen benzer diziler
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West Nile virus sfrain T2, complete genome
Sequence ID: gblKJ958922 1| Length: 11026 Number of Matches: 1

Range 1: 4380 to 4706 GenBank Graphics

Scora Expact Identitias Gaps Strand
743 bits(402) 0.0 406/408(99%) 0/408(0%) Plus/Plus
Query 1 CCTOGOARAGTOATGCAGAAATTACAGGC TCRAGCGAAAGAGTTGATATGLG 6@

|||||||||||||||||||||||I|||||||H|||||||[|||[|[|||||||||||||

Sbjct 4389 GGACATCTCCTGGGAAAGTGATGCAGAAATTACAGGCTCGAGCGAAAGAGTTGATGTGLG 4448
Query 61 GATGATGATGGAAACTTERAGCTCATGARTCATCCAGGAGCACCTTOOARGATATE 128

||||||||||||||||||||| LEERTTERELLTELELTEEL LT

Shjct 4449 TGATGATGRAMACTTCCAGCTCATOARTGATCCAGRAGCACCTTORARGATATG 4508
Query 121  GATGCTCAGAATGGCCTGLCTCRCGATTAGTGCATACACCCCTTORGCAATCCTRCCCTC 188

LLCCLLLEETTEEREELLLELELT LR TELEL LT TTET T

Sbjct 4509 GATGCTCAGAATGGCCTGCCTCGCGATTAGTGCGTACACCCCTTGRGCAATCCTGCCCTC 4568
Query 181  AGTAGTTGGATTTTGGATAACTCTCCAATACACARAGAGAGGAGOCOTGCTOTGAGACAC 244

LLLELLELETEREREELLLELEE T ELELTTELE LTI ET T

Sbjct 4569 AGTAGTTGGATTTTGGATAACTCTCCAATACACAAAGAGAGGAGGCGTGCTGTGGGACAC 4628

o i

Sbict 4629 AAAGGAGTACAAAMGGGGGACACGACCACCRRCGTCTACAGGATCATGAC 4688

Query 301 GGCTGCTCGGCAGTTATCAAGCAGGAGCGGGCGTGATGATTGAAGETGTTTTCCA 360
| |||||||||||||||I||||||||||||||||||||||I|[|||I||||||||||||||

Sbict 4689 GGCTGCTCGGCAGTTATCAAGCAGGAGCGGGCGTEATGATTGAAGETGTTTTCCA 4748

Query 36l  CACCCTTTGGCATACAACAAAAGGAGCCOCTTTGATGAGCOGAGARGG 468

LLLLCLLELETTRREELELLTELEL T LT LETEL T

Sbjct 4749 CACCCTTTGGCATACAACAARAGGAGCCGCTTTGATGAGCGGAGAAGG 479

Sekil 4.16 NCBI veri tabaninda dizinin karsilastirilmast sonucu elde edilen engok benzerlik gdsteren

diziler
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GLIO11992 ltaly
JF719068 Spain
100 = DQTEE573 France
AYTO1413 Morocoo
AJO65628 Portugal
— AFAD4TST Italy
gol [ FJ7E6332 Spain
1 JFTOTTED Spain
= AYZ2EE132 France
HM1527 75 larael
AY262283 Renya
AF260969 Romania
Loo [[ AY278442 Russia
100 AY2TT252 Russia
1p0 ~ GQB51607 Nigena
GQ851608 Senegal
30851608 C AmcanRepubhc
L KJ958022 Turkey

K=l Turkey

Lineage 1

AY268133 Tunisia

100] = JX041630 Azerbaijan
- JX041628 Azerbaijan
- AF4B1864 |srael
AF28008T NewYorkLISA
r DO164205 TexasUSA
gol DOOB00GS Mewco

100

— IXO70G55 Tajikistan
100 —— AYG03654 Ethiopea

AFOT5723 Japanessencephainsvirus, GPTS

0.05

Sekil 4.17 Kars Platosu ve 1gdir Ovasi’nda buldugumuz virusun filogenetik agagtaki yeri
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5. TARTISMA VE SONUC

Kiiresel niifus artigi, insanlardaki gd¢ hareketleri, plansiz ve kontrolsiiz kentlesme,
modern ulasim sistemlerinin kullaniminin artis1, sehirler ya da iilkeler arasi ticaretler,
arazi alanlarinin kullanimindaki artis ve tahribat, bilingsiz arazi sulamasi, insan ve
hayvanlardaki gé¢ ya da seyahat aktivitelerine bagli olarak patojenlerin artisi, vektor
canlilarin artis1 ve etkili vektor kontroliiniin yetersizligi, vektorlerin neden oldugu
hastaliklar1 Onleme programlarinin eksikligi ve iklim degisikligi ile miicadelelerin
yeterli diizeyde olmayis1 arboviral hastaliklarin artisina neden olmaktadir[48].
Arboviruslar, alphavirus, flavivirus ve bunyavirus olarak 3 familyaya ayrilmakta olup,
bu familyalar, Rift Vadisi Atesi, Deng Hummasi, Sar1t Humma, JEV ve BNV gibi

onemli viruslar1 icermektedir[52].

BNV ilk olarak 1937 yilinda Uganda’da izole edilmis, 1943 yilinda da virusun
sivrisinekler araciligi ile nakledildigi laboratuvar ortaminda ispat edilmistir[54, 56].
1999 yilina kadar virus Dogu Yarimkiire’de hizla yayilmis, cesitli iilkelerde salginlar
goriilmiis ve virusun bircok canlida varligi gosterilmistir[17, 58, 62-64]. Virus Bati
Yarimkiire’de ilk defa 1999 yilinda Newyork’daki salgmla goriilmiis ve dikkat
cekmistir[20]. Dogu Yarimkiire’de meydana gelen en biiyiik salgin, 1974 yilinda Gliney
Afrika’da meydana gelmis olup, bu epidemide yaklagik 100.000 vaka tespit
edilmistir[64]. Bat1 Yarimkiire’de de en biiyiik vaka 2002 yilinda Amerika’da meydana
gelmistir. Bu salginda 4156 vaka tespit edilmis ve bunlarm 284’ oOliimle

sonuclanmistir[265].

Virusun dogadaki dongiisii ¢ogunlukla kuslar ve sivrisinekler arasinda oldugundan,
kuslarm en Onemli konaklari, sivrisineklerin ise BNV’nin ana vektorleri oldugu
bilinmektedir[145]. Yapilan calismalar BNV’nin yayillimmin yabani kuslarin gog
zamani ve goc¢ yollar1 ile cakismakta oldugunu gostermektedir[132]. Sinir komsumuz
olan Iran’da gdogmen kuslar iizerinde yapilan ¢alismada, 2003-2007 yillar1 arasinda 509
gocmen kustan alinan kan 6rnekleri incelenmis ve 78 serum 6rnegi pozitif bulunmustur.
Pozitif serumlarm ¢cogunlugunun su kuslar1 oldugu ve 6zellikle sakarmeke (Fulica atra)
tiirlerinde bulundugu gorilmiistiir[266]. Go¢gmen kuslarin BNV’den sorumlu olmasinin

temel sebepleri, 1liman bdlgelerde virus salginlarinin gégmen kuslarin gelmesiyle ortaya
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cikmasi, sulak alanlara yakim yerlerdeki insanlarda hastaligm goriilme sikliginin daha
cok olmasi ve bu alanlarda ornitofilik sivrisineklerin ve go¢men ve yerli kuslar c¢ok

sayida bulunmasidir[267].

Sivrisinekler virusun enzootik dongiisiinden sorumlu birincil vektor olduklarindan
sivrisineklerde virusun varligma iliskin birgok c¢alisma yapilmistir. Cizelge 2.4’de
gosterildigi lizere yapilan ¢alismalarla virusun 11 cinse ait 65’den fazla tiirde varligi
kanitlanmistir[155,156]. Afrika ve Orta Dogu’da Cx. decens, Cx. neavei, Cx. poicilipes,
Ae. albocephalus ve Mimomyia spp tirleri belirli bolgelerde 6nemli rol oynamasima
ragmen, Cx. univittatus BNV nin ana vektoriidiir. Avrupa’da Cx. pipiens, Cx. modestus
ve Coquillettidia richiardii, Asyada Cx. quinquefasciatus, Cx. tritaeniorhynchus ve Cx.
vishnui, Amerika’da da Cx. tarsalis tiirlerinin BNV’nin temel vektori oldugu
bilinmektedir[58]. Cogunlukla kanatlilardan ve nadiren de memelilerden
beslenmesinden dolay1 6zellikle Culex cinsi sivrisineklerin tiim diinyada BNV’yi

bulastirmada birincil vektor oldugu kabul edilmektedir[147].

Bu tez kapsaminda, 2013-2014 yillarinda BNV niikleik asitlerini tagima potansiyeli olan
vektor sineklerin, gogmen kuslarmn, yerli kanathlarin ve potansiyel ikinci konaklarin
varliginin bilindigi, iklimsel ve cografi olarak birbirinden farklilik gésteren Kars Platosu
ve Aras Havzasi sivrisineklerinde Haziran-Agustos aylarinda BNV taramasi yapildi.
Kars Platosu’nda BNV varligi ilk defa 2014 yilinda 6rdeklerde bildirilmistir[22]. Ancak
virusun vektorlerine yonelik bir ¢aligma yapilmamustir. Aras Havzasi’nda ise BNV
aktivitesine yonelik herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamiz hem Kars
Platosu hem de Aras Havzasi’ndaki sivrisineklerde BNV varligina yonelik ilk calisma
olmakla birlikte Aras Havzasi’'nda BNV’ye yonelik yapilan ilk arastrma o6zelligini
tasimaktadir. Her iki bolge de kus goc rotasi iizerinde olup, gdo¢men kuslarin
dinlendikleri ve iiredikleri alanlar1 (Kars Platosu’nda Kuyucuk golii, Aras Havzasi’'nda

Aras Nehri) bulundurmaktadir.

Asya ve Avrupa’da BNV salginlari olmus ve insan serumlarinda BNV antikorlari
saptanmistir. 1977°de Beyaz Rusya’da[58], 1985 yilinda Ukrayna’da[58], 1996 yilinda
Romanya’da[58], 1998  wyilinda  Giircistan’da[268],  1992-2001  yillarinda
Hindistan’da[269], 1999 yilinda Rusya'da[270], 2009 yilinda Iran’da BNV
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antikorlarmin varligi tespit edilmistir[271]. Yunanistan’da BNV antikorlar1 bulunmus

ve Koken 1’den farkli olarak Koken 2 virus izole edilmistir[72].

Insanlar haricinde vektdr ve rezarvuar calismalarina bakildiginda Asya, Avrupa, Afrika
ve Amerika kitalarinda birgok calisma yapilmistir. Romanya’da 1997 yilinda insan,
tavuk ve kuslarda serolojik olarak BNV calisilmis ve ¢alisma sonucunda temmuz-eyliil
aylarinda insan serumlarinda, haziran-agustos aylarinda da tavuk ve kuslarda BNV
antikorlar1 tespit edilmistir. 1998 yilinda da insan serumlarinda BNV antikorlari tespit
edilmistir. Calismada farkl aylarda farkli canlilarda BNV antikorlarinin saptanmasi,
gocmen kuslarin olmadigi zamanlarda virlisiin tavuk, insan ve yerli kuslarda
dongiisiiniin siirdiigiinii gostermektedir[272]. Ispanya'da Cx. theileri, Cx. pipiens, Oc.
caspius ve Cs. annulata’nin da i¢cinde oldugu 13 tiirde RT nested PCR ile BNV ve
Usutu virlisii varligi arastirilmistir. Agustos, eyliil ve ekim aylarinda yalnizca Cix.
perexiguus tiirline ait havuzlarda her iki viriis de bulunmus ve BNV'nin Kdken 1'e ait
oldugu gorilmiistiir[273]. Amerika’da hem kus hem de sivrisineklerde BNV taramasi
yapilmis ve iki yilda da gé¢men kuslarda BNV bulunmus ve Cx. pipiens temel vektor
olarak belirlenmistir[274]. Newyork’ta kus, sivrisinek, at ve insanlarda real-time RT-
PCR yontemi ile BNV arastirilmig, néroloji hastasi 10 insan, 2 at, 60 kus ve 6 sivrisinek
tirtinde (Ade. vexans, Cx. pipiens, Cx. salinarius, Ae. triseriatus, Ps. ferox ve An.
punctipennis) virus tespit edilmistir. Pozitif ¢ikan 6rnekler RT-PCR ile dogrulanmustir.
Sonuglarla Cx. pipiens ve Cx. restuans’in kuslar arasinda birincil enzootic ve epidemic
vektor oldugu, Cx. salinarius tlriiniin insanlarda, Aedes tiirlerinin ise atlarda koprii
vektor oldugu distiniilmiistiir[275]. ELISA yontemi ile sivrinek, karga ve atmaca’da
yapilan bir calismada Cx. pipiens ve Ae. vexans tiirlerinde BNV bulunmustur.

Sivrisineklerle birlikte 28 karga ve 1 atmacada virus tespit edilmistir[276].

Yukarida belirtilen c¢alismalar dogrultusunda, Kars Platosu ve Aras Havzasi’nda
ornekleme yapilirken gé¢men kuslarm ve yerli kanatlilarmm mevcut oldugu 6rneklem
merkezleri se¢ilmeye 6zen gosterildi. 5 bolge olarak toplam 13 merkez secildi. Ergin
bireyler 2013 yilinda Aras Havzasmm’da 2 merkezden (Agabey ve Yukar1 Ciyrikli
Koyleri), Kars Platosu’nda 5 merkezden (Kiimbetli, Cam¢avus, Kuyucuk ve Biiyiik
Catma koyleri ve Selim Merkez) toplandi. 2014 yilinda ise; Aras Havzasi’nda 5

(Agabey, Yukar1 Ciyrikli, Yenikdy ve Calpala Koyleri ve Tuzluca Merkez), Kars
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Platosu’nda 5 (Kars Merkez, Kuyucuk, Karahamza, Kiimbetli ve Alisofu Koyleri)

merkezden toplandu.

Calisma sonucunda bolgelerden 2013 ve 2014 yillarinda toplam 15.287 sivrisinek (Kars
Plarosu 3355, Aras Havzasi 11.932) toplandi. Toplam 376 havuz olusturuldu ve

olusturulan havuzlarin 128 tanesinde BNV niikleik asit varligi tespit edildi.

2013 yilinda Haziran—Agustos aylarinda Kars Platosu’'nda toplam 1360, Aras
Havzasi’da 6669 disi sivrisinek toplandi. Kars Platosu’nda 4 cinse ait, 6 farkl tiir (Oc.
caspius, Cx. theileri, Cx.pipiens ssp., An. maculipennis kompleks, Cs. longierolata, Cs.
annulata) Aras Havzasi’nda da 4 cinse ait 9 farklh tiir (Oc. caspius, Ae. vexans, Cx.
theileri, Cx. pipiens ssp., Cx. territans, An. maculipennis kompleks, An. hyrcanus, An.
sacharovi, Cs. annulata) tespit edildi. 2014 yilinda Haziran—Agustos aylarinda Kars
Platosu’nda toplam 1996, Aras Havzasi’'nda 5264 disi sivrisinek toplandi. Kars
Platosu’nda 4 cinse ait, 6 farkh tiir (Oc. caspius, Cx. theileri, Cx. pipiens ssp., An.
maculipennis kompleks, Cs. longierolata, Cs. annulata) Aras Havzasi’nda da 4 cinse ait
6 farkli tiir (Oc. caspius, Ae. vexans, Cx. theileri, Cx. pipiens ssp., An. maculipennis
kompleks, An. hyrcanus) tespit edildi. Buldugumuz sivrisinek tiirlerinin hepsi daha dnce
Erdem F. ve Bedir H. tarafindan bu bolgelerde bulunmustur[277, 278]. Erdem F. Kars
Platosu’nda yaptig1 ¢alismada 18 sivrisinek tiiriinlin (4n. maculipennis, Cx. hortensis,
Cx. pipiens ssp., Cx. laticinctus, Cx.theileri, Cx. tritaenihorynchus, Oc. caspius, Oc.
hexodontus, Oc. pullatus, Oc. cataphylla, Oc. subdiversus, Oc. flavescens, Cs.
alaskaensis, Cs. annulata ve Cs. longiareolata) varlhigim bildirmistir[277]. Bedir H Aras
Vadisi’'nde yaptig1 calismada Ae. vexans, An. hyrcanus, An. maculipennis, Cx. pipiens
ssp., Cx. theileri, Cx. territans, Oc. dorsalis, Oc. caspius ve Coquillettidai richiardii
tiirlerinin varligmi bildirmistir[278]. Bu ¢calismadan ayr1 Aras Havzasi’nda buldugumuz
Cs. annulata tiri ise Alkan, S.S. tarafindan bulunmustur[279]. Bizim sivrisinek
yogunlugumuzla dogru orantili olarak Erdem F. de Kars Platosu’nda en baskin tiiriin
Cx. theileri oldugunu, Bedir H.’de Aras Havzasi’nda Oc. dorsalis/caspius oldugunu

belirtmistir[277, 278].

2013 yilinda toplanan Orneklerden 197 (Kars Platosu 36, Aras Havzasi 159), 2014
yilinda ise 181 havuz olusturuldu (Kars Platosu 53, Aras Havzasi 128). Olusturulan
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havuzlar RT-PZR yontemi ile c¢alisildi. RT-PZR yOnteminin sivrisineklerde BNV nin
tespitinde duyarlilik ve 6zgiilliigli Hadfield ve arkadaslar1 tarafindan arastirilmis ve RT-
PZR’1n enfekte tim sivrisinek havuzlarinda yiiksek bir giivenirlikle ¢alistigini ortaya
koymustur. Bu yontemin analitik duyarhilik ve 06zgiilliigiinin %100 oldugu

belirlenmistir[280].

2013 yilinda olusturulan 195 havuzdan toplam 68 havuzda BNV niikleik asitleri (Kars
Platosu 5, Aras Havzas1 63) tespit edildi. Aras Havzasi’nda 4 tiirde (Oc. caspius, Cx.
theileri, Cx. pipiens ssp., An. maculipennis kompleks), Kars Platosu’nda 2 tiirde (Oc.
caspius, Cx. theileri) BNV niikleik asit varlig1 tespit edildi. Her iki ilde de en fazla BNV
niikleik asit varligi Oc. caspius tiirlinde bulundu. (Aras Havzas1 34, Kars Platosu 4).
2014 yilinda olusturulan 181 havuzdan toplam 60 havuzda BNV niikleik asitleri (Kars
Platosu 17, Aras Havzasi 43) tespit edildi. Aras Havzasi’nda 5 tiirde (Oc. caspius, Cx.
theileri, Cx. pipiens ssp., An. maculipennis kompleks, An. hyrcanus), Kars Platosu’nda
4 tiirde (Oc. caspius, Cx. theileri, Cx. pipiens ssp., An. maculipennis kompleks) BNV
niikleik asit varhigi tespit edildi. BNV niikleik asitleri Aras Havzasi’'nda en ¢ok Oc.
caspius (18), Kars Platosu’nda ise Oc. caspius ve Cx. theileri (6) havuzlarinda esitlik
oldugu tespit edildi. Calismada BNV niikleik asitleri bulunan tiirler Oc. caspius, Cx.

theileri, Cx. pipiens ssp., An. maculipennis kompleks, ve An. hyrcanus’tur.

Sicaklik, hem sivrisinek populasyonu hem de virusun g¢ogalmasi ve yayilmasini
etkilediginden BNV icin 6nemli bir etkendir. Calisma alanlarimiz olan Kars Platosu ve
Aras Havzasi’ndaki sicaklik ortalamalar1 birbirlerinden farklidir. Cizelge 3.1 ve Cizelge
3.2°de gosterildigi gibi Aras Havzasi’nin sicaklik ortalamasi Kars Platosu’na gore daha
fazladir. Daha sicak bolgelerde ya da daha sicak aylarda sivrisinek sayisi artmaktadir.
Sicaklik ile sivrisinek bollugu arasindaki iliskiyi Roiz D. ve arkadaslari incelemis ve
sicakligm artmasiyla Cx. pipiens populasyonlarinda artis oldugunu tespit etmistir[281].
Bu ¢aligmada da ayn1 sekilde sicaklik ile sivrisinek populasyonlar1 arasinda dogru oranti
oldugu gozlendi. Her iki senede de haziran-agustos aylar1 sicaklik ortalamasi yaklasik
28 °C olan Aras Havzasi’nda, haziran-agustos aylar1 sicaklik ortalamasi yaklasik 16 °C

olan Kars Platosu’ndan ¢ok daha fazla sayida sivrisinek toplandi.
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Bu calismada yapilan enfesiyon oranlar1 hesaplamalari sonucunda toplam MLE
enfeksiyon oranmnin 10,22 (CI 8,59 — 12,09) oldugu ve Aras Havzasi’ndaki MLE
oraninin Kars Plato’ndan daha yiiksek oldugu goriildii. Ayni sekilde bolgeler arasindaki
enfeksiyon oranlar1 karsilastirildiginda Aras Havzasi’na ait olan 4. ve 5. bolgelerin
enfeksiyon oranlarmin daha ytiksek oldugu goriildii. Sivrisinek populasyonlarinda virus
yogunlugunu etkileyen bir¢ok faktor olsa da en Onemli etkenin sicaklik oldugu ve
sivrisineklerin  vektorliiklerinin degerlendirilmesinde 06zellikle sicakligin dikkate
almmas1 gerektigi diistiniilmektedir[164]. Aras Havzasi’nda enfeksiyon oranin fazla
cikmasi, iki bolge arasindaki sicaklik farki ile iliskilendirilebilir. Yapilan bir calismada
Cx. pipiens tiirlerine enfekte bir konaktan kan emdirilmis ve sicakligm virus olusumu
iizerine etkisi incelenmistir. Arastirma sonucunda 18 °C’de tutulan sivrisineklerin
%30’undan daha azinda, 20-26 °C’de tutulan sivrisineklerde orta seviyede, 30 "C’de
tutulan sivrisineklerin ise hemen hemen hepsinde virus tespit etmislerdir. Ayrica
sicakligin artmast ile virusu daha erken bir zamanda (30 °C’de kan emdikten sonra)
tespit edilebilecegini de géormiislerdir[164]. Bizim ¢alismamizda da goriilmektedir ki,
yaz aylari sicaklik ortalamasi 28 °C olan Aras Havzasi'nda yaz aylar1 sicaklik
ortalamas1 16 °C olan Kars Platosu’nda enfeksiyon oranin daha fazla oldugu tespit

edildi.

Calisilan 6rnek sayisinin artmasi virusu bulma ihtimalini ve oranmni artirmaktadir.
Sicaklik artisinin sivrisinek populasyonunu artirdigi gibi, sivrisineklerin tasidigi virus
miktarim1 da artirdigi bilinmektedir. Texas’da BNV calismasinda 25 °C’de sivrisinek
populasyonlarinda artis oldugunu, 29 °C’ye gelen sicakliklarda da virus oraninin
fazlalastig1 tespit edilmistir[282]. Kenneth E. Kunkel ve arkasdaslar1 Cx. pipiens
sayisinin sicaklik artist ile dogru orantili olarak arttigmi gézlemlemislerdir[283]. Bu
calismalara bagli olarak bizde iki bdlge arasindaki enfeksiyon farki sicaklik ile

aciklanabilmektedir.

Bolgeleri ayr1 ayr1 inceledigimiz zaman da, Kars Platosu’nda en yiiksek MLE
enfeksiyon oraninin Cx. pipiens tlriinde oldugu ve 2014 yilinda genel enfeksiyon
oraninda artis oldugu gozlendi. Aras Havzasi’nda ise tam tersi olarak 2014 yilinda
enfeksiyon oraninda azalma oldugu goriildii. Bu durumda yagis, nem ve diger bir¢ok

cevresel sartlarin rolii olsa da 2013 ve 2014 yili sicakliklarina baktigimiz zaman, Kars
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Platosu’nda 2014 yilinda sicakligin arttigimni, Aras Havzasi’nda ise sicakligin azaldig:
goriildi. Yapilan bir calismada sicaklik farkliliklarmin 6zellikle Cx. pipiens olmak
iizere Culex tiirlerinde etkili oldugunu, sicakligmn yiiksek oldugu zamanlarda (31.2 °C)

virusun insanlarda ve Cx. pipiens tlirlerinde arttig1 gosterilmistir[284].

Kars Platosu ve Aras Havzasi’na ait 5 bolgede 13 orneklem merkezinde calisildi. Bu
merkezlerdeki enfeksiyon orani hesaplandig1 zaman, en yiiksek oranin Selim Merkez’de
oldugu daha sonrada Calpala, Agabey ve Kiimbetli kdylerinde oldugu belirlendi. Bu
merkezlerden Selim Merkez, Kars ilinin ilgesidir. Hem Selim Merkez’de, hem de Kars
Ilinde hayvancilik yapilmakta olup tuzaklar ahirlara konuldu. BNV nin yaygmligmin
kentsel alanda m1 yoksa kirsal alanda m1 daha yaygm oldugna yonelik bir¢ok ¢aligma
mevcut olup, ¢cogu kani. BNV salginlarmin 6zellikle gogmen kuslarin gegtigi, sulak ve
kentsel alanlarda yaygm oldugu disiiniilmektedir[145, 285]. Bizim Orneklem
merkezlerimizin hepsinde yogun hayvancilik yapildig1 ve sulak alanlar oldugundan

dolay1 merkezler arasinda anlamli bir baglant1 kurulamada.

Besin tercihi olarak daha ¢ok kanatlilardan ve nadiren de memelilerden beslenen Culex
cinsine ait sivrisineklerin BNV’nin birincil vektorii oldugu diisiiniilmektedir[147].
Asya, Avrupa ve Orta Dogu’da yapilan ¢alismalarla virusun Cx.pipiens s.s., Cx.theileri,
Cx.modestus s.s., Cx.univittatus, Oc. caspius ve An. maculipennis s.l. tlrlerinde de
bulundugu ve bu tiirlerin virusun bulasmasinda etkili olduklar1 goriilmiistiir[136].
Yaptigimiz tiirler arasindaki enfeksiyon orani hesaplamalar1 sonucunda, en yiiksek
enfeksiyonun Cx. pipiens ssp. tiirlinde oldugu daha sonra sirasi ile An. maculipennis

kompleks, Oc. caspius ve Cx. theileri tiirlerinin izledigi gorildi.

Afrika’da kiglayan go¢men kuslar nisan ve mayis aylarinda kuzey yoniine dogru gog
ederken Tiirkiye’den gecerek Avrupa’ya girmektedir. Avrupa’dan da tekrar iilkemizden
gecerek Afrika’ya goc etmektedirler[146]. Go¢men kuslarin gectigi ve konakladigi
iilkelere BNV’yi yaydig1r bilinmektedir. BNV goécmen kuslarin gegtigi tarihlerde
iilkelere girer. Kuslar lizerinden beslenen sivrisinekler, bolgelerdeki diger canlilara
virusu nakletmektedir. Boylece gdo¢men kuslarin olmadigi temmuz ayindan ekim ayima

kadar virus, yerel kus populasyonlar1 ve boylece de insan ve atlara gecer[146].
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Bu calismada BNV niikleik asitlerinin gogmen kuslarin bolgelere girdigi tarihlerle
dogru orantili olarak haziran ve agustos aylarinda mevcut oldugu, virusun tiirlerde
varligmin yillara ve aylara gore farklihik gosterdigi gozlendi. Kars Platosu’nda 2013
yilinda BNV, Haziran ayinda sadece Oc. caspius tiiriinde, Agustos ayinda ise Oc.
caspius ve Cx. theileri’de bulundu. 2014 yilinda Haziran ayinda Oc. caspius ve Cx.
theileri’de, Temmuz ayinda Oc. caspius, Cx. theileri ve An. maculipennis kompleks
tiirlerinde, Agustos ayinda ise Cx. theileri, Cx. pipiens ssp. ve An. maculipennis
kompleks tiirlerinde BNV niikleik asidi bulundu. Aras Havzasi’'nda 2013 yilinda
Haziran ayinda Oc. caspius, Cx. theileri, An. hyrcanus ve An. maculipennis kompleks
tirlerinde, Temmuz aymda Oc. caspius, Cx. theileri, Cx. pipiens ssp. ve An.
maculipennis kompleks tiirlerinde, Agustos ayinda ise Oc. caspius, Cx. theileri, Cx.
pipiens ssp, An. hyrcanus ve An. maculipennis kompleks tiirlerinde BNV niikleik asit
varlig tespit edildi. 2013 ve 2014 yillarinda her iki bolgede de temmuz ayinda BNV
niikleik asit varlig tespit edildi. Bu da virusun gé¢men kuslarin olmadigi zamanlarda
bolgelerde yogun bulunan karga, serce, kirlangig, kaz, ordek gibi kanatlilar ve
memelilerde mevcut oldugunu, virus dongiisiiniin bu canlilar arasinda olduguna isaret
etmektedir. 1998 yilinda Israil’de 6zellikle kazlarin oldukga etkilendigi bir BNV salgini
olmustur. Yapilan ¢alismalarla virus kazlar ve leyleklerden izole edilmistir. Ayrica
kazlardan izole edilen virusun Newyork virusu ile ayni oldugu belirlenmis. Bu da
gocmen kuslardan yerel kazlara BNV gecisini gostermektedir[141]. Yapilan bazi
calismalarla da BNV kaz, tavuk, hindi, serce ve birgok yabani kustan izole

edilmistir[264, 286-288].

Hem Kars Platosu’nda hem de Aras Havzasi’nda BNV niikleik asitlerinin bulundugu
havuzlar 6zellikle bolgede yogun bulunan tiirlerde fazla oldugu goriilmektedir. Oc.
caspius, Cx. theileri ve An. maculipennis kompleks tiirleri her iki bdlgede de yogun
bulunan tiirlerdir ve olusturulan havuzlarin ¢ogunlugunu olusturmaktadirlar. Bu durum
daha 6nce ABD’de yapilan bir ¢alisma ile gosterilmistir. Calismada 5 yillik analizle
(1999-2005) yogun virus havuzlar1 Cx. pipiens (86), Cx. salinarius (32), Cx. restuans
(26), Cs. melanura (32) ve Ae. vexans (12) tiirlerinde bulmuslar. Tiirlerin yogunlugu ile
dogru orantili olarak virusun agustos-eyliil aylar1 arasinda artis yaptigi

gozlemlenmistir[289]. Iklimsel olarak Kars Platosu ile ayn1 6zelligi gdsteren Rusya’da
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yapilan ¢alismalarda, virusun agustos aymda Cx. pipiens ve Cx. modestus tiirlerinde

bulundugu bilinmektedir[290].

Bizim ¢alismamiza benzer sekilde Colorado’da yapilan calismada ovalik alanda daglik
alana gore daha ¢ok sivrisinek tiirler1 bulunmus, Cx. pipiens, Cx. tarsalis ve Ae. vexans
gibi BNV potansiyeli olan tiirlerin daghk alanlara gelindikce azaldig tespit edilmisdir.
Hem Cx. tarsalis hem de Cx. pipiens’in enfeksiyon oranmin ovalarda daha yiiksek

oldugu gozlemlenmistir[291].

Oc. caspius, Cx. theileri, Cx. pipiens ssp., An. maculipennis kompleks ve An. hyrcanus
tiirlerinde virusun varligi daha once ¢esitli iilkelerde yapilan ¢aligmalarla bildirilmistir.
Yapilan literatiir taramalarinda Oc. caspius 'un, Ukrayna[58], Portekiz[292], Misir[135],
Italya[293], Tiirkiye[22]’de BNV vektorii oldugu belirlendi.

Cx. theileri'nin, Ozellikle Kuzey Afrika’da birgcok bdlgede virusu tasidigi
gosterilmistir[ 58]. Ayrica Portekiz[292]’de de BNV vektorii oldugu bilinmektedir.

Cx. pipiens’in, BNV’nin calisildigt hemen hemen her iilkede vektér oldugu
bilinmektedir. Kuzey Afrika, Misir, Israil, Romanya, Cek Cumbhuriyeti, Bulgaristan[58],
Yunanistan[294], Macaristan[295],  Ispanya[296], Italya[280], Meksika[297],
Portekiz[292], ABD[298], Rusya[290], Ozbekistan[299] ve Tiirkiye[22] gibi bir¢ok

farkli tilkede ve bu tilkelerdeki farkli cografyalarda bulunmustur.

An.  maculipennis’in ~ BNV vektorii  oldugu, Portekiz[300], Ukrayna[58],
Madagaskar[301]’da bildirilmistir.

An. hyrcanus un BNV vektorligii, Rusya’dan bildirilmistir[89].

Dogal dongiisii kuslar 1ile sivrisinekler arasinda olan virusun Culex disindaki
sivrisineklerde ve birgcok canlhida goriilmesi, sivrisineklerin besin tercihi ile
iligkilendirildi. Aedes ve bazi Culex tiirleri, memelilerden kan emdiginden dolay1
beslenme aligkanliklar1 bakimindan koprii gérevi gordiigli ve virusun insanlara ve kuslar
disindaki  diger omurgalilara iletiminden Onemli derecede sorumlu olduklar:
disiiniilmemektedir[302, 303]. Kuzey Yarimkiire’de Cx. pipiens memeli ya da hem

memeli hem de kuslardan beslenirken, daha kuzeyde sadece kuslardan
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beslenmektedir[304]. Anopheles cinsi sinekler genellikle anthropophilic olmasmna
ragmen kopek ya da sigirlardan beslenebilirler[305,306]. BNV tasima potansiyelinde
olan sivrisinek tiirlerinde yapilan ¢alismada bizim de toplamis oldugumuz tiirlerden Oc.
caspius ve Cx. theileri’nin en ¢ok smasiyla kus, at ve insanlardan beslendigi, Cx.
pipiens’in ise sirasiyla kus, memeli ve siiriingenden beslendigi tespit edilmistir[307].
Romanya’da sivrisinekler (%93’1i Cx. pipiens), ¢esitli kiimes hayvanlar1 ve kuslarda
serolojik olarak BNV bakilmis ve Cx. pipiens tiirline ait sivrisinek havuzlarinda, 6rdek,
kaz, tavuk ve hindi’ye ait kiimes hayvanlarinda ve passeriformes takimina ait kus
serumlarinda pozitiflik saptanmistir[308]. Rusya’da 6 cinse ait 13 sivrisinek tiirii
iizerinde yaptiklar1 ¢alismada en yogun bulunan tiirlerin Ae. vexans ve Cx. pipiens
oldugu, virusun ise sadece Cx. pipiens ve Cx. modestus tiirlerinde bulundugunu ve bu

iki tlirtinde kanatlilardan kan emdigi tespit edilmistir[290].

Bu caligma ile birlikte yukaridaki literatiirler de degerlendirilerek, kuslardan beslendigi
bilinen Cx. pipiens tlriiniin bizim c¢alismamizda enfeksiyon oranmin yiliksek
c¢ikmasmdan dolayi, Kars Platosu ve Aras Havzasi’na gelen BNV ile enfekte gogmen
kuslardan virusu alabilecegi ve bu bolgelerdeki yerli kanathilarla birlikte diger konaklara
aktardigimi, Cx. theileri, Oc. caspius, An. maculipennis ve An. hyrcanus tlrlerinin de
virusun bolgede diger konaklara bulasmasmnda rol oynayabilecegini diisiinebiliriz.
Yaptigimiz calismada BNV niikleik asitlerini buldugumuz Cx. pipiens ssp., Cx. theileri,
Oc. caspius ve An. maculipennis kompleks tiirleri Asya, Avrupa ve Orta Dogu’da BNV
icin vektor 6zelligi gosterdigi ve virusun bolgeye bulasmasinda énemli rol oynadiklari

diistiniilmektedir[309].

Tirkiye, cografik konumu, iklimsel 6zellikleri, vektor potansiyeline sahip sivrisinek
tiirlerini bulundurmast ve kus go¢ yolu {izerinde bulunmasindan dolayr BNV igin
onemli bir konumda olmasina ragmen virusun vektorlerine yonelik yeterli sayida
calisma bulunmamaktadir. 2006 yilinda Istanbul’da Virus Antijen Testi ile
sivrisineklerde BNV varlig1 incelenmistir. BNV nin vektorii oldugu bilinen Cx. pipiens
de dahil olmak iizere 3 tir {lizerinde ¢aligma yapilmis ancak pozitiflik
saptanmamustir[243]. Ozer ve arkadaslar1 2007 yilinda Sanlwrfa’da Cx. pipiens, Oc.
caspius ve Aedes. Spp.tirlerinde real time PZR, VecTest ve Vero hiicre kiiltiirii ile

calismiglardir. Her 3 yontemde de pozitif 6rnek bulunamamistir[4]. Erglinay ve
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arkadaslarinin 2012 yilinda Edirne’de yaptiklar1 ¢alismada olusturduklar: 4 tiire ait
[Oc.caspius  (90.9%), Cx. pipiens (s.l.) (4.7%), An. pseudopictus (3%) ve
An.maculipennis s.l. (1.3 %)] 232 sivrisinek havuzunu Nested ve real-time RT-PZR
yontemi ile calisarak Oc. caspius ve Cx. pipiens tlirlerine ait 37 havuzda BNV niikleik
aistleri bulmuslardir[239]. 2011-2013 yillar1 arasinda Adana, Ankara, Artvin, Bursa,
Edirne, Mersin, Mugla, Kars, Kirklareli, Kuzey Kibris, Sakarya, Samsun, Sinop,
Sanlwrfa, Tekirdag ve Van ilinde yapilan calismada ordek, at, insan ve sivrisinekler
PRNT ve RT-PZR yontemleri ile ¢alisilmistir. Adana, Ankara, Artvin, Bursa, Edirne,
Mersin, Kirklareli, Sakarya, Samsun, Sinop, Tekirdag ve Kibris’tan olusturulan 203
sivrisinek havuzu RT-PZR yontemi ile ¢alisilmis, Edirne ilinden 1 adet Oc. caspius ve
Mersin ilinden 3 adet Cx. pipiens havuzu pozitif bulunmustur. Kars ilinden incelenen

423 ordek orneklerinin 42°si pozitif bulunmustur[22].

Yapilan bu caligsma ile birlikte Ergunay ve arkadaslarinin ¢aligmalar1 gostermektedir
ki[22, 239] Tirkiye’de ortak vektor tiirler Oc. caspius ve Cx. pipiens ssp.olup, Aras
Havzas1 ve Kars Platosu’nda Cx. theileri, An. maculipennis kompleks ve An. hyrcanus

tiirleri de virusun vektorliigiinii yapmaktadir.

Tiirkiye’de virusun filogenetik analizine yonelik ilk bildiri 2013 yilinda Ozkul ve
arkadaslar1 tarafindan yapilmistir. Ankara ve Eskisehir’de yapilan ¢alismada insan ve
atlarda bulduklar1 virusun ikisinin de Koken 1, clade la soyuna ait oldugunu tespit
etmiglerdir[239]. Daha sonra Ergunay ve arkadaslarmin yaptiklar1 calismada farkli
illerden bulduklar1 virusun Kéken 1, clade 1a soyuna ait oldugunu bildirmislerdir[239].
Bu calismada da Kars Platosu ve Aras Havzasi’nda pozitif buldugumuz 8 pozitif
havuzdan saflastirilan virusa ait dizi analizinin biyoinformatik analizler sonucu Kdken
I’e ait oldugu tespit edildi. Bu da iilkemizde var olan virusun Kéken 1’e ait oldugunu
gostermektedir. Tespit ettigimiz virusun diger iilkelerdeki viruslarla karsilastirmali
analizleri yapildiginda, filogenetik agacta da gdsterdigimiz gibi basta Tiirkiye (Eskisehir
ili) ve Orta Afrika Cumhuriyeti olmak tizere, Nijerya, Senegal, Romanya, Macaristan,
Tunus, Arjantin, israil, Rusya, italya, Fransa, Ispanya, Fas, Portekiz, Misir, NewYork
ve Avusturulya’da bulunan virus ile benzerlik gosterdigi belirlendi. Bu ¢alismada izole
edilen virusun Orta Afrika Cumhuriyeti’nden izole edilen viriis ile daha ¢ok benzerlik

gostermesi, Afrika kislayan gogmen kuslarin Avrupa’ya gogleri sirasinda (glineyden
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kuzeye dogru goc¢) Tiirkiye tizerinden gecerken virusu bu bdolgelere yaydiklarini

gostermektedir.

Ancak gogmen kuslar araciligi ile baska bdlgelerde bulunan diger kdkene ait virus
suslarinin yayilabilme olasiligi her zaman miimkiindiir ve bu BNV calismalarinin

siklikla tekrarlanmasi ile durumun gozlemlenmesini gerektirmektedir.

Sonu¢ olarak calismamiz; Kars Platosu ve Aras Havzasi’nda BNV niikleik asitlerinin
mevcut oldugunu gostermektedir. Her iki bolge de ge¢im kaynagmin hayvancilik
olmasi, 6zellikle kaz ve drdek basta olmak iizere evcil kanath yetistiriciliginin yaygin
olmasi, BNV’ nin ana konaklarmin yetistiriciliginin yapilmasi, vektor sivrisinekleri
bulundurmas1 ve kus gd¢ yollar: lizerinde olmasindan dolayr BNV salgin1 bakimmdan
onemli konumdadir. Calismamizla iki bolgede de vektor sineklerde virusun saptanmasi,
bolge halkini1 ve diger canlilar1 Bat1 Nil atesi hastaligi bakimindan tehdit etmektedir.
Olusacak epidemik salginlarin O6nlenmesi bakimindan, bu boélgelerde hem bizim
yaptigimiz, hem de diger ¢alismalar géz Oniine alinarak virusun diger konaklar ve
insanlarda taramasinin yapilmasi ve vektor canlilarla miicadele edilmesi gerekmektedir.
Calismamizin, olmasi muhtemel epidemik salginlara ve bunlarn vektorlerine 151k

tutmasi1 imit edilmektedir.

89



6. KAYNAKLAR

10.

11.

Schowalter, T.D., (Ed) “Insect ecology. An ecosystem approach”, (2nd edition),
ISBN 0:12-088772-x, Academic Press, London, UK, pp. 1-12 (2006).

Inci, A. ve Diizlii, O., “Vektorler ve Vektorlerle Bulasan Hastaliklar”, J Fac Vet
Med Univ Erciyes, 6(1) 53-63 (2009).

Gao, X., Nasci, R., Liang, G., “The neglected arboviral infections in mainland

China”, PLoS, Negl Trop Dis, 4: €624 (2010).

Ozer, N., Ergiinay, K., Simsek, F., Kayna, S., Alten, B., Caglar, S.S., Ustacelebi,
S., “West Nile virus studies in the sanlurfa province of Turkey”, J Vector Ecol,

32, 202-206, (2007).

Weaver, S.C., Reisen, W.K., “Present and future arboviral threats”, Antiviral Res

82: 328 (2010).

WHO., Potential health effects of climatic change. World Health Organization,
Available from:  http://www.ciesin.columbia.edu/docs/001-007/001-007.html
(1990).

Gubler, D.J., Reiter, P., Ebi, K.L., Yap, W., Nasci, R., Patz, J.A., “Climate
variability and change in the United States: potential impacts on vector- and

rodent-borne diseases”, Environ Health Persp, 109 Suppl 2: 223-233 (2001).

Reiter, P., “Climate change and mosquito-borne disease”, Environ Health Persp,

109 Suppl 1: 141-161 (2001).

Stenseth, N.C., Mysterud, A., Ottersen, G., Hurrell, J.W., Chan, K.S., Lima, M.,
“Ecological effects of climate fluctuations”, Science, 297: 1292-1296 (2002).

Patz, J.A., Epstein, P.R., Burke, T.A., Balbus, J.M., “Global climate change and
emerging infectious diseases”, JAMA,275: 217-223 (1996).

Becker, N., Petric, D., Zgomba, M., Boase, C., Dahl, C., Lane, J., Kaiser, A.,
“Mosquitoes and Their Control”, PlenumPublishers, ISBN: 0-306-47360-7, New
York, 497p (2003).

90



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Eldridge, B.F., “Mosquitoes, the Culicidae. In: Marquardt WC (ed) Biology of
disease vectors”, Elsevier Academic Press, Second Edition, Elsevier, Amsterdam,

785p (2005).

Harbach, R.E., “Mosquito taxonomic inventory”, Available from: mosquito-

taxonomic-inventory.info/genus-wyeomyia-theobald-1901 (2012).

Ramsdale, C.D., Alten, B., Caglar, S.S., Ozer, N., “A revised annoted checklist of
mosquitoes (Diptera, Culicidae) of Turkey”, Journal of the European Bulletin, 9:

18-28 (2001).

Roby J.A., Pijlman G.P., Wilusz J., Khromykh A.A., “Noncoding Subgenomic
Flavivirus RNA: Multiple Functions in West Nile Virus Pathogenesis and
Modulation  of  Host  Responses”,  Virusas  (2014).,  6:404-427.

www.mdpi.com/journal/virusas (2014).

Kuno, G., Chang, G.-J.J., Tsuchiya, K.R., Karabatsos, N., Cropp, S.B.,
“Phylogeny of genus Flavivirus”, J Virol, 72: 73—-83 (1998).

Campbell, G.L., Marfin, A.A., Lanciotti, R.S., Gubler, D.J., “West Nile virus”,
Lancet Infect Dis, 2(9):519-29 (2002).

Cunha, B.A., “West Nile Encephalitis”, Infect Dis Pract, 23:85-90 (1999).

Malkinson, M., Weisman, Y., Pokamonski, S., King, R., Deubel, V.,
“Intercontinental transmission of West Nile virus by migrating white storks”,

Emerg Infect Dis, 7 (3Suppl.): 540 (2001).

Hayes E.B., Komar N., Nasci R.S., Montgomery, S.P., O’Leary, D.R., Campbell,
G.L., “Epidemiology and transmission dynamics of West Nile virus disease”,

Emerg Infect Dis, 11:1167-73 (2005).

Ergunay, K., Whitehouse, C.A., Ozkul, A., “Current status of human arboviral
diseases in Turkey”, Vector Borne Zoonotic Dis, 11(6):731-41 (2011).

Ergunay, K., Gunay, F., Erisoz Kasap, O., Oter, K., Gargari, S., Karaoglu, T.,
Tezcan, S., Cabalar, M., Yildirim, Y., Emekdas, G., Alten, B., Ozkul, A.,

“Serological, Molecular and Entomological Surveillance Demonstrates

91



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Widespread Circulation of West Nile Virus in Turkey”, PLoS Negl Trop Dis,
8(7): €3028 (2014).

Alten, B., “Tiirkiye Sivrisineklerinin Morfolojik Ozellikleri, Saghk Onemleri,
Biyolojileri, Biyo-Ekolojleri ve Dagilimlar’”, H.U. Miihendislik Fakiiltesi,
"Kentlerde Ev Zararlilar1 ile Miicadele" Semineri. Seminer Ozel kitabi, 6-43, 25-

26, Beytepe-Ankara (Nisan 1991).
Snow, K., “Mosquitoes Naturalist“s Handbooks” 14, England, 66 pp (1990).

Boyd, M.F., “Malariology”, W.B. Saunders Company, Londan, England, 787p
(1981).

Merdivenci, A., “Tiirkiye Sivrisinekleri (Yurdumuzda varligi bilinen
sivrisineklerin biyo-morfolojisi, biyo-ekolojisi, yayilist ve saglik Onemleri)”
Istanbul Univ. Cerrahpasa Tip Fak Yayinlari, Rektorliik No: 3215, Tas Matbaasi,
Istanbul, 340s (1984).

Bagirov, G.A., Alirzaev, G.U., Zinov'eva, A.F., Abdullaeva, R.A., Kasumova,
Z.B, “The Influence of changes of ecological conditions on the fauna of blood-
sucking mosquitoes of Baku and the Apsheron Peninsula, Meditsinskaya”,

Parazitologiya 1 Parazitarnye Bolezni, 1:16-18 (1986).

Tovornik, D., “On the ecology of larval mosquitoes (Diptera:Culicidae) In a small

stagnant pool in the Ljubljansko barje”, Bioloski Vestnik, 38(4): 47-67 (1990).

Alptekin, D., Kasap, H., “Cukurova'da Sik Bulunan Culicidae (Diptera) Tiirlerinin
Ergin Oncesi Evrelerinin Bulundugu Habitatlar ve Bu Habitatlarin Onemli

Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri”, Tr J of Zoology, 21:1-6 (1997).

Bentley, M.D., Day, J.F., “Chemical Ecology and Behavioral Aspects of
Mosquito Oviposition”, Ann Rev Entomology, 34:401-421 (1989).

Clements, A.N., “Physiology of Mosquitoes”, Pergamon Pres Ltd, 393 p (1963).

Yuval, B., “The Other Habit: Sugar Feeding by Mosquitoes”, Bull Soc Vector
Ecology, 17 (2): 150-156 (1992).

http://tr.wikipedia.org/wiki/Biyolojik ya%C5%9Fam d%C3%B6ng%C3%BCs%

C3%BC#/media/File:Culex _mosquito_life_cycle en.svg (16.03.2015)
92




34.

3S.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

Harbach, R.E., “Mosquito Taxonomic Inventory”, Available at: http://mosquito-
taxonomic-inventory (18.07.2013)

Reinert, J.F., “Revised list of abbreviations for genera and subgenera of Culicidae
(Diptera) and notes on generic and subgeneric changes”, J] Am Mosq C, 17(1): 51-
55 (2001).

Parrish, D.W., “The mosquitoes of Turkey”, Mosquito News 19, 264-266 (1959).

Oter, K., Tiizer, E., “Istanbul’da Sivrisinek Tiirlerinin (Diptera: Culicidae)
Kompozisyonu”, J Fac Vet Med, Istanbul Univ. 40 (2): 249-259 (2014).

Bedir, H., Kuglu, O., Erdem, F., Demirci, B., Aldemir, A., “Tiirkiye I¢in Alt1 Yeni
Sivrisinek Kaydi”, In: 17. Ulusal Parazitoloji Kongresi ve Kafkasya ve Ortadogu

Paraziter Hastaliklar Sempozyumu, Kars, Tiirkiye, 161 (2011).

Simsek, F.M., Ulger, C., Akmer, M.M., Gunerkan F., Cihangir, S.I., Bardakcy, F.,
“Mosquito species in Southern Turkey (Mediterranean Region)”, In: 6th European

Mosquito Control Association Workshop, Budapest, Hungary, 115 (2011a).

Oter, K., Gunay, F., Tuzer, E., Linton, Y.M., Bellini, R., Alten, B., “First record
of Stegomyia albopicta in Turkey determined by active ovitrap surveillance and

DNA barcoding”, Vector-Borne Zoonot, 13 (10): 753-761, (2013).
Epstein, P.R., “Climate and health” Science 285:347-8, (1999).

Rogers, D.J., Packer, M.J., “Vector-borne diseases, models, and global change”,

Lancet, 342:1282-4 (1993).

Winch, P., “Social and cultural responses to emerging vector-borne diseases”, J
9 b

Vector Ecol, 23:47-53 (1998).

Fradin, S., “Mosquitoes and Mosquito Repellents: A Clinician's Guide by Mark”,
Ann Intern Med, 128:931-940 (1998).

Eldridge, B.F., “The epidemiology of arthropodborne disease” ISBN 0-7923-
6320-5, 165-185. In. Eldridge, B.F., and Edman, D.J., (Ed) Medical Entomology,
a text book on public health and veterinary problems caused by arthropods.

Kluwer Academic Publishers, Netherland (2000).

93



46.

47.

48.

49.

50.

S1.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

http://chppm-www.apgea.army.mil/ento/FACTS/Tularemia.pdf, US Army Center
for Health Promotion and Preventive Medicine (2003).

Woodbridge, A.F., Walker. E.D., “Mosquitoes (Culicidae)”., pp. 203-262. In
Mullen and Durden (Ed), Medical and Veterinary Entomology, Acedemic Press,
San Diego, CA (2002).

Gubler D.J., “The Global Emergence/Resurgence of Arboviral Diseases As Public
Health Problems”, Arch Med Res, 33(4): 330-342 (2002).

Villari, P., Spielman, A., Komar, N., McDowell, M., Timperi, R.J., “The
economic burden imposed by a residual case of eastern equine encephalitis”, Am

J Trop Med Hyg, 52:8-13 (1995).

Wilson, J., Rubin, H., Lane, T., Gibbs, P., “A survey of eastern equine
encephalomyelitis in Florida horses: Prevalence, economic impact, and

management practices, 1982-1983”, Prev Vet Med, 4:261-271 (1986).

Anonymous., “Study: West Nile virus cost equine industries in Colorado,

Nebraska millions in (2002).”, J. Am. Vet. Med. Assoc, 222, 1669, 1672 (2003).

Foster, W.A., Walker, E.D., “Mosquitoes (Culicidae). In Mullen G, Durden L,
eds, Medical and Veterinary Entomology”, Academic Press, San Deigo (2002).

Tilston, N., Skelly, C., Weinstein, P., “Pan-European Chikungunyasurveillance:

Designing risk stratified surveillance zones”, Int J Heath Geog, 8:61 (2008).

Smithburn, K.C., Hughes, T.P., Burke, A.W., Paul, J.H., “A neurotropic virus
isolated from the blood of a native of Uganda”, Am J Trop Med, 20:471-492
(1940).

Smithburn, K.C., “Differentiation of West Nile virus from the virusas of St. Louis

and Japanese B encephalitis”, J Immunol, 44:25-31 (1942).

Philip, C.B., Smadel. J.E., “Transmission of West Nile virus by infected Aedes
albopictus. Proceedings of the Society for Experimental”, Biology and Medicine,

53: 49-50 (1943).

Hayes, C.G., “West Nile fever. pp. 59-88. In. T. P. Monath (Ed). Arbovirusas:

Epidemiology and Ecology”, CRC Press, Inc Boca Raton, Florida, USA (1989).
94



58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Hubalek, Z., Halouzka, J., “West Nile fever-a reemerging mosquito-borne viral

disease in Europe”, Emerg Infect Dis, 5:643 (1999).

Marberg, K., Goldblum, N., Sterk, V.V., Jasinska-Klinberg, W., Klinberg, M.A.,
“The natural history of West Nile fever: clinical observations during an epidemic

in Israel” Am J Hyg, 64:259-69 (1956).

Spigland. W., Jasinska-Klingberg, W., Hofshi, E., Goldblum, N., “Clinical and
laboratory observations in an outbreak of West Nile fever in Israel in 19577,

Harefua, 54:275-81 (1958).

Weinberger, M., Pitlik, S.D., Gandacu, D., Lang, R., Nassar, F., Ben-David, D.,
Rubinstein, E., Izthaki, A., Mishal, J., Kitzes, R., Siegman-Igra, Y., Giladi, M.,
Pick, N., Mendelson, E., Bin, H., Shohat, T., Chowers, M.Y., “West Nile fever
outbreak, Israel, (2000).: epidemiologic aspects”, Emerg Infect Dis, 7:679-685
(2001).

Tezcan, S., Ulger, M., Emekdas, G., “Bat1 Nil Virusu Derleme” Mersin Uni
Saglik Bilim Derg, 4(3) (2011).
Ozkul, A., Yildirim, Y., Pinar, D., Akcali, A., Yilmaz V., Colak, D., “Serological

evidence of West Nile Virus (WNV) in mammalian species in Turkey”,

Epidemiol Infect, 134: 826-829 (2006).

Reiter, P., “West Nile virus in Europe: understanding the present to gauge the

future”, Euro Surveill, 15(10): 19508 (2010).

Solomon, T., Ooi, M.H., Beasley, D.W.C., Mallewa, M., “West Nile
encephalitis”, BMJ, 326: 865-9 (2003).

Sampathkumar. P., “West Nile Virus: Epidemiology, clinical presentation,

diagnosis and prevention”, Mayo Clin Proc, 78: 1137-44 (2003).

Dauphin, G., Zientara, S., “West Nile virus: recent trends in diagnosis and vaccine

development”, Vaccine, 25: 5563-76, (2007).

Hayes, E.B., Sejvar, J.J., Zaki, S.R., Lanciotti, R.S., Bode, A.V., Campbell, G.L.,
“Virology, pathology, and clinical manifestations of West Nile virus disease”
Emerg Infect Dis, 11(8):1174-9, (2005).

95



69.

70.

71.

72.

73.

74.

Lanciotti, R.S., Roehrig, J.T., Deubel, V., Smith, J., Parker, M., Steele, K., Crise,
B., Volpe, E.K., Crabtree, M.B., Scherret, J.H., Hall, R.A., MacKenzie, J.S.,
Cropp, C.B., Panigrahy, B., Ostlund, E., Schmitt, B., Malkinson, M., Banet, C.,
Weissman, J., Komar, N., Savage, H.M., Stone, W., McNamara, T., Gubler, D.J.,
“Origin of the West Nile virus responsible for an outbreak of encephalitis in the

northeastern United States”, Science, 286:2333-2337 (1999).

European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), “Epidemiological
update: End of West Nile virus transmission season in Europe”, Stockholm:
Available

from:http://ecdc.europa.eu/en/press/news/Lists/News/ECDC _DispForm.aspx?List
=32e43ee8-e230-4424-a783
85742124029a&ID=527&RootFolder=/en/press/news/Lists/ News (25.11.2011).

European Centre for Disease Control and Prevention (ECDC), “West Nile virus
transmission n Europe”,
http://ecdc.europa.eu/en/activities/sciadvice/Lists/ ECDC%20Reviews/ECDC_Dis
pForm.aspx?List=512ff741-77d4-4ad8-b6d6-
bf0123083130&ID=940&RootFolder=%2Fen%?2Factivities%2Fsciadvice%2FLists
%2FECDC%20Reviews (3.09.2010).

Papa, A., Xanthopoulou, K., Gewehr, S., Mourelatos, S., “Detection of West Nile
virus lineage 2 in mosquitoes during a human outbreak in Greece” Clin Microbiol

Infect, 17, 1176-1180 (2011b).

Platonov, A.E., Karan, L.S., Shopenskaia, T.A., Fedorova, M.V., Koliasnikova,
N.M., Rusakova, N.M., Shishkina, L.V., Arshba, T.E., Zhuravlev, V.I.,
Govorukhina, M.V., Valentseva, A.A., Shipulin, G.A., “Genotyping of West Nile
fever virus strains circulating in southern Russia as an epidemiological
investigation method: principles and results”, Zh Mikrobiol Epidemiol

Immunobiol, 2: 29-37 (2011).

Health Protection Agency (HPA), “West Nile virus activity, Europe (2011).,
London: HPA, Available from: http://www.hpa.org.uk/Topics/InfectiousDiseases/

96



75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

InfectionsAZ/WestNileVirus/Generallnformation/wnile04 WestNileEurope(2011)
(20.05.2012)

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

Ergiinay, K., Saygan, M.B., Aydogan, S., Menemenlioglu, D., Turan H.M.,
Ozkul, A., Us, D., “West Nile Virus Seroprevalence in Blood Donors from
Central Anatolia, Turkey”, Vector-Borne Zoonot, 10(8):771-775 (2010).

Kalaycioglu, H., “Tirkiye’de goriilen West Nile vakalarmin epidemiyolojisi”, I11.
Tiirkiye Zoonotik Hastaliklar Sempozyumu. Sempozyum Kitabi, s: 174-831-2,
Ankara, Kasim (2010).

http://ecdc.europa.eu/en/healthtopics/west _nile fever/West-Nile-fever
maps/Publishinglmages/ECDC_WNF_Affected current season.png (13.7.2015)

Scherret, J.H., Poidinger, M., Mackenzie, J.S., Broom, A.K., Deubel, V., Lipkin,
W.1., Briese, T., Gould, E.A., Hall, R.A., “The relationships between West Nile
and Kunjin virusas”, Emerg Infect Dis, 7:697-705 (2001).

Petersen, L.R., Roehrig, J.T., “West Nile virus: a reemerging global pathogen”,
Emerg Infect Dis, 7: 611-614 (2001).

Zeller, H.G., Schuffenecker, 1., “West Nile virus: an overview of its spread in
Europe and the Mediterranean basin incontrast to its spread in the Americas”, Eur

J Clin Microbiol Infect Dis, 23:147-56 (2004).

May, F.J., Davis, C.T., Tesh, R.B., Barrett, A.D., “Phylogeography of West Nile
virus: from the cradle of evolution in Africa to Eurasia, Australia, and the

Americas”, J Virol, 85, 2964-2974 (2011).

Kutasi, O., Bakonyi, T., Lecollinet, S., Biksi, 1., Ferenczi, E., Bahuon C., Sardi S.,
Zientara, S., Szenci, O., “Equine encephalomyelitis outbreak caused by a genetic

lineage 2 West Nile virus in Hungary”, J Vet Intern Med, 25: 586-591 (2011).

Barzon, L., Pacenti, M., Franchin, E., Lavezzo, E., Masi, G., Squarzon, L., Pagni,
S., Toppo, S., Russo, F., Cattai, M., Cusinato, R., Palu. G., “Whole genome
sequencing and phylogenetic analysis of West Nile virus lineage 1 and lineage 2
from human cases of infection”, Euro Surveill, 18(38) (2013).

97



8s.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

Lanciotti, R.S., Ebel, G.D., Deubel, V., Kerst, A.J., Murri, S., Meyer, R., Bowen,
M., McKinney, N., Morrill, W.E., Crabtree, M.B., Kramer, L.D., Roehrig, J.T.,
“Complete genome sequences and phylogenetic analysis of West Nile virus
strains isolated from the United States, Europe, and the Middle East”, Virology,
298(1):96-105 (2002).

Charrel, R,N., Brault, A.C., Gallian, P., Lemassona, J.J., Murguec, B., Murric, S.,
Pastorinoa, B., Zellerc, H., Chessea, de R., Miccoa, de P., Lamballerica de X.,
“Evolutionary relationship between Old World West Nile virus strains. Evidence
for viral gene flow between Africa, the Middle East, and Europe” Virology,
315(2):381-388. (2003).

Burt, F.J, Grobbelaar, A.A., Leman, P.A., Fiona, S.A., Georgina, Gibson,V.F.,
Swanepoel, R., “Phylogenetic relationships of southern African West Nile virus

isolates”, Emerg Infect Dis, 8: 820-826 (2002).

Hubdlek, Z., Halouzka, J., Juricova, Z., Sebesta, O., “First isolation of mosquito-

borne West Nile virus in the Czech Republic”, Acta Virol, 42: 119-120 (1998).

Lvov, D.K., Butenko, A.M., Gromashevsky, V.L., Kovtunov, A.l., Prilipov,
A.G., Kinney, R., Aristova, V.A., Dzharkenov, A.F., Samokhvalov, E.I., Savage,
H.M., Shchelkanov, M.Y., Galkina, I.V., Deryabin, P.G., Gubler, D.J., Kulikova,
L.N., Alkhovsky, S.K., Moskvina, T.M., Zlobina, L.V., Sadykova, G.K.,
Shatalov, A.G., Lvov, D.N., Usachev, V.E., Voronina, A.G., “West Nile virus and
other zoonotic virusas in Russia: examples of emerging-reemerging situations”,

Arch Virol Suppl, 18: 85-96 (2004).

Vazquez, A., Sanchez-Seco, M.P., Ruiz, S., Molero, F., Hernandez, L., Moreno,
J., Magallanes, A., Tejedor, C.G., Tenorio, A.. “Putative new lineage of west nile

virus, Spain”, Emerg Infect Dis, 16: 549-552 (2010).

Hall, R.A., Scherret, J.H., Mackenzie, J.S., “Kunjin virus: an Australian variant of

West Nile?”, Ann N 'Y Acad Sc1,951: 153-160 (2001).

Ergunay, K., Bakonyi, T., Nowotny, N., Ozkul, A., “Close Relationship between
West Nile Virus from Turkey and Lineage 1 Strain from Central African

Republic”, Emerg Infect Dis, 21:2 (2015).
98



93.

9.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

Blut A., “West Nile Virus”, Transfus Med Hemother, 40:265-284 (2013).

Patricia, A., Devine, P.A., “West nile virus infection”, Infect Dis Upd, 10: 191-5
(2003).

Amberg, S.M, Rice, C,M., “Mutagenesis of the NS2B-NS3-mediated cleavage
site in the flavivirus capsid protein demonstrates a requirement for coordinated

processing”, J Vrol, 73: 8083-8094 (1999).

Lindenbach, B.D., Rice, C.M., “Molecular biology of flavivirusas”, Adv Virus
Res, 59: 23-61 (2003).

Botha E.M., “Molecular characterization of South African lineage 11 West Nile
virus isolates and development of a diagnostic assay.” Department of
Microbiology and Plant Pathology In the Faculty of Natural and Agricultural
Science University of Pretoria Pretoria South Africa (2008).

Deubel, V., Fiette, L., Gounon, P., Drouet, M.T., Khun, H., Huerre, M., Banet, C.,
Malkinson, M., Despres, P., “Variations in biological features of West Nile

virusas”, Ann N Y Acad Sci, 951:195-206 (2001).

Rey, F.A., Heinz, F.X., Mandl, C., Kunz, C., Harrison, S.C., “The envelope
glycoprotein from tick-borne encephalitis virus at 2 A resolution”, Nature,

375:291- 298 (1995).

Brinton, M.A., “The molecular biology of West Nile virus: a new invader of the

Western Hemisphere”, Annu Rev Microbiol, 56: 371-402 (2002).

Falgout, B., Markoff, L., “Evidence that flavivirus NS1-NS2A cleavage is
mediated by a membrane-bound host protease in the endoplasmic reticulum”, J

Virol 69(11): 7234-7243 (1995).

Mukhopadhyay, S., Kim, B.S., Chipman, P.R., Rossmann, M.G., Kuhn, R.J.,
“Structure of West Nile virus” Science, 302: 248 (2003).

Khromykh, A.A., Varnovski, A.N., Sedlak, P.L., Westaway, E.G., “Coupling
between and packaging of flavivirus RNA. Evidence derived from the use of
DNA based full-length cDNA clones of kunjin virus”, J Virol, 75(10): 4633-4640
(2001).

99



104.

10S.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

Chambers, T.J., Grakoui, A., Rice, C.M., “Processing of the yellow fever virus
nonstructural polyprotein: a catalytically active NS3 proteinase domain and NS2B

are required for cleavage at dibasic sites”, J Virol, 65: 6042-6050 (1991).

Chambers, T.J., Nestorowicz, A., Amberg, S.M., Rice, C.M., “Mutagenesis of the
yellow fever virus NS2B protein. Effects on proteolytic processing, NS2B-NS3
complex formation, and viral replication”, J Virol, 67: 6797-6807 (1993).

Chang, Y.S., Liap, C.1., Tsao, C.H., Chen, M.C., Liu, C.I., Chen, L.K., Lin, Y.L.,
“Membrane permeabilization by small hydrophobic nonstructural proteins of

Japanese encephalitis virus”, J Virol, 73(8): 6257-6264 (1999).

Lindenbach, B.D., Rice, C.M., “Genetic interaction of flavivirus nonstructural
proteins NS1 and NS4A as a determinant of replicase function”, J Virol, 73,
4611-4621 (1999).

Kapoor, M., Zhang, L.W., Ramachandra, M., Kusukawa, J., Ebner, K.E.,
Padmanabhan, R., “Association Between Ns3 and Ns5 Proteins of Dengue Virus

Type-2 in the Putative Rna Replicase Is Linked to Differential Phosphorylation of
Ns5”, J Biol Chem, 270: 19100-19106 (1995).

Heinz, F.X., Allison, S.L., “Structures and mechanisms in flavivirus fusion”, Adv

Vir Res, 55: 231-269 (2000).

Condotta., S.A., “Molecular And Cellular Studies Of The West Nile Virus
Ns2b/Ns3 Protease” Thesis of Doctor, The Faculty Of Graduate Studies
(Microbiology And Immunology), The University Of British Columbia, (2010).

Chu. J.J., Ng, M.L., “Infectious entry of West Nile virus occurs through a
clathrin-mediated endocytic pathway”, J Virol, 78: 10543-55 (2004).

Davis, C.W., Nguyen, H.Y., Hana, S.L., Sanchez, M.D., Doms, R.W., Pierson,
T.C., “West Nile virus discriminates between DC-SIGN and DC-SIGNR for
cellular attachment and infection”, J Virol, 80: 1290-301 (2006).

Gollins, S.W., Porterfield, J.S., “Flavivirus infection enhancement in
macrophages: An electron microscopic study of viral cellular entry”, J Gen Virol,

66:1969-1982 (1985).

100



114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

Gollins, S.W., Porterfield, J.S., “The uncoating and infectivity of the flavivirus
West Nile on interaction with cells: Effects of pH and ammonium chloride”, J

Gen Virol, 67: 1941-1950 (1986)

Chambers, T.J., Hahn, C.S., Galler, R., Rice, C.M., “Flavivirus genome
organization, expression, and replication”, Annu Rev Micobiol, 44: 649-688

(1990a).

Chambers, T.J., McCourt, D.W., Rice, C.M., “Production of yellow fever virus
proteins in infected cells: Identification of discrete polyprotein species and
analysis of cleavage kinetics using region-specific polyclonal antisera” Virology,

177: 159-174 (1990b).

Heinz, F.X., Stiasny, K., Puscher-Auer, G., Holzmann, H., Allison, S.L., Mandl,
C.W., Kunz, C., “Structural changes and functional control of the tick-borne
encephalitis virus glycoprotein E by the heterodimeric association with protein

prM”, Virology, 198(1):109-117 (1994).

Gyure, K.A., “West Nile virus infections”, J Neuropathol Exp Neurol.
68(10):1053-60 (2009).

Lawrie, C.H., N.Y. Uzcategui, Gould, E.A., Nuttall, P.A., “Ixodid and argasid tick
species and West Nile virus”, Emerg Infect Dis, 10: 653-657 (2004).

Austin, R.J., Whiting, T.L., Anderson, R.A., Drebot, M.A., “An outbreak of West
Nile virus-associated disease in domestic geese (Anser anser domesticus) upon
initial introduction to a geographic region, with evidence of bird to bird

transmission”, Can Vet J.; 45, 117-123, (2004).

Komar, N., Langevin, S., Hinten, S., Nemeth, N., Edwards, E., Hettler, D., Davis,
B., Bowen, R., Bunning, M., “Experimental infection of North American birds
with the New York 1999 strain of West Nile virus”, Emerg Infect Dis, 9: 311-322
(2003).

USGS National Wildlife Health Center. “Species That Have Tested Positive for
West Nile Virus”, www.nwhc.usgs.gov/disease information/west nile virus/

(28.03.2005)

101



123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

Miller, D., Mauel, M., Baldwin, C., Burtle, G., Ingram, D., Hines, M., Frazier, K.,
“West Nile virus in farmed alligators”, Emerg Infect Dis, 9: 794-799 (2003).

Klenk, K., Komar, N., “Poor replication of West Nile virus (New York 1999
strain) in three reptilian and one amphibian species”, Am J Trop Med Hyg, 69:
260-262 (2003).

Klenk, K., Snow, J., Morgan, K., Bowen, R., Stephens, M., Foster, F., Gordy, P.,
Beckett, S., Komar, N., Gubler, D., Bunning, M., “Alligators as west nile virus

amplifiers”, Emerg Infect Dis, 10:2150-2155 (2004).

MMWR, “Investigations of West Nile Virus infections in recipients of blood
transfusion and organ transplantation”, Morb Mortal Wkly Rep 51:884,895
(2002a).

MMWR, “West Nile Virus infection in organ donor and transplant recipients-

Georgia and Florida”, Morb Mortal Wkly Rep, 51:790 (2002b).

MMWR, “Investigations of West Nile Virus infections in recipients of blood
transfusions” Morb Mortal Wkly Rep, 51(43):973-4 (2002c).

Pealer, L.N., Marfin, A.A., Peterson, L.R., Lanciotti, R.S., Page, P.L., Stramer,
S.L., Stobierski, M.G., Signs, K., Newman, B., Kapoor, H., Goodman, J.L.,
Chamberland, M.E., “Transmission of West Nile Virus through blood transfusion
in the United States in 2002, N Engl J Med 349:1236-45 (2003).

MMWR, “Possible West Nile Virus trasmission to an infant through breast-
feeding Michigan”, Morb Mortal Wkly Rep, 51:877-78 (2002d).

MMWR, “Intrauterine West Nile Virus infection- New York”, Morb Mortal Wkly
Rep, 51:1135-36 (2002¢).

Reed, K.D., Meece, J.K., Henkel, J.S., Shukla, S.K., “Birds, Migration and
Emerging Zoonoses: West Nile Virus, Lyme Disease, Influenza A and

Enteropathogens”, Clinical Medicine & Research,1: 15-12 (2003).

Komar, N., “West Nile virus: epidemiology and ecology in North America”, Adv
Virus Res, 61:185-234 (2003).

http://www.cdc.gov/ncidod/dvbid/westnile/ecology.html. (23.07.2005)
102




135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

Taylor, R.M., Work, T.H., Hurlbut, H.S., Rizk, F., “A study of the ecology of
West Nile virus in Egypt”, Am J Trop Med Hyg, 5:579-620 (1956).

Calistri, P., Giovannini, A., Lelli, R., “Epidemiology of West Nile in Europe and
in the Mediterranean Basin”, open viral j, 4:29-37 (2010).

Figuerola, J., Green, A.J., Black, K., Okamura, B., “Influence of gut morphology
on passive transport of bryozoans by waterfowl in Dofiana (southwestern Spain)”,

Can J Zoolog, 82, 835-840 (2004).

Esteves, A., Almeida, A.P.G., Galao, R.P., Parreira, R., Piedade, J., Rodrigues,
J.C., Sousa, C.A., Novo, M.T., “West Nile virus in southern Portugal 2004”,
Vector-Borne Zoonot, 5(4): 410-413 (2005).

Figuerola, J., Jiménez-Clavero, M.A., Lépez, G., Rubio, C., Sorigue,r R., Tejedor,
C.G., Tenorio, A., “Size matters: West Nile Virus neutralizing antibodies in
resident and migratory birds in Spain”, Veterinary Microbiology, 132, 1-2, 25,
39-46 (2008).

Jimenez-Clavero, M.A., Sotelo, E., Fernandez-Pinero, j., Llorente, F., Blanco,
J.M., Rodriguez-Ramos, J., Perez-Ramirez, E., Hofle, U., “West Nile virus in
Golden Eagles, Spain, 2007, Emerg. Infect. Dis.; 14:1489—-1491 (2008).

Malkinson, M., Banet, C., Weisman, Y., Pokamunski, S., King, R., Drouet, M.T.,
Deubel, V., “Introduction of West Nile virus in the Middle East by migrating
white storks”, Emerg Infect Dis, 8; 392-397 (2002).

Hubdlek, Z., Wegner, E., Halouzka, J., Tryjanowski, P., Jerzak, L., Sikutova, S.,
Rudolf, 1., Kruszewicz, A.G., Jaworski, Z., Wlodarczyk, R., “Serologic survey of

potential vertebrate hosts for West Nile virus in Poland”, Viral Immunol, 21:247—

53 (2008a)

Hubalek, Z., Halouzka, J., Juticova, Z., Sikutova, S., Rudolf, I., Honza, M.,
Jankova, J., Chytil, J., Marec, F., Sitko, J., “Serologic survey of birds for West
Nile flavivirus in southern Moravia (Czech Republic)”, Vector Borne Zoonotic

Dis, 8:659-66 (2008b).

103



144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

Nicolescu, G., Purcarea-Ciulacu, V., Prioteasa, L., “West Nile Virus in Romania”,

Report to the EDEN annual meeting (2009).

Marra, P.P, Griffing, S., Caftrey, C., Kilpatrick, A.M., Mclean, R., Brand, C.,
Saito, E., Dupuis, A.P., Kramer, L., Novak, R., “West Nile Virus and Wildlife”,
BioScience, 54:5 (2004).

Rappole, J.H., Hubalek, Z., “Migratory birds and West Nile virus”, J Appl
Microbiol, 94:475-58 (2003).

Artsob, H., Gubler, D.J., Enria, D.A., Morales, M.A., Pupo, M., Bunning, M.L,.
Dudley, J.P., “West Nile Virus in the New World: Trends in the Spread and

Proliferation of West Nile Virus in the Western hemisphere”, Zoonoses Public

Hith, 56(7):357-369 (2009).

Gruszynski, K.R., “The Epidemiology Of West Nile Virus in Louisiana”, Thesis
of Doctor of Philosophy, Department of Pathobiological Sciences, The School of
Veterinary Medicine, Louisiana (2006).

Karabatsos. N., editor, “International catalogue of arbovirusas, including certain
other virusas of vertebrates”. 3rd ed, and Supplements 1986-98, San Antonio:

American Society of Tropical Medicine and Hygiene (1985).

Hurlbut, H.S., “West Nile virus infection in arthropods” Am J Trop Med Hyg,
5:76-85 (1956).
Brault, A.C., “Changing patterns of West Nile virus transmission: altered vector

competence and host susceptibility”, Vet Res, 40: 43 (2009).

Baqgar, S., Hayes, C.G., Murphy, J.R., Watts, D.M., “Vertical transmission of
West Nile virus by Culex and Aedes species mosquitoes”. Am J Trop Med Hyg,
48: 757-762 (1993).

Miller, B.R, Nasci, R.S., Godsey, M.S., Savage, H.M., Lutwama J.L., Lanciotti,
R.S., Peters, C.J., “First Field Evidence For Natural Vertical Transmission Of

West Nile Virus In Culex Univittatus Complex Mosquitoes From Rift Valley
Province, Kenya”, Am J Trop Med Hyg, 62(2):240-246 (2000).

104



154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

[CDC] Center for Disease Control and Prevention, “62 Mosquito species have
been found in West Nile positive mosquito pools in the United States since 1999
[On-line]. Available:
http://www.cdc.gov/ncidod/dvbid/westnile/mosquitoSpecies.htm (2007).

http://wildpro.twycrosszoo.org/S/virus/flaviviridae/Flaviviridae WNVirus/06 WN
VSpplntermediateHost.htm (15.05.2015).

Abramovitz, M., “West Nile Virus”. Thomson Gale, Farmington Hill, MI, U.S.,
108 (2004).

Dauphin, G., Zientara, S., Zeller, H., Murgue, B., “West Nile: Worldwide current
situation in animals and humans” Comp Immunol Microbiol Infect Dis, 27:343—

355 (2004).

Girard, Y.A., Popov, V., Wen, J., Han, V., Higgs, S., “Ultrastructural study of
West Nile virus pathogenesis in Culex pipiens quinquefasciatus (Diptera:

Culicidae)”, J] Med Entomol, 42:429-444 (2005).

Colton, L., Biggerstaff, R.J., Johnson, A., Nasci, R.S., “Quantification of West
Nile Virus in vector mosquito saliva” J Am Mosq Control Assoc, 21(1): 49-53
(2005).

Sardelis, M.R., Turell, M.J., Dohm, D.J., O’Guinn, M.L., “Vector Competence of
Selected North American Culex and Coquillettidia Mosquitoes for West Nile
Virus”, Emerg Infec Dis, 7(6):1018-1022 (2001).

Gubler, D.J., Kuno, G., Markoff, L., “Flavivirusas. Fields Virology”, Knipe D.M.,
Howley P.M., Griffin D.E., Lamb R.A., Martin M.A., Roizman B., Straus S.E.et
al. Philidelphia (Pennsylvania), Lippincott Williams & Wilkins.1: 1154-1252.
(2007).

Reisen, W.K., “Landscape Epidemiology of Vector-Borne Diseases”, Annu Rev

Entomol, 55:461-483 (2010).

Goddard, L.B., Roth, A.E., Reisen, W.K., Scott, T.W., “Vertical Transmission of
West Nile Virus by Three California Culex (Diptera: Culicidae) Species”, J Med
Entomol, 40(6):743-746 (2003).

105



164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

Dohm, D.J., Sardelis, M.R., Turell, M.J., “Experimental Vertical Transmission of
West Nile Virus by Culex pipiens (Diptera: Culicidae)”, J Med Entomol,
39(4):640-644 (2002).

Anderson, J.F., Main, A.J., “Importance of Vertical and Horizontal Transmission
of West Nile Virus by Culex pipiens in the Northeastern United States”, J Infect
Dis, 194:1577-1579 (2006).

http://www.bayequest.info/horsetalk/westnilevirus1.htm

Steele, K.E., Schoepp, R.J., Komar, N., Geisbert, T.W., Manduca, R.M., Calle,
P.P., Raphael, B.L., Clippinger, T.L., Larsen, T., Smith, J., Lanciotti, R.S.,
Panella, N.A., McNamara, T.S., “Pathology of fatal West Nile virus infections in
native and exotic birds during the 1999 outbreak in New York City, New York”,
Veterinary Pathology, 37, 208-224 (2000).

Peterson, A.T., Vieglais, D.A., Andreasen, J.K., “Migratory birds modeled as
critical transport agents for West Nile virus in North America”, Vector-Borne

Zoonot, 3, 27-37 (2003).

Chambers, T.J., Diamond, M.S., “Pathogenesis of flavivirus encephalitis”, Adv

Virus Res, 60:273-342 (2003).

Johnston, L.J., Halliday, G.M., King, N.J., “Langerhans cells migrate to local
lymph nodes following cutaneous infection with an arbovirus”, J Invest Dermatol,

114:560-568. (2000).

Busch, M.P., Kleinman, S.H., Tobler, L.H., Kamel, H.T., Norris, P.J., Walsh, 1.,
Matud, J.L., Prince, H.E., Lanciotti, R.S., Wright, D.J., Linnen, J.M., Caglioti, S.,
“Virus and antibody dynamics in acute west nile virus infection”, J Infect Dis,

198(7):984-93 (2008).

Samuel, M.A., Diamond, M.S., “Pathogenesis of West Nile Virus infection: a
balance between virulence, innate and adaptive immunity, and viral evasion”, J

Virol, 80:9349-9360 (2006).

106



173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

Guarner, J., Shieh, W.J., Hunter, S., Paddock, C.D., Morken, T., Campbell, G.L.,
Marfin, A.A., Zaki, S.R., “Clinicopathologic study and laboratory diagnosis of 23
cases with West Nile virus encephalomyelitis”, Hum Pathol, 35:983-990 (2004).

Daffis, S., Samuel, M.A., Suthar, M.S.,. Gale, M. Jr., Diamond, M.S. “Tolllike
receptor 3 has a protective role against West Nile virus infection”, J Virol,

82:10349-10358 (2008).

Wang, T., Town, T., Alexopoulou, L., Anderson, J.F., Fikrig, E., Flavell, R.A.,
“Toll-like receptor 3 mediates West Nile virus entry into the brain causing lethal

encephalitis”, Nat Med, 10:1366-1373 (2004).

Kleinschmidt-DeMasters, B.K., Marder, B.A., Levi, M.E., Laird, S.P., McNutt,
J.T., Escott, E.J., Everson, G.T., Tyler, K.L., “Naturally acquired West Nile virus
encephalomyelitis in transplant recipients: clinical, laboratory, diagnostic, and

neuropathological features”, Arch Neurol, 61:1210-20 (2004).

Hayes, E.B., Sejvar, J.J., Zaki, S.R., Lanciotti, R.S., Bode, A.V., Campbell, G.L.,
Lanciotti R.S, Bode A.V., Campbell, G.L., “Virology, pathology and clinical
manifestations of West Nile virus disease”, Emerg Infect Dis. 11, 1174-1179
(2005).

Blau, D.M., Rabe, [.B., Bhatnagar, J., Civen, R., Trivedi, K.K., Rollin, D.,
Hocevar, S.N., Kuehnert M., Staples, J.E., Zaki, S.R., Fischer M., “the West Nile
Virus Transplant-Associated Transmission Investigation Team. West Nile Virus
RNA in Tissues from Donor Associated with Transmission to Organ Transplant

Recipients”, Emerg Infect Dis, www.cdc.gov/eid (2013).

Sejvar, J.J., Leis, A.A., Stokic, D.S., Van Gerpen, J.A., Marfin, A.A., Webb, R.,
Haddad, M.B., Tierney, B.C., Slavinski, S.A., Polk, J.L., Dostrow, V.,
Winkelmann, M., Petersen, L.R., “Acute flaccid paralysis and West Nile virus

infection”, Emerg Infect Dis, 9: 788-793 (2003).

Sejvar, J.J., Haddad, M.B., Tierney, B.C., Campbell, G.L., Marfin, A.A., Van
Gerpen, J.A., Fleischauer, A., Leis, A.A., Stokic, D.S., Petersen, L.R.,
“Neurologic manifestations and outcome of West Nile virus infection”, JAMA,

290:511-515 (2003a).
107



181.

182.

183.

184.

185S.

186.

187.

188.

189.

190.

Sejvar, J1.J., Leis, A.A., Stokic, D.S., Van Gerpen, J.A., Marfin, A.A., Webb, R.,
Haddad, M.B., Tierney, B.C., Slavinski, S.A., Polk, J.L., Dostrow, V.,
Winkelmann, M., Petersen, L.R., “Acute flaccid paralysis and West Nile
infection”, Emerg Infect Dis, 9:788-793 (2003b).

Bunning, M.L., Bowen, .RA., Cropp, C.B., Sullivan, K.G., Davis, B.S., Komar,
N¢, Godsey, M.S., Baker, D., Hettler, D.L., Holmes, D.A., Biggerstaff, B.J.,

Mitchell, C.J., “Experimental infection of horses with West Nile virus”, Emerg

Infect Dis, 8: 380-386 (2002).

Castillo-Olivares, J., Wood, J., “West Nile virus infection of horses”, Vet Res, 35:
467-483 (2004).

Eidson, M., Komar, N., Sorhage, F., Nelson, R., Talbot, T., Mostashari, F.,
McLean, R., “Crow deaths as a sentinel surveillance system for West Nile virus in

the northeastern United States 1999”, Emerg Infect Dis, 7: 615-620 (2001).

Julian, K.G., Eidson, M., Kipp, A.M., Weiss, E., Petersen, L.R., Miller, J.R.,
Hinten, S.R., Marfin, A.A., “Early season crow mortality as a sentinel for West
Nile virus disease in humans, northeastern United States”, Vector Borne Zoonotic

Dis, 2: 145-155 (2002).

Samuel, M.A., Diamond, M.S., “Alpha/beta interferon protects against lethal
West Nile virus infection by restricting cellular tropism and enhancing neuronal

survival”, J Virol, 79(21):13350-61 (2005).

Shrestha, B., Diamond, M.S., “Role of CD8+ T cells in control of West Nile virus
infection”, J Virol, 78(15):8312-21 (2004)

Shrestha, B., Samuel, M.A., Diamond, M.S., “CD8+ T cells require perforin to
clear West Nile virus from infected neurons”, J Virol, 80(1):119-29 (2006).

Sitati, E.M., Diamond, M.S., “CD4+ T-cell responses are required for clearance of
West Nile virus from the central nervous system”, J Virol, 80(24):12060-9
(2006).

Wang, T., Scully, E., Yin, Z., Kim, J.H., Wang, S., Yan, J., Mamula, M.,
Anderson, J.F., Craft, J., Fikrig, E., “IFN-gamma-producing gamma delta T cells

108



191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

help control murine West Nile virus infection”, J Immunol, 171(5):2524-31
(2003a).

Wang, Y.,Lobigs, M., Lee, E., Miillbacher, A., “CD8+ T cells mediate recovery
and immunopathology in West Nile virus encephalitis”, J Virol, 77(24):13323—
13334 (2003Db).

Diamond MS, et al., “B cells and antibody play critical roles in the immediate
defense of disseminated infection by West Nile encephalitis virus”, J Virol,

77(4):2578-86 (2003a).

Klein, R.S., Shrestha, B., Marri, A., Mahan, D., Engle, M., “Neuronal CXCL10
directs CD8+ T-cell recruitment and control of West Nile virus encephalitis”, J

Virol, 79(17):11457-66 (2005).

Purtha, W.E., Chachu, K.A., Virgin, H.-W., Diamond, M.S., “Early B-cell
activation after West Nile virus infection requires alpha/beta interferon but not

antigen receptor signaling”, J Virol, 82(22):10964-74 (2008).

Diamond, M.S., Sitati, E.M., Friend, L.D., Higgs, S., Shrestha, B., Engle, M., “A
critical role for induced IgM in the protection against West Nile virus infection”, J

Exp Med, 198(12):1853-62 (2003b).

Rossi, S.L., Ross, T.M., Evans, J.D., “West Nile Virus”. Clin Lab Med, 30(1):
47-65 (2009).

Petersen, L.R., Marfin, A.A., “West Nile virus: a primer for the clinician”, Ann

Intern Med, 137, 173—-179 (2002).

Sfakianos, J.N., Heymann, D., “West Nile Virus (Deadly Diseases and
Epidemics), Chelsea House Publications, New York, New York, USA”, pp.108
(2005).

Roehrig, J.T., Nash, D., Maldin, B., Labowitz, A., Martin, D.A., Lanciotti, R.S.,
Campbell, G.L., “Persistence of virus-reactive serum immunoglobulin m antibody

in confirmed west nile virus encephalitis cases”, Emerg Infect Dis, 9:376-379

(2003).

109



200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

207.

208.

Tardei, G., Ruta, S., Chitu, V., Rossi, C., Tsai, T.F., Cernescu, C., “Evaluation of
immunoglobulin M (IgM) and IgG enzyme immunoassays in serologic diagnosis

of West Nile Virus infection”, J Clin Microbiol, 38:2232-2239 (2000).

(CDC), Centers for Disease Control and Prevention. Information and guidance for
clinicians: West Nile virus: clinical description.

http://www.cdc.gov/ncidod/dvbid/westnile/clinicians/clindesc.htm (2004).

Blitvich, B.J., Bowen, R.A., Marlenee, N.L., Hall, R.A., Bunning, M.L., Beaty,
B.J, “Epitope-blocking enzyme-linked immunosorbent assays for detection of
west nile virus antibodies in domestic mammals” J Clin Microbiol, 41: 2676-2679

(2003).

Lorono-Pino, M.A., Farfan-Ale, J.A., Blitvich, B.J., Beebe, J.L., Jarman, R.G.,
Beaty, B.J., “Evaluation of an epitope-blocking enzyme-linked immunosorbent
assay for the diagnosis of West Nile virus infections in humans”, Clin Vaccine

Immunol, 16, 749-755 (2009).

Sambri, V., Capobianchi, M.R., Cavrini, F., Charrel, R., Donoso-Mantke, O.,
Escadafal, C., Franco, L., Gaibani, P., Gould, E.A., Niedrig, M., Papa, A., Pierro,
A., Rossini, G., Sanchini, A., Tenorio, A., Varani, S., Vazquez, A, Vocale, C.,
Zeller, H., “Diagnosis of West Nile Virus Human Infections: Overview and
Proposal of Diagnostic Protocols Considering the Results of External Quality

Assessment Studies” Virusas, 5: 2329-2348 (2013).
Tosun, S., “Bat1 Nil Virusu Enfeksiyonu”, J Exp Clin Med, 29:183-92 (2012).

Filette, M.D., Ulbert, S., Diamond M.S., Sanders, N.N., “Recent progress in West

Nile virus diagnosis and vaccination”, Veterinary Research, 43:16 (2012).

Qureshi, A.A., “Trent, D.W. Group B arbovirus structural and nonstructural
antigens. 3. Serological specificity of solubilized intracellular viral proteins”

Infect Immun, 8: 993-999 (1973).

Shi, P.Y., Kauffman, E.B., Ren, P., Felton, A., Tai, J.H., Dupuis, A.P., Jones,
S.A., Ngo, K.A., Nicholas, D.C., Maftei, J., Ebel, G.D., Bernard, K.A., Kramer,

110



209.

210.

211.

212.

213.

214.

215.

L.D., “High-throughput detection of West Nile virus RNA”, J Clin Microbiol,
39:1264-1271 (2001).

Calisher, C.H., “Medically important arbovirusas of the United States and
Canada” Clin Microbiol Rev, 7(1):89-116 (1994).

Scaramozzino, N. Crance, J.M. Jouan, A. DeBriel, D.A. Stoll, F. Garin, D.,
“Comparison of flavivirus universal primer pairs and development of a rapid,
highly sensitive heminested reverse transcription-PCR assay for detection of
flavivirusas targeted to a conserved region of the NS5 gene sequences” J Clin

Microbiol, 39, 1922-1927 (2001).

Sanchez-Seco, M.P., Rosario, D., Domingo, C., Hernandez, L., Valdes, K.,
Guzman, M.G., Tenorio, A., “Generic RT-nested-PCR for detection of
flavivirusas using degenerated primers and internal control followed by

sequencing for specific identification”, J Virol Methods, 126: 101-109 (2005).

Lanciotti, R.S., Kerst, A.J., Nasci, R.S., Godsey, M.S., Mitchell, C.J., Savage,
H.M., Komar, N., Panella, N.A., Allen, B.C.,Volpe, K.E., Davis, B.S., Roehrig,
J.T., “Rapid detection of west nile virus from human clinical specimens, field-
collected mosquitoes, and avian samples by a TagMan reverse transcriptase-PCR

assay”, J Clin Microbiol, 38:4066—4071 (2000).

Papin, J.F., Vahrson, W., Dittmer, D.P., “SYBR green-based real-time
quantitative PCR assay for detection of West Nile Virus circumvents false-

negative results due to strain variability”, J Clin Microbiol, 42:1511-1518 (2004).

Nasci, R.S., Gottfried, K.L., Burkhalter, K.L., Kulasekera, V.L., Lambert, A.Y.,
Lanciotti, R.S., Hunt, A.R., Ryan, J.R., “Comparison of vero cell plaque assay,
Tagman® reverse transcriptase polymerase chain reaction RNA assay, and

Vectest™ antigen assay for detection of West Nile virus in field-collected

mosquitoes”, J] Am Mosq Control Assoc, 18: 294-300 (2002).

Ryan, J., Dave, K., Emmerich, E., Fernandez, B., Turell, M., Johnson, J.,
Gottfried, K., Burkhalter, K., Kerst, A., Hunt, A., Wirtz, R., Nasci, R., “Wicking
assays for the rapid detection of West Nile and St. Louis encephalitis viral

antigens in mosquitoes (Diptera: Culicidae)”, J Med Entomol, 40(1):95-9 (2003).
111



216.

217.

218.

219.

220.

221.

222,

223.

224.

Siirin, M., Sargent, C., Langer, R.C., Parsons, R., Vanlandingham, D.L., Higgs,
S., Tesh, R.B., “Comparative sensitivity of the VecTest antigen-capture assay,
reverse transcriptase-PCR, and cell culture for detection of West Nile virus in

dead birds”, Vector Borne Zoonotic Dis, Fall;4(3):204-9 (2004).

Chiles, R.E., Green, E.N., Fang, Y., Goddard, L., Roth, A., Reisen, W.K., Scott,
T.W., “Blinded laboratory comparison of the in situ enzyme immunoassay, the
VecTest wicking assay, and a reverse transcription-polymerase chain reaction
assay tondetect mosquitoes infected with West Nile and St. Louis encephalitis

virusas”, ] Med Entomol, 41(4):539-44 (2004).

Stone, W.B., Therrien, J.E., Benson, R., Kramer, L., Kauffman, E.B., Eidson, M.,
Campbell, S., “Assays to Detect West Nile Virus in Dead Birds”, Emerg Infect
Dis, www.cdc.gov/eid, 11: 11 (2005).

Weiss, D., Carr, D., Kellachan, J., Tan, C., Phillips, M., Bresnitz E, Layton, M.,
“Clinical findings of West Nile virus infection in hospitalized patients, New York

and New Jersey, 2000”, Emerg Infect Dis, 7:654-8 (2001).

Huhn, G.D., Sejvar, J.J., Montgomery, S.P., Dworkin, M.S., “West Nile virus in
the United States: an update on an emerging infectious disease”, Am Fam

Physician, 68: 653-60 (2003).

Anderson, J.F., Rahal, J.J., “Efficacy of interferon alpha-2b and ribavirin against
West Nile virus in vitro”, Emerg Infect Dis, 8:107-8 (2002).

Colpitts, T.M., Conway, M.J., Montgomery, R.R., Fikrig, E., “West Nile Virus:
Biology, Transmission, and Human Infection” Clin Microbiol Rev 25(4):635
(2012).

Biedenbender, R., Bevilacqua, J., Gregg, A.M., Watson, M., Dayan, G., “Phase II,
randomized, double-blind, placebo-controlled, multicenter study to investigate the
immunogenicity and safety of a West Nile virus vaccine in healthy adults”, J

Infect Dis, 203:75— 84 (2011).

Yazici, Z., “Atlarda Bat1 Nil Virusu Enfeksiyonu”, J Fac Vet Med Univ Erciyes,
2(1) 45-48 (2005).

112



225.

226.

227.

228.

229.

230.

231.

232.

233.

234.

235.

ECDC Technical Report, “European Centre for Disease Prevention and Control”,

ISBN 978-92-9193-482-9 (2013).

Nasci, R.S., “Monitoring and controlling West Nile virus: Are your prevention

practices in place?”, J Env Health 75(8):42-4 (2013).

ECDC, European Centre for Disease Prevention and Control. “Technical Report.

Development of Aedes albopictus risk maps”, Stockholm, Sweden (2009).

Heperkan, Y., Ari, A., “Tirkiye’de ARBOR viruslar1 iizerinde bir calisma”, Tiirk
Hij Tec Biyol Derg, 24:113-117 (1964).

Serter, F., “Artropodlarla bulasan virus hastaliklarinin (Arbovirus enfeksiyonlar)
memeleketimizdeki durumu”, XII. Tiirk Mikrobiyoloji Kongre raporu, 104

(1966).

Radda, A., “Antibodies against group A and group B arbovirusas in domestic

animals from Turkey”, Ege Uni Tip Fak Mec, 10, 227 (1971).

Ari, A., “Tiurkiye’de Arboviruslerin faaliyeti ve ekolojisi {izerine incelemeler.

Tirk Hij Tecr Biyol Derg, 32:134-143 (1972).

Meco, O., “Glineydogu Anadolu halkinda Bat1 Nil atesi hemagliitinasyon 6nlenim
antikorlarmin arastirilmasi”, Mikrobiyol Bul, 11: 3-17 (1977).

Serter, D., “Present status of arbovirus seroepidemiology in the Agean region of
Turkey. In: Vesenjak-Hirjan J, Caliserh C(eds), Arbovi—ruses in the
Mediterranean Countries”, Stutgart Gustav Fisher Verlas, Germany 155-161
(1980).

Ergunay, K., Ozer, N., Us, D., Ozkul, A., Simsek, F., Kaynas, S., Ustacelebi, S.,
“Seroprevalence of West Nile virus and tick-borne encephalitis virus in
southeastern Turkey: First evidence for tick-borne encephalitis virus infections”,

Vector -Borne Zoonot, 7:157-161 (2007).

Arpaci, F., Cetin, T., Kubar, A., Ozturk, M., Kuzhan, O., Komurrcu, S., Ozturk,
B., Ataergin, S., Ozet, A., “West Nile infection in a patient with acute graft
versus- host diseases”, Haemotologica, 94(2):687 (2009).

113



236.

237.

238.

239.

240.

241.

242.

243.

244.

Ergiinay, K., Aydogan, S., Menemenlioglu, D., Sener, B., Lederer, S., Steinhagen,
K., Hasgelik, G., Pinar, A., Ozkul, A., Us, D., “Ankara bdlgesinde nedeni
bilinmeyen merkezi sinir sistemi enfeksiyonlarinda Bati Nil Virusu niin

arastirilmas1”, Mikrobiyoloji Biilteni, 44:255-62 (2010).

Tosun, S., “Bat1 Nil virusu enfeksiyonunda klinik ve tedavi. II1. Tiirkiye Zoonotik

Hastaliklar Sempozyumu”, Ankara, Tiirkiye, 161-165 (2010).

Tosun, S., “Sorun enfeksiyonlarda yaklasim ve tedavi. Bat1 Nil Virusu” 3. Tiirkiye

EKMUD Bilimsel Platformu, Istanbul, 203-212. (2011).

Ergunay, K., Gunay, F., Oter, K., Kasap, O.E., Orsten, S., Akkutay, A.Z., Erdem,
H., Ozkul, A., Alten, B., “Arboviral surveillance of field-collected mosquitoes
reveals circulation of West Nile virus lineage 1 strains in Eastern Thrace,

Turkey”, Vector Borne Zoonotic Dis, 13:744— 752, (2013a).

Yesilkaya, A., Kurt Azap, O., Arslan, H., Yagc1i Caglayik, D., Uyar, Y.,
Korukluoglu, G., Ozkul, A., “Oliimciil seyreden Bat1 Nil virusu ensefaliti olgusu”,

Mikrobiyoloji Biilteni, 46(3): 488-492 (2012).

Ozkul, A., Ergunay, K., Koysuren, A., Alkan, F., Arsava, E.M., Tezcan, S.,
Emekdas, G., Hacioglu, S., Turan, M., Us, D., “Concurrent occurrence of human
and equine West Nile virus infections in Central Anatolia, Turkey: the first

evidence for circulation of lineage 1 virusas”, Int J Infect Dis, 17(7): 546-551

(2013).

Ocal, M., Onder, H., Arsava, EM., Alp, S., Ozkul, A., Ergiinay, K., “Ankara
[linde Bat1 Nil Virusu Koéken-1 Kaynakli Bir Merkezi Sinir Sistemi Enfeksiyonu
Olgusu”, Mikrobiyoloji Biilteni, 47: 164-172 (2013).

Ozkan, D., “Istanbul’da Bat1 Nil Virusu Taramast”, T.C. Marmara Universitesi,

Saglik Bilimleri Enstitiisii, Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul (2006).

Albayrak, H., Ozan, E., “Molecular Detection of Avian Influenza Virus but not
West Nile Virus in Wild Birds in Northern Turkey”, Zoonoses Public Hlth, 57(7-
8), 71-75 (2010).

114



245.

246.

247.

248.

249.

250.

251.

252.

253.

254.

255.

256.

257.

258.

Albayrak, H., Ozan, E., Kurt, M., “Molecular Detection of Crimean-Congo
Hemorrhagic Fever Virus (CCHFV) but not West Nile Virus (WNV) in Hard
Ticks from Provinces in Northern Turkey”, Zoonoses Public Hlth, 57(7-8), 156-
160 (2010).

Orsten, S., “Ankara Bolgesinde Bat1 Nil Virusu Ve Toskana Virus Vektdrlerinin
Arastirilmas1”, Hacettepe Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji

Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara (2013).

Erdem, H., Ergunay, K., Yilmaz, A., Naz, H., Akata, F., Inan, A.S., Ulcay, A.,
Gunay, F., Ozkul, A., Alten, B., Turhan, V., Oncul, O., Gorenek, L., “Emergence

and co-infections of West Nile virus and Toscana virus in Eastern Thrace,

Turkey”, Clin Microbiol Infect, 20:319-325 (2014).

Kars stratejik gelisme raporu, Ekonomik Ve Sosyal Arastirmalar Midirliigii,

Ankara (2008).

www.kusbank.org (15.5.2015).

http://www.kuyucuk.org/index.php/kuyucuk-goelue (15.5.2015).

T.C. Serhat Kalkinma Ajansi, “Igdir’in Sosyo-Ekonomik Durumu Ve Uygun
Yatirim Alanlar1”, Igdir Yatirim Destek Ofisi, 1gdir (2013).

http://kusbilim.kafkas.edu.tr/?page id=290 (15.5.2015).

http://www.mgm.gov.tr/veridegerlendirme/il-ve-ilceler-istatistik.aspx?m=KARS

(16.12.2014).

http://www.wunderground.com/ (15.5.2015).

http://www.mgm.gov.tr/veridegerlendirme/il-ve-ilceler-istatistik.aspx?m=IGDIR

(16.12.2014).

Schaffner, F., Angel, G., Geoffroy, B., Hervy, J. P., Rhaiem, A., Brunhes, J., “Les
moustiques dOEurope (The mosquitoes of Europe), CD-ROM”. Institut de
Recherche pour Development/EID Mediterrane” e, Montpellier, France (2001).

Sigma TRI-REAGENT (T9424) Teknik Biilteni

TRI-SIGMA teknik biilten
115



259.

260.

261.

262.

263.

264.

265.

266.

267.

268.

Roth, J.R., Hughes, K.T., “Directed formation of deletions and duplications using
Mud(Ap, lac)” , Genetics, 109: 263-282 (1985).

Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T., “Molecular Cloning - A Laboratory
Manual”, 2nd Edition, Cold Spring Habour Laboratory Press, New York (1989).

http:www.ncbi.nlm.nith.gov:BLAST

Altschul, S. F., Gish, W., Miller, W., Myers, E. W.ve Lipman, D. J. (1990),
“Basic Local Alignment Search Tool,” J. Mol. Biol., 215, 403-410

Biggerstaff, B. J., “PooledInfRate, Version 4.0: a Microsoft® Office Excel© Add-
In to compute prevalence estimates from pooled samples”, Centers for Disease

Control and Prevention, Fort Collins, CO, U.S.A (2009).

Bernard, K.A., Maffei, J.G., Jones, S.A., Kauffman, E.B., Ebel, G.D.,Dupuis,
A.P.,Ngo, K.A., Nicholas, D.C., Young, D.M., Shi, P-Y., Kulasekera, V.L.,
Eidson, M., White, D.J., Stone, W.B., NY State West Nile Virus Surveillance
Team., Kramer. L.D., “West Nile virus infection in birds and mosquitoes, New

York State, 2000”, Emerg Infect Dis, 7:679-685 (2001).

Beasley, D. W. C., Davis, C. T., Whiteman, M., Granwehr, B., Kinney, R.M.,
Allan, D., T., Barrett., “Molecular determinants of virulence of West Nile virus in

North America. Emergence and Control of Zoonotic Viral Encephalitides”,

Archives of Virology, Supplementa,18: 35-41 (2004).

Fereidouni, S.R., Ziegler, U., Linke, S., Niedrig, M., Modirrousta, H., Hoffmann,
B., Groschup. M.H., “West Nile Virus Monitoring in Migrating and Resident
Water Birds in Iran: Are Common Coots the Main Reservoirs of the Virus in

Wetlands?”, Vector-Borne Zoonot, 11: 10 (2011).

Rappole, J.H., Derrickson, S.R., Hubdlek, Z., “Migratory birds and spread of West
Nile Virus in the Western Hemisphere”, Emerg Infect Dis, 6:319-27 (2000).

Tsereteli, D.G., Tsiklauri, R.A., Ivanidze, E.A., “West Nile fever in West
Georgia”, [abstract 60.006], Program and abstracts: 8th International Congress on

Infectious Diseases, Boston, 206 (1998).

116



269.

270.

271.

272.

273.

274.

275.

276.

Thakare, J.P., Rao, T.L.G., Padbidri, V.S., “Prevalence Of West Nile Virus
Infection In India”, National Institute of Virology, 33: 4 (2002).

Platonov, A.E., Shipulin, G.A., Shipulina, O.Y., Tyutyunnik, E.N., Frolochkina,
T.I., Lanciotti, R.S., Yazyshina, S., Platonova, O.V., Obukhov, 1.L., Zhukov,
A.N., Vengerov, Y.Y., Pokrovskii, V.I., “Outbreak of West Nile virus infection,
Volgograd Region, Russia, 1999, Emerg Infect Dis, 7:128-32 (2001).

Shah-Hosseini, N., Chinikar, S., Ataei, B., Fooks, A.R., Groschup, M.H.,
“Phylogenetic Analysis of West Nile Virus Genome, Iran”, Emerg Infect Dis
,www.cdc.gov/eid, 20:8 (2014).

Cernescu, C., Nedelcu, N.I., Tardei, G., Ruta, S., Tsai, T.F., “Continued
Transmission of West Nile Virus to Humans in Southeastern Romania, 1997

19987, J Infect D1s,181:710-2 (2000).

Véazquez, A., Ruiz, S., Herrero, L., Moreno, J., Molero, F., Magallanes, A.,
Sanchez-Seco, M.P., Figuerola, J., Tenorio, A., “Short Report: West Nile and
Usutu Viruses in Mosquitoes in Spain, 2008-2009”, Am. J. Trop. Med. Hyg.,
85(1): 178-181 (2011).

Gingrich, J.B., O'connor, L.-L., Meredith, W.H., Pesek, J.D., Shriver, W.H.,
“Epidemiology Of West Nile Virus: A Silent Epiornitic In Northern Delaware In
2007 Without Associated Human Cases”, Journal Of The American Mosquito
Control Association, 26(3):274-286 (2010).

Kulasekera, V., Kramer, L., Nasci, R., Mostashari, F., Cherry, B., Trock, S.C.,
Glaser, C., Miller, J.R., “West Nile virus infection in mosquitoes, birds, horses,
and humans, Staten Island, New York, (2000).”, Emerg Infect Dis, 7:722-5
(2001).

Anderson, J.F., Andreadis, T.G., Vossbrinck, C.R., Tirrell, S., Wakem, E.M.,
French, R.A., Garmendia, A.E., Van Kruiningen, H.J., “ Isolation of West Nile

Virus from Mosquitoes, Crows, and a Cooper’s Hawk in Connecticut”, Science,

286:17 (1999).

117



2717.

278.

279.

280.

281.

282.

283.

284.

Erdem, F., “Kars Platosu’nda Sivrisinek (Diptera: Culicidae) Larva/Pupa
Populasyon Dinamizmi”, Yiiksek Lisans Tezi, Kafkas Universitesi, Fen Bilimleri

Enstitiisii (2007).

Bedir, H., “Aras Vadisi Sivrisineklerinin (Diptera: Culicidae) Tiir Kompozisyonu
Ve Saldir1 Periyotlar1”, Yiiksek Lisans Tezi, Kafkas Universitesi, Fen Bilimleri

Enstitiisii (2008).

Alkan, S.S., “Igdir Ovasi’nda Kapali Alanlardaki Sivrisinek (Diptera: Culicidae)
Tiirlerinin  Orneklenmesi”, Yiiksek Lisans Tezi, Kafkas Universitesi, Fen

Bilimleri Enstitiisii (2008).

Hadfield, T.L., Turell, M., Dempsey, M.P., David, J., Park E.J., “Detection of
West Nile virus in mosquitoes by RT-PZR”, Molecular and Cellular Probes, 15,
147-150 (2001).

Roiz D., Vazquez, A., Rosa, R., Mufioz, J., Arnoldi, D., Rosso, F., Figuerola, J.,
Tenorio, A., Rizzoli, A., “Blood meal analysis, flavivirus screening, and influence
of meteorological variables on the dynamics of potential mosquito vectors of
West Nile virus in northern Italy”, Journal of Vector Ecology, 37 (1): 20-28
(2012).

Bradford, C.M., “Effects Of Weather On Mosquito Biology, Behavior, And
Potential For West Nile Virus Transmission On The Southern High Plains Of
Texas”, Doctor Of Philosophy, Graduate Faculty Of Texas Tech University,
(2005).

Kunkel, K.E., Novak, R.J., Lampman, R.L., Gu, W., “Modeling The Impact Of
Variable Climatic Factors On The Crossover Of Culex Restauns And Culex
Pipiens (Diptera: Culicidae), Vectors Of West Nile Virus In Illinois”, Am J Trop
Med Hyg, 74(1):168-173 (2006).

Ruiz, M.O, Chaves, L.F., Hamer, G.L., Sun, T., Brown, W.M., Walker, E.D.,
Haramis, L., Goldberg, T.L., Kitron, U.D., “Local impact of temperature and
precipitation on West Nile virus infection in Culex species mosquitoes in

northeast Illinois, USA”, Ruiz et al. Parasites & Vectors, 3: 19 (2010).

118



285.

286.

287.

288.

289.

290.

291.

292.

Ward, M.R., Stallknecht, D.E., Willis, J., Conroy, M.J., Davidson. W.R., “Wild
Bird Mortality And West Nile Virus Surveillance: Biases Associated With

Detection, Reporting, And Carcass Persistence”, Journal of Wildlife Diseases,

42(1):92-106 (2006).

Savage, H. M., Ceianu, C., Nicolescu, G., Karabatsos, N., Lanciotti, R.,
Vladimirescu, A., Larv, L., Ungureanu, A., Romanca, C., Tsai, T. F.,
“Entomologic And Avian Investigations Of An Epidemic Of West Nile Fever In
Romania In 1996, With Serologic And Molecular Characterization Of A Virus
Isolate From Mosquitoes”, Am. J. Trop. Med. Hyg, 61(4),: 600-611 (1999).

Komar, N., Panella, N.A., Burns, J.E., Dusza, S.W., Mascarenhas, T.M., Talbot,
T.O., “Serologic Evidence for West Nile Virus Infection in Birds in the New York
City Vicinity During an Outbreak in 1999”, Emerg Infect Dis, 7: 4 (2001).

Nemeth, N.M., Bowen, R.A., “Dynamics Of Passive Immunity To West Nile
Virus In Domestic Chickens (Gallus Gallus Domesticus)”, Am. J. Trop. Med.
Hyg., 76(2): 310-317 (2007).

Andreadss, T.G., F. Anderson, J.F., Vossbrinck, C.R., Mam, A.J., “Epidemiology
of West Nile Virus in Connecticut: A Five-Year Analysis of Mosquito Data 1999—
2003”, Vector-Borne Zoonotic Dis, 4, 360-378 (2004).

Fyodorova, M.V., Savage, H.S., Lopatina, Bulgakova, T.A., Ivanitsky, A.V.,
Platonova, O.V., Platonov, A.E., “Evaluation of Potential West Nile Virus
Vectors in Volgograd Region, Russia, 2003 (Diptera: Culicidae): Species
Composition, Bloodmeal Host Utilization, and Virus Infection Rates of

Mosquitoes”, J, Med, Entomol, 43(3): 552-563 (2006).

Barker, C.M., Bolling, B.G., Black, W.C., Moore, C.G., Lars Eisen, L.,
“Mosquitoes and West Nile virus along a river corridor from prairie to montane

habitats in eastern Colorado”, Journal of Vector Ecology 34 (2): 276-293 (2009).

Freitas, F.B., Novo, M.T., Esteves, A., Almeida, A.P.G., “Species composition
and WNYV screening of mosquitoes from lagoons in a wetland area of the Algarve,

Portugal”, Front. Physio. 2: 122 (2012).

119



293.

294.

295.

296.

297.

298.

299.

300.

Monaco, F., Lelli, R., Teodori, L., Pinoni, C., Gennaro A.D., Polci A., Calistri, P.,
Savini, G., “Re-Emergence of West Nile Virus in Italy”, Zoonoses Public Health,
57: 476-486 (2010).

Papa, A., Xanthopoulou, K., Tsioka, A., Kalaitzopoulou, S., Mourelatos, S.,
“West Nile virus in mosquitoes in Greece”, Parasitol Res. DOI 10.1007/s00436-
013-3302-x. (2013).

Katalin, S.G., Laszl6, A., Mihaly, T., Gabor, K., Zoltan, S., Adam, D., Karoly, E.,
Krisztian, B., Adam, B., Ferenc, J., Tamas, B., “Monitoring of West Nile Virus in
Mosquitoes Between 2011-2012 in Hungary.”,Vector-Borne and Zoonotic

Diseases, 14(9): 648-655 (2014).

Vézquez, A., Sanchez-Seco, M.P., Ruiz, S., Molero, F., Herndndez, L., Moreno,
J., Magallanes, A., Tejedor, C.G., Tenorio, A., “Putative New Lineage of West
Nile Virus, Spain”, 16: 3 (2010).

Medina, G.E., Sandoval, E.A., Renteria, T.B, Lépez, G., Mora, A.D, Pujol, L.C.,
“West Nile Virus detection by RT-PCR from mosquitoes in a locality of Baja
California, Mexico”, Rev Latinoam Microbiol , 50 (3-4): 83-86 (2008).

Ozdenerol, E., Bialkowska-Jelinska E., Taft, G.N., “Locating suitable habitats for
West Nile Virus-infected mosquitoes through association of environmental
characteristics with infected mosquito locations: a case study in Shelby County,

Tennessee” International Journal of Health Geographics, 7:12 (2008).

Turell, M.J., Mores, C.N., Dohm, D.J., Komilov, N., Paragas, J., Lee, J.S.,,
Shermuhemedova, D., Endy, T.P., Kodirov, A., Khodjaev S., “Laboratory
Transmission of Japanese Encephalitis and West Nile Virusas by Molestus Form
of Culex pipiens (Diptera: Culicidae) Collected in Uzbekistan in 2004”, J. Med.
Entomol, 43(2): 296-300 (2006).

Filipe, A.R., “Isolation in Portugal of West Nile virus from Anopheles
maculipennis mosquitoes”, Acta Virol, 163: 61 (1972).

120



301.

302.

303.

304.

305.

306.

307.

308.

309.

Fontenille, D., Rodhain, F., Digoutte, J.P., Mathiot, C., “Les cycles de
transmission du virus West Nile a Madagascar, Ocean Indien” Ann Soc Belge

Med Trop 69: 233-243 (1989).

(CDC) Centers for Disease Control and Prevention, “Epidemic/enzootic West
Nile virus in the United States: guidelines for surveillance, prevention, and control
[monograph on the Internet]”, Available from
http://www.cdc.gov/ncidod/dvbid/westnile/resources/wnv-guidelines-aug-2003,

3rd revision, (2003).

Turell, M.J., Sardelis, M.R., O’Guinn, M.L., Dohm, D.J., “Japanese encephalitis
and West Nile virusas”, In: Mackenzie J, Barrett A, Deubel V, editors, Current

topics in microbiology and immunology, Berlin: Springer-Verlag, (2002).
Clements, A.N., “Biology of mosquitoes”, CABI Publishing (1999).

Sousa, C.A, Pinto, J., Almeida, P.G., Ferreira, C., Rosario, V.D., Charlwood, J.D.,
“Dogs as a favored host choice of Anopheles gambiae sensu stricto (Diptera:

Culicidae) of Sao Tome West Africa”, J Med Entomol, 38, 122—-125 (2001).

Mwangangi, J.M., Mbogo, C.M., Nzovu, J.G., Githure, J.I., Yan, G., John C.,
Beier, J.C., “Blood-meal analysis for anopheline mosquitoes sampled along the

Kenyan coast”, J. Am. Mosq. Control. Assoc, 19, 371-375 (2003).

Ruiz, S., Soriguer, R., Alcaide, M., Viana, D.S., Roiz, D., Va'zquez, A.,
Figuerola, J., “Feeding Patterns of Potential West Nile Virus Vectors in South-
West Spain”, Joaqui'n Mun™ oz, PLoS ONE, 7:6 €39549 (2012).

Tsai, T.F., Popovici, F., Cernescu, C., Campbell, G.L., Nedelcu, N.I., for the
Investigative Team., “West Nile encephalitis epidemic in southeastern Romania”,

Lancet, 352: 767-71 (1998).

Calistri, P., Giovannini, A., Hubalek, Z., Ionescu, A., Monaco, F., Savini, G., Lelli
R., “Epidemiology of West Nile in Europe and in the Mediterranean Basin. The
Open Virology Journal, 4, 29-37 (2010).

121



7. 0ZGECMIS

Ad1 Soyada : Ozge KUCLU

Dogum Yeri : Konya/ Eregli

Dogum Tarihi : 07.09.1987

Medeni Hali : Bekar

Yabana Dili : Ingilizce

Egitim Durumu (Kurum ve Yil)

Lise : Arifiye Lisesi

Lisans : Kafkas Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Yiiksek Lisans: Kafkas Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Doktora: Kafkas Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Yayinlan (SCI ve diger)

Kuclu, O., Demirci, B., Aldemir, A., “Tiirkiye’nin Kuzeydogu Anadolu Bélgesi’nden
Aedes vexans Meigen, 1830 (Diptera: Culicidae)’in Dogal Populasyonlarmin

Morfometrik Analizi” Journal of Vector Ecology 36 (1): 30-41. 2011.

Kuclu, O., Alkan, S.S., Bedir, H., Agdas, O., Kacar, E., Demirci, B., Baysal, A.,
Aldemir, A., “Seasonal Dynamics of Mosquitoes (Diptera: Culicidae) in Animals barns

Houses in Aras Valley, Turkey”, Ix. Ekoloji Ve Cevre Kongresi (Nevsehir).

Kuclu, O., Bedir, H., Demirci, B., Aldemir, A., “Tiirkiye’nin Kuzeydogu Anadolu
Bolgesi’'nden Aedes vexans Meigen, 1830 (Diptera: Culicidae)’in Dogal
Populasyonlarmin Morfometrik Analizi” KARS ( poster yarigmasi 2. Odiilii)

122



Aldemir, A., Ozbel, Y., Bedir, H., Demirci, B., Kog, E., Kuclu, O.,“Aras Vadisi
Sivrisinek (Diptera: Culicidae) ve Tatarcik (Diptera: Psychodidae) Tiirleri” Aras
Havzasi 1. Uluslararasi Paraziter Hastaliklar Sempozyumu, (19-21 Mart 2011,
Nahgivan).

Bedir, H., Kuglu, O., Erdem, F., Demirci, B., Aldemir, A., “Tiirkiye I¢in Alt1 Yeni
Sivrisinek Kaydi”, In: 17. Ulusal Parazitoloji Kongresi ve Kafkasya ve Ortadogu
Paraziter Hastaliklar Sempozyumu, Kars, Tiirkiye, 161 (2011).

Katildig1 Konferanslar

IX. Ekoloji ve Cevre Kongresi(Nevsehir)

XI. Tiirkiye Kus Konferansi(Kars)

XVII. Uluslararas1 Parazitoloji Kongresi (KARS)
Bat1 Nil Virusu Sempozyumu (Ankara)

Yer Aldig1 Projeler

Tunceli ili’nin karasal biyolojik ¢esitlilik ve i¢ su ekosistemleri biyolojik ¢esitlilik

envanter ve izleme isi. (Omurgasiz hayvanlar uzman yardimcisi)

Aras Havzas1 ve Kars Platosu sivrisineklerinde Bati Nil Virusu varligimmin Molekiiler

Yontemlerle Arastirilmasi

Bat1 Karadeniz Bolgesi Culicidae ve Culicoides Faunasinin Arastirilmast
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EKLER

1. Calismada Kullanilan Materyaller

1.1. Kullanilan Kimyasallar

Etidyum bromiir: 10 mg/ml stok soliisyonu hazirlandi.(SIGMA Katalog no: E 8751)
Tris: MERCK Katalog no: 1.08387

Tris HCL: SIGMA Katalog no:05432

EDTA: FLUKA Katalog no: 03620

izopropanol: Riedel de haen Katalog no: 24137

NaOAc ( Sodyum orta asetat):

TE: Tris ve EDTA

Etanol (Riedel de haen Katalog n0:071029): Farkli konsantrasyonlarda etanoller
kullanild1 (% 70, % 75, % 90 ve % 100).

Kloroform: Sigma, Katalog no:C2432

10X TBE: 108 gr trizma base (Sigma katalog no: 114K5415) ve borik asit (Fluka) 600
ml H,O da iyice ¢6ziliir. Daha sonra tlizerine 40 ml 0.5M EDTA (FLUKA Katalog no:

03620) eklenir. Toplam hacim 1 It” ye tamamlanir.
1.2. Kullanilan Cihazlar

Santrifiij: THERMO IC santrifiij, BECKMAN COULTER firmasina ait microfuge 22R
tiiri sogutmali santrifiij ve BECKMAN COULTER Avanti J 301 kullanild:.

PZR Aleti: BIONER firmasma ait iCycler thermal model PZR aleti kullanildi.
Agaroz Jel Elektroforezi: Thermo EC25090

UV Jel Goriintiileme: Uvitec M02 4611
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Vortex: [IKA MS2

Su banyosu: Memmmert D-91126

Is1 blogu: Thermoblock Clifton B11

Nanodrop spektofotometre: Metek ND-100

Terazi: Ohaus pro AV812

1.3. Kullanilan Kitler

QIAquick PZRpurification kiti (QIAGEN cat no: 268106)
RevertAid first strand cDNA sentez kiti (Fermentas cat no: K1622).
Kit i¢in kullanilan kimyasallar asagida belirtildigi gibidir:

Kullamilan reaksiyon tamponu: 5x M-MLV RTase Buffer: 250 mM Tris-HCI
(Promega Cat. No: M531)

RNazin riboniikleaz inhibitorii: 2500 U, Konsantrasyon: 40 u/ul (Promega Cat. No:
N2511)

M-MLYV RTaze biiyiikliigii: 50 000 U, Konsantrasyon: 200 U/ul (Promega Cat. No:
M1705)

Oligo dT18primer: 5>CTTAATTTTTTTTTTTTTTTT3’, Melting Temp: 36 °C
Kullanilan DNA polimeraz kitleri:Fermantas Taq polimeraz seti (5u/ul)
Biyoinformatik Analizlerde Kullanilan Programlar

Toplanan 6rnekleri ve BNV ’ye ait bilgileri degerlendirebilmek icin ¢esitli

biyoinformatik programlar kullanildi. Bunlar;
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GeneTool (Versiyon 1.0): Gene ait restriksiyon analizi, primer tasarimi
gerceklestirilmesi gereken nokta mutasyonlarinin belirlenmesi, yatay ve dikey

hizalamalarda bu program kullanildi.

ClustalW (1.83): Dikey hizalama ve filogenetik agag analizlerinin olusturulacagi

programlara veri hazirlanlanmasinda kullanild1.

MEGA programu ile filogenetik aga¢ olusturuldu
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