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OZET

Diinyada en sik goriilen arboviriislerden biri olan Bati Nil Viriisii (BNV); ilk
defa 1937 yilinda Uganda’nin Bat1 Nil kesiminde izole edilmistir. Bat1 Nil Viriisii
(BNV), Flaviviridae ailesi, Flaviviriis cinsi ve Japon ensefaliti viriisu (JEV)
serokompleksi icerisinde siniflandirilan, 45-50 nm biiyiikligiinde, zarfli ve
ikozahedral yapili bir RNA viriisiidir. Bu viriisin asil 6nemi, Santral sinir
sistemi(SSS) ni tutarak ensefalit ve menenjite ve 6liime sebep olmasindan ileri gelir.

Bati Nil Viriisi’niin virolojik tanisi, kan ve/veya beyin-omurilik sivisi
(BOS)’nda BNV’ye 0zgili antikorlarin veya viral niikleik asidin gosterilmesi ile
konur.

Yapilan bu ¢alismada, SSS enfeksiyonu 6n tanili olup herhangi bir patojen
mikroorganizma tespit edilemeyen 47 hastanin, Firat Universitesi Hastanesi Merkez
Laboratuvarina gonderilen rutin BOS ve kan 6rneklerinde, ELISA yontemi ile BNV
IgG ve IgM antikoru negatif olarak saptanmigtir. Sadece bir hastanin kan 6rneginde
BNV IgM siipheli pozitif saptanmistir. Bu siipheli 6rnegin BOS’u ve kani Real
Time-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) yontemi ile negatif bulunmustur. Bu
sonu¢ ELISA yonteminde goriilebilen capraz geaksiyonlara baglanmistir. Benzer
sekilde tim oOrnekler RT-PCR yontemi ile de calisilmis BNV’ye ait RNA tespit
edilememistir.

Bizim c¢aligmaya aldigimiz hastalarin yas ortalamast 19 olup, diger
calismalara oranla oldukca diisiik bulunmustur. Yapilan c¢aligmalarda BNV
seropozitifligi yas ortalamasi ile dogru orantili olarak artmis bulunmaktadir. Bizim
calismamizda BNV seronegatifligi biiyiik 6lciide yas ortalamasinin kiigiik olmasina
baglanmistir. Ayrica PCR ve ELISA’y1 beraber dikkate aldigimizda ¢alismamizda
elde ettigimiz verilere gore, bolgemizde BNV sirkiilasyonu aktif olmayip, ekolojik
kosullarin degismesi durumunda daha kapsamli caligmalara ihtiya¢ olacaktir.
Calismamizin bu konuda iilkemiz BNV veri tabanina fayda saglamasmi iimit
etmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: BNV, BOS, ELISA, RT-PCR



ABSRACT

INVESTIGATION OF WEST NiLE ViRUS IN CEREBROSPINAL
FLUID AND BLOOD SAMPLES iN PATIENTS WITH PRELIMINARY
INFECTION OF CENTRAL NERVOUS SYSTEM AND COMPARISON OF
CONCLUSION

One of the most common arbovirus in the world of West Nile Virus (WNV)
firstly isolated in 1937 in West Nile areas of the Uganda. West Nile Virus (WNV) is
classified in the Japanese Encephalitis Virus (JEV) serokompleks of genus flavivirus
of family Flaviviridae, enveloped, size 45-50 nm and icosahedral a RNA virus. The
main importance of this virus, is to affect of the central nervous system and cause
encephalitis, meningitis and death.

Virological diagnosis is investigation of specific West Nile Virus antibodies
or viral nucleic acid in blood and / or cerebrospinal fluid.

In this study, WNV IgM and IgG antibodies were determined to be negative
with ELISA methods in Cerebrospinal Fluid (CSF) and blood samples that sent to
Central Laboratory of Firat University Hospital as routine 47 patients, undetectable
any pathogenic microorganisms, with preliminary infection of central nervous
system. In only one blood sample of all patient’s samples was found suspicious
positive WNV IgM. The CSF and blood samples of this WNV IgM doubtful sample
were found negative by RT-PCR method. These result is tied to the cross reaksiyon
can be seen in the ELISA method. Similarly, all samples are studied by RT-PCR
method and couldn't be detected the RNA belonging to WNV.

The average age of the patients, we take our work, is 19. This was
significantly lower than in other studies. WNV seropositivity has increased direct
proportion to the average age in the studies. In our study, BNV seronegativity is
substantially relationship to the small average age. Also according to the data we
obtained in our study with PCR and ELISA, WNV circulation is not active in our
region, more comprehensive studies will be needed in the event of a change of
ecological conditions. We hope on this issue our work to be benefit of WNV
database in our country.

Keywords: WNV, CSF, ELISA, RT-PCR
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1. GIRIS

Diinyada ve iilkemizde Bati Nil Virisii (BNV)’nii de i¢inde barindiran
arboviriisler gibi artropod kaynakli enfeksiyonlar 6nemli halk sagligi sorunu olarak
karsimiza ¢ikar. Arboviriis terimi, “arthropod borne” kelimelerinin ilk iki harfinden
koken alir ve bu virlislerin artropotlar araciligiyla bulasmasmi ifade eder.
Arbovirtisler; Togaviridae, Flaviviridae ve Bunyaviridae ailelerinde yer alirlar (1).
Arboviriis bagligi altinda siniflandirilan 534 viriisten 134’ insanda hastalik yapar
(2).

Arboviriislerin asil 6nemi, santral sinir sistemi (SSS)’ni tutarak ensefalit ve
menenjite sebep olmalarindan ileri gelir (3). Bu viriislerin sebep oldugu santral sinir
sistemi (SSS) enfeksiyonlar1; menenjit, ensefalit ve ensefalomiyelitten beyin apsesi,
subdural ampiyem, epidural apse, norit ve intrakraniyal flebite kadar genis klinik
dagilim gosterir. Hizli ilerleme potansiyeli, kalic1 nérolojik hasar ve maalesef 6liime
neden olmasi ile cogu zaman acil tan1 ve tedavi gerektirir (4-9).

Diinyada en sik goriilen arboviriislerden biri olan Bat1 Nil Viriisii (BNV); ilk
defa 1937 yilinda Uganda’nin Bati Nil kesiminde bir kadindan izole edilmistir. Bu
viriistiniin Japon Ensefaliti (JA) Viriist, St. Louis Ensefaliti (SLA) Viriisii ve Sar1
Humma Virisii ile iligkili oldugu sonradan anlagilmistir. (1, 3). Bati Nil Viriisi
(BNV), Flaviviridae ailesi, Flaviviriis cinsi ve Japon Ensefaliti Viriisi (JEV)
serokompleksi icerisinde smiflandirilan, 45-50 nm biyiikligiinde, zarfli ve
ikozahedral yapili bir RNA viriisiidiir. Bu viriis tek iplikli pozitif polariteli RNA
genomu igerir. Bu genom kapsid (C), membran (prM/M) ve zarf (E) proteinlerini
iceren Ul yapisal ve yedisi yapisal olmayan (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B, NS5) proteinlerini kodlamaktadir. Olgun viriyon yapisini, yapisal proteinler
olustururken, viriisiin transkripsiyonu, replikasyonu ve konagin viriise kars1 savunma

mekanizmalarinin zayiflatilmasini yapisal olmayan proteinler diizenler (10-12).



Bat1 Nil Virtsi, yeryiiziinde diger flaviviriislere kiyasla daha yaygin goriiliir
(3). BNV’nin yasam dongiisii basta Culex tiirleri olmak tiizere sivrisinekler ve
gocmen kuglar arasinda oldugundan, diinya genelindeki bu yayginliktan gé¢men
kuslar sorumlu tutulmaktadir (13). Bu viriisiin insana bulagsmasinda en 6nemli yol
enfekte sivrisineklerin insan1 1sirmasidir. Ancak kan transfiizyonu, organ
transplantasyonu, transplasental yol, anne siitii ile bulagin yaninda, laboratuvardan
kazanilan enfeksiyonlar da bildirilmistir (12, 14, 15,).

Bati1 Nil Viriisii (BNV) enfeksiyonlart biiyiik oranda (%80) asemptomatik
seyretmekle beraber, daha diisiik orandaki (%20) semtomatik hastalarda inkiibasyon
stiresi ortalama 2-14 giindiir. Ancak BNV ile dogal yolla olusan (sivrisinek 1sirigi)
insan enfeksiyonlarinda inkiibasyon siiresi ortalama 2-6 giindiir. Insanda, enfekte
olan kisilerin yaklasik %?20’sinde spondan iyilesen hafif atesli hastalik (Bati1 Nil
Atesi) geligir. BNV kaynakli santral sinir sistemi (SSS) tutulumu ile ciddi hastalik
gelisme orani ise %1°in altindaki oranlardadir. (11, 12, 14). Bununla beraber BNV,
son yillarda Romanya, Rusya ve Israil’de agir ndrolojik hasarla seyreden epidemilere
de neden olmustur (16).

Hastalik belirtilerinin goriilmesi ve 6zgiil laboratuvar test sonuglarin klinik
ile uyumu sonucu BNV teshis edilir. BNV nin virolojik tanisi, kan ve/veya beyin
omurilik sivisin (BOS)’da BNV’ye 06zgii antikorlarin veya viral niikleik asidin
gosterilmesi ile konur. Ancak serolojik testler BNV ’nin tanisinda daha baskin rol
alir. BNV’nin kandan izolasyonu ise, viremi diizeyinin diisiik olmasi ve vireminin
kisa siireli olmasi sebebiyle cogunlukla basarisiz olur (14, 15, 17, 18).

Giliniimlizde Afrika, Orta Dogu, Asya, Avustralya, Avrupa ve Amerika’da
cok fazla iilkede BNV tespit edilmistir (19, 20). Tiirkiye’nin iklim 6zellikleri, vektor
aktiviteleri ile beraber gerek insanda gerek hayvanda BNV olgularinin ve BNV
salginlarmin siklikla tespit edildigi iilkelerle yakin iliskili bir cografi konumda yer
almas1 BNV’nin Tiirkiye’deki varligmi hissettirmektedir. Ulkemizde BNV
seropozitifligi ile ilgili veriler 30 yildan fazladir bilinmekte ve her gecen giin bu
veriler pekistirilmektedir. Son olarak Manisa ve g¢evresinde, 2010 yilinin Agustos
aymda menenjit tablosu ile seyreden BNV ile enfekte hasta olgularmin olmasi ve bu
hastalardan ti¢liniin 6lmesi, bu viriisiin iilkemizdeki onemini ortaya koymaktadir
(21).



Tiirkiye’deki BNV  varligt gosterilmis olmasina ragmen, BNV’nin
bolgelerimizde santral sinir sistemi enfeksiyonlarina neden olup olmadigina dair
veriler smirlidir. Bu calismanin amaci, Firat Universitesi Hastanesi Merkez
Laburatuvarina gonderilen kan ve Beyin Omurilik Sivisi (BOS) 6rneklerinde
BNV’nin serolojik ve molekiiler yontenlerle arastiriimasidir. Bu ¢alisma bdlgemizde
BNV’ye bagli SSS enfeksiyonlarinin olup olmadiginin belirlenmesi ve kullanilacak
yontemlerin giivenilirliginin arastirilmasi, hastaligin giincel durumu hakkinda bilgi
saglanmasi, tip ve saglik ¢evresinde farkindaligin olusturulmasi ve Tiirkiye’de BNV
enfeksiyonlarin seroepidemiyolojik verilerine katkida bulunulmasi agisindan 6nem

tagimaktadir.
1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Bati Nil Viriisii’niin Tarihgesi

Viris, ilk defa 1937 yilinda Uganda’nin Bati Nil bélgesinde, atesi olan
erigskin bir kadin hastanin kanindan izole edilmis ve Bati Nil Viriisii olarak literatiire
gecmistir (10). Bati Nil Viriisii’niin Japon ensefaliti viriisii ile yakin iligkili oldugu
1940’1 yillarda tespit edilmis ve yine ayni yillarda, hem laboratuvar kosullarinda
hem de saha calismalari ile sivrisineklerle bulagsma 6zelligi desteklenmis ve ayni
zamanda kuslarm BNV ig¢in cogaltict konak olarak gérev yaptigi belirlenmistir.
BNV’nin varligt 1950 yilinin baginda Misir’da da sivrisinek, kus ve insanlarda
gosterilmistir (11). Ayni yilin sonlarinda etkenin insanlarda ve atlarda neden oldugu
norolojik bozukluklar bildirilmistir (22). Israil’de 1951-1954 ve 1957 yillarinda
epidemi goriildiikten sonra yine Israil’deki 1957 salgminda, BNV’nin yash
hastalarda meningoensefalit yaptigi tespit edilmistir. Fransa’nin Rhone bdlgesinde
1962 yilinda bildirilen salgin, Avrupa’daki ilk epidemi olmustur. Bunu Giiney
Afrika’da 1974 yilinda gergeklesen en biiyiik epidemi takip etmistir (12).

Bat1 Nil Viriisii (BNV); 1990’11 yillara kadar endemik oldugu Afrika, Asya,
Orta Dogu, Avrupa ve Avustralya gibi Eski Diinya iilkelerinde grip benzeri, atesli,
hafif klinik tablolarla karakterize salginlar olustururken, 1990 yilinin ikinci yarisinda
daha sik ve ciddi salginlar yapmaya baslamistir. Bu salginlar meningoensefalit
tablosu seklinde Romanya (1996), Fas (1996/2003), italya (1998), Rusya (1999) ve
Israil (1998-2000) den bildirilmistir (12, 14, 15, 18). ilk defa 1999 yilinda New York



salgini ile Yeni Diinya iilkelerinde tepit edilen BNV, buralarda ensefalit ve 6liimlere
neden olmustur (19). Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nin New York sehrinde
1999 yilinin Agustos ayinda gelisen bu salginda, 59 kiside meningoensefalit ve flask
paralizi ortaya ¢ikmis ve bunun iizerine yapilan epidemiyolojik ve ¢evresel analizler,
artropod kaynakli bir viriis (arboviriis)’ti gostermistir (19, 20). Bu salgina etken
olarak ilk 6nce St. Louis ensefaliti viriisii (SLEV) diisiinlilmiis; ancak ayni zamanda
sehir icinde ¢ok sayida kusun Slmesi ve SLEV’in kuslar1 enfekte etme 6zelliginin
olmamasi, dikkatleri bir bagka arboviriis lizerinde yogunlastirmaya sebep olmustur.
Bu viriisiin 1998 yilinda Israil’de dolasan Bati Nil Viriisii ile homolog oldugu
Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezi (Centers for Disease Control and Prevention,
CDC) tarafindan yapilan ¢alismalarla belirlenmistir (15, 20).

ABD’nin giliney ve ortabati kisimlarina 2000-2001 yillarinda hizla yayilan
Bati1 Nil viriisii, 2002°nin ikinci yarisinda 4156 BNV enfeksiyona sebep olmustur. Bu
enfeksiyonlar ABD tarihinde 284 6liim ile en biiyiik arboviral ensefalit salginina
neden olmustur (12). Bu viiisiin Kanada, Kolombiya, Karayipler ve Meksika gibi
Giiney Amerika tlkelerine yayilmast ile Amerika kitasi, BNV icin endemik bolge
haline gelmistir. BNV’nin New York’a uluslararas1 ucak yolculugu yapan
sivrisinekler, viremili kisiler ya da ithal edilen ekzotik kuglar ile ulastigi
diistinilmiistir (12, 20).

Tiirkiye’de de insanlarda BNV’ye iliskin serolojik ¢alismalar bulunmakla
beraber, iilkemizde arboviriislere bagli enfeksiyonlar daha ¢ok hayvanlarda tespit
edilmistir (23). Tirkiye, gogmen kuslarin gegis yollarinin ilizerinde yer almasi,
hastalig1 tasiyan Culex cinsi sivrisinekleri barindirmasi ve iklim kosullarinin viriisiin
biyolojik siklusuna izin verecek 6zellikte olmasi bakimindan BNV enfeksiyonu igin
riskli bir cografyadadir. Nitekim {ilkemiz insanlarinda gecirilmis enfeksiyonun
varlig1 az sayida serolojik ¢aligmayla gosterilmesine ragmen, iilkemizde akut hastalik
teshisi ilk kez 2010 yilinda Manisa bdélgesinde konulmustur. Manisa Devlet
Hastanesi’ne 2010 yilinin agustos ayinda sinir sistemi bulgular ile bagvuran 16
hastadan 3’{inde akut BNV enfeksiyonu tespit edilmis ve Sakarya, Isparta, izmir ve
Aydin’da yeni vakalarin eklenmesi ile kesin tan1 konulan hasta sayis1 7°ye ulagmustir.
Saglik Bakanligi’'nin resmi rakamlarina gore bu hastalardan {cli hayatim

kaybetmistir (21).



1.1.2. Bati Nil Viriisii’niin Siniflandiriimasi

Bat1 Nil Virisi, taksonomik olarak Flaviviridae ailesi, Flaviviris cinsi ve
Japon Ensefaliti Viriisii (JEV) Serokompleksi iginde yer alan, norotropik bir
arboviriistiir (24). Hepatit C, Sarthumma ve Denque gibi 6nemli viriislerle beraber
BNV’nin de i¢inde yer aldig1 Flaviviriis cinsi yaklasik 70 viriisten olusur. BNV ile
beraber, JEV, St. Louis ensefaliti viriisii (SLEV), Cacipacore viriis (CPCV),
Koutango viriis (KOUV), Murray Valley ensefaliti viriisi (MVEV), Alfuy viriis
(ALFV), Usutu viriis (USUV), Yaounde viriis (YAOV) ve Kunjin viriisi; JEV
serokompleksini olusturur (Sekil 1) (25). Kunjin viriis, BNV nin antijenik ve genetik
olarak iligkili bir alt tipi olarak tanimlanir. Flaviviriis cinsindeki viriisler arasinda
onemli diizeyde antijenik benzerliklerden dolay1 serolojik olarak yiiksek oranda
capraz reaksiyon goriilmektedir (26).

SLEV JEV ALVF

usuv

CPCV

MVEV

YAQV

ug37

Sarafend

KOuv
Kunjin

Rus98 /1398 A Eg51

Tu97 Ro96 It9
RabV u9 Rus99a

0.1

Sekil 1. Japon Ensefaliti Viriisti serokompleksi (25).

1.1.3. Bat1 Nil Viriisii’niin Filogenetik Analizi
Bat1 Nil Viriisii; niikleik asit dizi analizi, zarf proteinlerindeki aminoasit
degisiklikleri ve delesyonlara gore diinyada niikleotid diizeyinde %30 oraninda

farklilik gosteren bes farkli genetik kokene (lineage) sahiptir (Sekil 2) (25, 27-30 ).
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Sekil 2. BNV nin genetik ¢esitliligi (31).

Lineage I; BNV suslari, Kuzey Amerika, Afrika, Orta Dogu, Asya ve
Avustralya (Kunjin) izolatlarinin antijenik olarak farkli gruplarmi igerir (32).
Lineage I’e ait BNV suslar1 insanlarda ciddi norolojik hastaliklara neden olur (30).
Lineage | grup la, diinyaki BNV suslarmmin en ¢ok goriildiigii, Avrupa, Afrika,
Rusya, Orta Dogu ve Amerika izolatlarinin bulundugu gruptur. Lineage | grup 1b,
Avustralya’da tespit edilen Kunjin Viriisii’niin bulundugu gruptur. Lineage | grup 1c
de ise, Hindistan’daki BNV suslari bulunur (33).

Lineage Il; Sahra-alt1 (Giiney) Afrika ve Madagaskar’da izole edilen suslarla,
2004 ve 2005’te Macaristan’da atmacalardan izole edilen ve 1968’de Kibris’ta
meydana gelen salgindan izole edilen suslar1 igerir (32, 33). Lineage | grup 1b ile
Lineage II suslar1 genellikle kendini sinirlandiran. Orta siddette hastaliklara sebep
olur (29). Lineage I’e kiyasla Lineage II suslarinin daha az virulan oldugu kabul
edililken, son yillarda Giiney Afrikada goriilen Lineage II suslarinin ciddi ensefalit

olgular bildirilmistir. Ayni sekilde Lineage I suslarinin genelde ciddi ve noroinvaziv



hastaliklara sebep oldugu bildirilmekle beraber, son ¢alismalar Lineage | ve lineage
II’'nin her ikisinde de yiiksek ve diisiik derecede noroinvaziv hastalik yapan
fenotipleri bildirilmistir. Yine son yillarda farkli genetik kdkenlerin varligi da
bildirilmistir (32). Lineage | ve lineage II virulan ve attenue suslar igermekle beraber
patojenite farkliligi, viriisiin prM, E veya yapisal olmayan proteinlerindeki spesifik
bolgeleri kodlayan niikleotidler ile ilgili olabilecegi bildirilmistir (24). Suslarda
virulans artisi, BNV NS3 helikazda tek bir aminoasit degisikligi ile
iliskilendirilmistir (32).

Lineage Ill, IV ve V ile ilgili bilinenler ¢ok azdir. Ancak Lineage IlI,
Avusturya ve Cek Cumhuriyeti’'ndeki Culex pipiens sivrisinek izolatlarindan
(Rabensburg viriis) elde edilen suslari igerir. Lineage IV, Rusya’nin Kafkasya
bolgesinde sivrisineklerden, kurbagalardan ve Dermacentor tiirii kenelerden elde
edilen suslar; lineage V ise, Hindistan’a ait ayr1 bir genotipi igerir (28, 33). BNV
suslarinin filogenetik gruplandirmasi cografi dagilim ile iliskili olmayip, viriisun
yayiliminda kuslarin potansiyel 6nemini vurgulamaktadir (21).

Kuzey Amerika’da 1999 ve 2000 yillar1 arasinda izole edilen BNV suslarinin
niikleotid dizi analizi, Israil’de 1998 ve 2000 yillarinda izole edilen BNV suslarinin
niikleotid dizi analizi ile neredeyse ayni oldugu (%99.8 homoloji) ortaya ¢ikmistir
(34). Bu yakin iliski, Amerika’nin New York sehrine 1999 yilinda tasinmis olan

viriisiin, bir Israil BNV susu oldugunu diisiindiirmiistiir (20).

1.1.4. Bat1 Nil Viriisii’niin Genom Yapisi

Bat1 Nil Viriisii; virionlarn sferik olan, yaklasik 45-50 nm c¢apinda, zarfl,
ikozahedral niikleokapsidli ve 110.000 niikleotidli, tek iplikli, pozitif polariteli bir
RNA genomu igerir (26). Viral zarf, M proteini ve E glikoproteini olmak tizere iki
integral protein ile konak yelpazesi, doku tropizmi, replikasyon, immiin cevap i¢in B
ve T hiicrelerinin uyarimi gibi viriisiin 6nemli &zelliklerini Gstlenir. Kriyo-elektron
mikroskobik inceleme ile viriisiin farkli yogunluklarda ¢ok tabakali bir yapiya sahip
oldugu izlenir ve zarf iizerinde ¢ikintilarin olmadig: dikkati ¢eker. Dis tabaka E ve M
transmembran proteinlerini igerir ve en yiiksek yogunluga sahip olan tabakadir. Cift
katmanli lipid tabaka, dis tabakanin hemen altindadir. Niikleokapsid kor kismi1 ise en
icte yer alir (Sekil 3) (11, 35).



Lineer, tek iplikli, pozitif polariteli, yaklasik 11 kilobaz (kb) biiylikliiglinde
RNA’dan olusan Bat1 Nil Viriisii’niin genomik RNA’s1, 5° ve 3’ uglarinda protein
kodlamayan (untranslated region, UTR) kisimlar ile tek bir uzun ORF (a¢ik okuma
gergevesi) kismini igerir (36, 37). Translasyondan sonra viral ve hiicresel proteazlarla
parcalanarak fonksiyon kazanan proteinleri olusturan poliprotein, ORF tarafindan

kodlanir (21).

1.1.5. Bat1 Nil Viriisii’niin Viral Proteinleri

Bat1 Nil Viriisii'niin RNA genomu, yaklasik 100 niikleotidlik kisa bir 5’
kodlanmayan (non-coding) bélge ile baslar. Sonra sirasiyla 3 adet yapisal kapsid (C),
membran Onciilii (prM), zarf (E) ve 7 adet yapisal olmayan (Non-structural, NS)
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B VE NS5) proteinlerini kodlayan tek agik
okuma ¢evresi ile devan eder. En son 600 niikleotidlik kodlanmayan (non-coding)
bolge ile son bulur (Sekil 4) (11, 36). Olgun viriyon yapisini, yapisal proteinler
olustururken viriistin transkripsiyonu, replikasyonu ve konagin viriise karsi savunma

mekanizmalarinin zayiflatilmasini yapisal olmayan proteinler diizenler (12).

Membran (M proteini) A
~ Kapsid

Zarf

RNA

Sekil 3. Bat1 Nil Viriisii’niin sematik yapisi (A) ve elektron mikroskobik goriiniimii (B) (21).
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Sekil 4. Bat1 Nil Viriisii’niin genom yapisi ve proteinleri (11).

Bat1 Nil Viriisii’niin major yiizey proteini olan E glikoproteini (53 Kilodalton,
kDa), zarf lizerinde, her bir monomeri ii¢ kangaldan olusan homodimerler seklinde
dizilmistir. Viriisiin hiicre ylizeyi reseptdriine tutunmasi, hiicre membrant ile fiizyonu
ve konagin nétralizan antikor yanitinin indiiklenmesi bu kangallar sayesinde olur (35,
37). Antijenik olan kangal, merkezdeki N-glikozilasyon bolgesini tasiyan birinci
kangaldir. Endositik vezikiil iginde pH’ya bagimli flizyondan sorumlu olan ikinci
yapisal kangaldir. Ugiincii yapisal kangal ise reseptore baglanma bélgesi bulundurur
(35, 38). E glikoproteini ayrica viriisiin viral hemaglutinin 6zelligini istlenir ve
notralizan antikorlarin ana hedefidir (39).

Bati Nil Viriisii’niin bir diger yapisal proteini olan M proteini, dnciil protein
(precursor M, prM; 18-20 kDa) olarak sentezlenir ve viriis olgunlagsmasinin geg
doneminde bir konvertaz enzimi (furin) araciligiyla M proteinine (8 kDa)
doniistiiriilerek olgun virion yapisina girer (24, 36). PrM proteini de viriisiin bir araya
gelisi sirasinda erken fiizyonu onler. E ve M proteinleri, viriise karsi B ve T lenfosit

yanitindan sorumludur (39).



Bat1 Nil Virtsti’niin C proteini (12 kDa), ana kapsid proteini olup viral
RNA’ya bagli bulunur ve niikleokapsidi olusturur. Niikleokapsid kor yapis1 ise, RNA
genomunu igerip kapsid proteininin ¢ok sayida kopyasini barindirir (40).

Bat1 Nil Viriisii’niin yapisal olmayan (non-structural) proteinlerinin temel
gorevi viral replikasyonun ve transkripsiyonun diizenlenmesi ile konagin antiviral
yanitinin modiilasyonudur (41). Bu proteinler arasinda en biiylik yapiya sahip olan
NS5 proteini, bir RNA’ya bagimli RNA polimeraz (RdRp) enzimidir. RNA “cap”
olusumunda da gorev yapan NS5, metiltransferaz aktivitesine de sahiptir (38, 40).
Viral serin proteaz aktivitesi gosteren NS3 proteininin N-terminal bolgesi bu aktivite
icin kofaktor olarak NS2B’ye gereksinim duyar. RNA “capping” olayinda da rol
oynayan NS3 proteini ayrica RNA trifosfataz (NTPaz) ile RNA helikaz aktivitelerini
de karsilar. NS2A, NS4A ve NS4B gibi diger yapisal olmayan proteinler, kiiciik
hidrofobik proteinlerdir (Sekil 4). Bu proteinlerin viral replikazin hiicresel
membranlara tutunmasini kolaylastirdiklar1 diistiniilmektedir. Fakat fonksiyonlari
tam olarak bilinmemektedir (36, 37). Bununla beraber NS2A’nin, interferon (IFN)
yanitin1 inhibe ettigi ve viral iinitelerin bir araya toplanmasi sirasinda rol aldigi
bildirilmistir. NS2A’nin, sentezlendikten hemen sonra endoplazmik retikulum
(ER)’da bulunan bir konak proteinazi tarafindan kesilmesiyle NS1 olusur. Kesin
olarak agiklanamayan bir mekanizma ile hiicre membraniyla ilskili olan NSI,
homodimerler olusturan bir glikoproteindir. Ayrica NS1, stoplazma disinda da olsa
viral replikaz icin gerekli bir kofaktordiir ve viriis ile enfekte olan hiicrenin
yiizeyinden eksprese edilir. NS1’in nonnétralizan antikor yanitina yol da agtii
diistintilmektedir (35, 42). Son olarak NS4A ve NS4B proteinleri viriisiin, konak
hiicresinin antiviral etkisinden kagisinda konak hiicresinin IFN-a/p sinyal yolagim

degistirerek rol oynar (Sekil 4) (43).

1.1.6. Bat1 Nil Viriisii’niin Replikasyonu

Bati Nil Viriisi’niin replikasyonunda birinci basamak hiicre yiizeyindeki
ozgiil reseptorlere baglanmaktir. Son zamanlardaki in vitro caligmalar, BNV nin
hiicreye tutunmasinda dendritik hiicre adhezyon molekiillerinden Dendritic Cell-
Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin (DC-SIGN), DC-
SIGN-R ve integrin avPB3 gibi yiizey lektinlerini reseptér olarak kullandig:
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bildirilmistir (44, 45). Ancak, néronlar gibi patogenezde 6nem tasiyan hiicrelere
giriste kullanilan reseptorler tam olarak tanimlanamamistir (43). BNV hiicre
yiizeyindeki reseptoriine tutunduktan sonra reseptor aracili, pH bagimli endositoz
yoluyla hiicre i¢ine alimir (26). pH kaynakli E proteinindeki konformasyonel
degisiklik sonucu endozomal vezikill membrani ile viral zarf kaynasir ve
niikleokapsid stoplazmaya gecer (Sekil 5). Pozitif polariteli tek iplikli genomik
RNA, mRNA gibi calisarak biiyiik tek molekiil halinde bir poliprotein Onciilii
sentezler. Bu poliproteine, viral serin proteaz (NS2B-NS3) ile farkl: hiicre proteazlari
birden fazla bolgeden tutunarak viral proteinleri keser ve bu proteinleri fonksiyonel
hale getirir. Diger yapisal olmayan viral proteinlerin ve hiicre proteinlerinin de
yardim etmesi ile viral RNA polimeraz (NS5) enzimi, komplementer negatif iplikli
RNA’y1 pozitif polariteli tek iplikli genomik RNA kalibindan kopyalar. Kopyalanan
bu RNA’lar, negatif polariteli olup yeni genomik RNA’larin transkripsiyonu igin
kalip gorevi goriir (36).

Bat1 Nil Viriisii’niin progeni RNA’lar1 ve yeni sentezlenen kapsid proteinleri
endoplazmik retikulum membraninda bir araya gelir. Viriyon olgunlagmasi ise
hiicrenin salgisal yolaginda gergeklesir (43). Endoplazmik retikulum liimeninden
tomurcuklanan niikleokapsid prM ve E heterodimerlerini alarak olgunlagsmamis
patrikiilleri olusturur. Vezikiillerde biriken olgunlasmamis bu patrikiiller daha sonra
E ve prM proteinleri {izerindeki glikanlarin farklilastigi konak salgisal yolagina
taginirlar (43). Hiicresel furin veya furin-benzeri proteazlar ile prM proteini, diisiik
pH’nin da katkisiyla trans-Golgi agindan gecis esnasinda kesilir ve pr peptidi
molekiilden ayrilir. Serbest kalan pr proteini, viral patrikiiliin yeniden
diizenlenmesini, olgunlagsmasini saglar. Vezikiil igerisinde plazma membranina
aktarilan bu olgunlasmig viriyonlar, ekzositoz ile hiicre digina atilir (Sekil 5) (35,
38). Viriyon ekzositozunda aktin filamentinin rol aldigi bildirilmistir (46).

Diger flaviviriislerin 16-24 saat olan latent donemi ile karsilastirildiginda
BNV’nin hiicre i¢indeki latent donemi olduk¢a kisa olup 4-6 saattir. Progeni
viriyonlarin 12 saat sonra enfekte hiicrelerin sitoplazmik membranindan yogun
olarak tomurcuklandig1 gosterilmistir (44). BNV enfeksiyonu sirasinda, enfeksiyoz
olmayan virlis benzeri partikiiller (Viriis-Like Particles) de hiicre ig¢inde olgun

viriyonlarla beraber olustugu ve hiicre digina salindig: tespit edilmistir (47). Yapisal
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ve fizyokimyasal 6zellikleri bakimindan olgun viriis partikiiliine olduk¢a benzeyen
E, M ve bazen de prM proteinlerini igeren partikiiller hiicre membranindan olusur ve
konakta antijenik etki yaparlar. Bu yiizden bu partikiiller rekombinant asi
calismalarinda ve serolojik testlerde antijen olarak kullanilirlar (47, 48).

A. Viriyon hiicre yiizeyi reseptoriine tutunmasi ve endositozu; B. Viral glikoproteinler ile
endozomal membran fiizyonu, genomik RNA’nin stoplazmaya geg¢isi; C. Viral RNA’nin
translasyonu ve poliproteinin proteazlarla kesimi; D. Progeni RNA’larin transkripsiyonu; E.
Endoplazmik retikulum (ER) membraninda progeni RNA ile kapsid proteinlerinin
paketlenmesi, endoplazmik retikulum liimeninden E-prM heterodimerlerini igeren zarfi
alarak tomurcuklanmasi; F. Olgunlasmamig viral patrikiillerin salgisal yolaga gegisi, trans-
golgi aginda (tgn) prM proteininin kesimi ve virionlarin olgunlagmasi; G. Olgun viriyon
ekzositozu seklindedir (21).

Sekil 5. Bat1 Nil Viriisii’niin replikasyon dongtisii (21).
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Bat1 Nil Viriisii, basta tavuk, 6rdek ve fare embriyo hiicreleri olmak {iizere,
maymun, insan, domuz ve kobaylardan yapilan devamli hiicre kiiltiirleri gibi in vitro
ortamlarda iiretilebilir. Bu kiiltiir ortamlarinda viriisiin sitopatik etkisi hiicrelerde

kii¢iilme, yuvarlaklagsma ve bazen sinsitya olusumu seklinde goriilebilir (49).

1.1.7. Bat1 Nil Viriisii’niin Dogadaki Yasam Dongiisii

Bati Nil Viriisii’'nlin dogadaki yasam dongiisii, sivrisinek-kus-sivrisinek
seklinde gerceklesir (15). Sivrisinekler, BNV ile enfekte kuslardan kan emerek
viriisu alir ve yaklagtk 10 giin ile 2 hafta arasinda degisen bir inkiibasyon
doneminden sonra, virlisii baska bir kusa veya insan gibi bir omurgaliya aktarir
(Sekil 6) (50). Ayrica kuslar arasinda oral ve fekal-oral bulaglar oldugu da
gosterilmistir (51). Bu dongiide asil etmen olarak Culex cinsi sivrisinekler rol alir ve
sadece ABD’de toplam 43 adet Culex cinsinden BNV izole edilmistir (11, 52). Keza,
Avrupa’da C.pipiens, C.modestus ve Coquillettidia richiardii; Afrika ve Orta
Dogu’da C.univittatus, Asya’da ise C.quinquefasciatus, C.tritaeniorhynchus ve
C.vishnui tiirleri BNV dongiisiinde rol alir (12, 53). Ayni sekilde Amerika’da
yapilan ¢alismalarda 146 adet kus tiirlinden de BNV izole edilmistir (14). Ancak
farkli tiirler de virlisiin insanlara bulagsmasinda koprii vektor (bridging vectors)
roliinii Gistlenebilir (14).

Bat1 Nil Viriisii’niin primer konag: (rezervuar) yabani kuslar, primer vektorii
ise sivrisinek (Culicidae)’lerdir. Vireminin yiiksek (109 pfu/ml, Plak olusturan
tnite/mililitre) ve uzun (7-8 giin) siireli oldugu Passeriforme (6tiicii kuslar)
takiminda yer alan kuslarin (karga, karatavuk, ispinoz, ¢ali biilbiilii, serce), BNV nin
dogada kalmasinda daha fazla etkili oldugu bildirilmistir. Oysaki vireminin diisiik
(<103 pfu/ml) ve kisa siireli (ortalama 3 gilin) oldugu insanlar ve atlar viriisii
sivrisineklere aktarmada fazla etkili olmamistir ve bu yiizden son konak (dead-end
host) olarak kabul edilmistir (12, 14, 15).
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Sekil 6. Bat1 Nil Viriisii’niin bulas dongiisii (20).

Iliman iklimli cgrafyalarin kuytu yerlerinde kis1 gegiren sivrisinekler,
sicakligin artmasiyla viriisii bulagtirmaya devam ederler. Viriisiin seyri, duyarli
kuslarin oliimii ve akabinde genel kus populasyonunda bagisiklik gelismesi
seklindedir. Insanlara bulasin derecesi de, viremili sivrisineklerin bolluguna,
beslenme sekline ve yerel ekolojisine baglidir (53).

Bati Nil Viriisii’niin yasam dogiisiinde yumusak (Argasidae, Argas spp.) ve
sert (Ixodidae, Hyalomma spp.) kenelerin vektoriyel rollerinin olmadigi bildirilmistir
(53). Ancak BNV’nin Moldavia’da, Dermacentor marginatus ve Ixodes ricinus’dan,
Macaristan’da da l.ricinus’dan izole edilmesi kenelerin de viriis tarafindan enfekte
edildigi gostermistir (54). Tatarciklarin potansiyel vektor olabileceklerine dair veri
yoktur (21).

Insan ve atlardan bagka; yarasa, tavsan, fare, sincap, kedi, kdpek, sigir, kegi
ve deve gibi hayvanlar BNV’ye duyarli bulunmustur. Kedi ve kopek gibi domestik
hayvanlar BNV ile enfekte olsa da bu hayvanlarda klinik bir hastaligin ortaya
¢ikmadigi ve hayvanlardan insana viriisiin bulagsmadigi belirtilmistir (15). Ayrica
BNV nin, siirlingen (timsah) ve amfibi ( kurbaga)’lerde uzun siireli viremi yapip kist

bu barindirict konaklarda gegirdigi raporlanmistir (50, 53).
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Batt Nil Virlisi’niin farkli cografyalar arasinda nakli, viremik gé¢cmen
kuslarla olur. Bu yiizden bahar gocleri sirasinda gogmen kuslar viriisiin Avrasya’nin
sicak bolgelerine yayilmasinda 6nemli rol oynarlar (55). Bat1 Nil Virisii ile enfekte
kuslarda genellikle herhangi bir sempton goériillmez. 1997’ye kadar BNV nin kuslar
icin patojen olmadigr diisiiniilmiis ancak 1997-1998’de daha virulan bir BNV susu
Israil’de, leylek ve diger gd¢men kuslarin &liimiine sebep olmustur (56, 57). Buna
ragmen, kus Oliimlerinin BNV ile ilgisi, 1999°da Avrupa’da gerceklesen salginlara
ve viriisiin New York’ta aniden ortaya c¢ikisina kadar anlasilamamistir. New York
salgininda karga tiirleri bagta olmak iizere binlerce kus telef olmus, oliimle
sonuglanan insan ve at vakalari bildirilmistir (53).

Bati1 Nil Viriisii hayvanlardan en ¢ok atlar1 (Equidae) enfekte eder (58, 59).
Sivrisinek 1sirmasi ile atlara bulasan viriis, insanlar gibi atlarda da ¢ogunlukla Klinik
bir hastalik olusturmaz. Ancak bazen halsizlik, tremor, kismi paralizi ve ekstremite
zay1fligr goriilebilir (58, 59). 2003 yilinda atlarda BNV enfeksiyonu sayisinin
14.000°den fazla oldugu ve mortalite oraninin yaklagik %35-40 oldugu ifade edilistir
(15).

1.1.8. Bat1 Nil Viriisii’niin Patogenezi

Bati1 Nil Viriisii’'niin replikasyon ve yayilmasinda vektor-konaker ilsikisi
onemli rol alir. Bununla beraber ¢cogu vektorde patolojik degisiklik goriilmez. BNV,
beslenmek i¢in enfekte konakgidan kani emen sivrisineklere bulasir ve viriis kan yolu
ile ilk olarak sivrisineklerin mesenteriyal epitel hiicrelerini enfekte eder ve burada
cogalmaya baglar. Virlis sonra tlikriik bezlerine ulasir ve burada da ¢ogalmaya devam
eder (60). Virisi tiikriik bezlerinde tasiyan sivrisinekler, baska bir kan emme islemi
esnasinda insan veya hayvan gibi duyarli konaga viriisii subkutan olarak inokiile
eder. Viris deride keratinosit, Langerhans (dentritik) hiicreleri enfekte eder. Periferal
inokiilasyon ile virlisiin duyarli konaklardaki ilk replikasyonu deride bulunup lenf
nodlara drene olan Langerhans (dendritik) hiicrelerinde gerceklesir (61). Viriisiin
lenf nodlarina gogli esnasinda dendritik hiicreler (DH) de tip-1 ve tip-Il interferon
(IFN) salgilayarak viriisiin kontagiy6z yayilmasimi sinirlandirir. Lenf bezlerindeki
makrofajlar, B lenfositleri ve folikiiler DH’de ¢ogalan viriis, buradan afferent lenf

kanallariyla torasik lenf kanalina, oradan da dolasima gecer ve primer viremi
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olusturur. Bu viremi ile viriis; karaciger, bobrek, dalak gibi retikiiloendotelyal sistem
organlarina, epitelyum hiicreleri ve makrofajlara hematojen yolla yayilir ve sekonder
viremi yapar. Viriis bu dokularda ¢ogalarak viremiyi devam ettirir (Sekil 8) (61, 62).
Bu viremi, klinik semptonlardan 2 giin 6nce baslar ve semptonlarin 4 giin sonrasina
kadar devam eder. Ancak immiin yanitin viriisii temizlemesi nedeniyle viriisiin
kandan izolasyonu ihtimali, semptomlarin basladigi ilk giinden baslayarak ciddi
diizeyde diismeye baslar (11).

Bat1 Nil Viriisii’nlin SSS’ye yayilmasi, vireminin en yiiksek oldugu viriisiin
periferal dokulardan temizlenmesinden hemen onceki donemde gergeklesir (61).
BNV’nin BOS’a gecisinde ¢esirli mekanizmalarin rol aldigi one siiriilmistiir: (I)
Endotelyal veya koroid pleksus enfeksiyonu ya da viriis pasif difiizyon ile kapiller
endotel hiicrelerine gecer, virilisiin replikasyonu bu hiicrelerde olur ve viriis
tomurcuklanarak SSS parankimine geger. (II) Olfaktor noron enfeksiyonu ve olfaktor
loba yayilim. (III) ‘Trojan horse” mekanizmasi ile viriisiin enfekte immun hiicrelerle
BOS’a gecisi. (IV) Aksonal retrograd yol ile enfekte periferal néronlardan BOS’a
gecis (62, 63). Yapilan caligmalarla viriisin kan-beyin engelini asmada toll-like
resptorlerin uyarilmasi ve kan beyin bariyeri permeabilitesini artiran tiimor nekrozis
faktor-o (TNF-a), makrofaj inhibe edici faktor (MIF) gibi bazi ¢oziiniir inflamatuvar
faktorlerin rol aldigi gosterilmistir (64-66). TNF-a, kan-beyin engeli gegirgenligini
degistirerek viriisiin SSS’ye gecisini kolaylagtirir (43).

Kan-Beyin bariyerini asip SSS’ye ulasan viriis, serebral korteks, hipokampus,
bazal ganglionlar, serebellum, beyin kokii ve omuriligi enfekte eder (43). Beyin ve
omurilikte  BNV’nin birinci hedefi noronlar oldugundan, ilk patolojik hasar
noronlarda dejenerasyon, yap1 ve fonksiyon kaybi ile apoptozdur (64). Noéronlarin
sagkalimini artiran IFN-a/B, SSS’de enfeksiyonun kontroliinde rol alir. Cluster of
Differentiation 4 (CD4) ve Cluster of Differentiation 8 (CD8) T lenfositleri ile
monositlerin SSS’ye girisini kolaylagtiran C-X-C motifi kemokin 10 (CXCL10) ve
Kemokin (C-C motifi) ligand1 5 (CCL5) gibi kemokinlerle onlarin ligantlar: olan
Kemokin (C-X-C motifi) reseptorii 3 (CXCR3), Kemokin (C-C motifi) reseptorii 5

(CCRY) ise, enfekte dokulardan virtisiin temizlenmesini kolaylastirir (43).
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Bat1 Nil Viriisii’niin SSS’de yaptigi patolojik degisiklikler; (I) virisun néron
ve glia hiicrelerindeki proliferasyonuna, (11) enfekte hiicrelere karsi olusan sitotoksik
hiicre yanitina, (Ill1) yaygin perivaskiiler inflamasyona ve (IV) mikroglial nodiil
olusumuna baglidir (11). Viriis SSS’de, hiicrelerde fonksiyon bozuklugu ve erime,
dokularda iflamasyona sebep olur. Fatal BNV enfeksiyonlarinin SSS’de yaygin
inflamasyon, yaygin ndronal dejenarasyon spinal kordda kii¢iik hemorajiler goriiliir.
Viriisiin sebep oldugu meningoensefalitten 6len dort hastada yapilan postmortem
incelemeler ile SSS’de perivaskiiler ve leptomeningial kronik inflamasyon,
mikrogliyal nodiiller, basta temporal loplar ve beynin alt kisimlarinda nérénofaji
tespit edilmistir (Sekil 7). Bu o6zellikleri ile viriisiin SSS patolojisi polio paralizisine
benzer (60). Bol miktarda lenfosit (CD8+T baskin) ve histiyosit i¢eren nodiiller,
cogunlukla noronal dejenerasyonun yogun oldugu bolgelerde goriiliir. B lenfositler
perivaskiiler inflamasyon bdlgelerinde sik goriiliir. Meningoensefalit olgularinda,
antikor yaniti baslaymnca klinik semptonlar goriiliir (64). Enfeksiyonun 8.giiniinde
serum ve BOS’da IgM pozitifligi olgularin  %70-80’inde, goriilir. Viral

replikasyonunun azaltilmasinda BOS antikorlar1 6nem arzeder (67).
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Sekil 7. Fatal BNV enfeksiyonunda beyin dokusunda nétrofil ve mikroglial infiltrasyonla

beraber néronal nekroz (11).
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Son zamanlarda, BNV enfeksiyonlarinin patogenezinde konaga ait bazi
faktorlerin de rol aldigi saptanmistir. Bunlardan biri CCRS kemokinidir, enfekte
noronlarin temizlenmesi i¢in lokositlerin beyne gociinii saglar. Digeri ise 2°5’-
oligoadenilat sentetaz (OAS)’tir, IRG (IFN-regulated gene) ailesi iiyesi olup, viral
RNA’y1 parcalar. CCRS ve OAS gen delesyonlar1 ve/veya mutasyonlar1 varliginda,
semptomatik BNV enfeksiyonlarina kars1 yatkinligin arttigi saptanmustir (68).

1.1.9. Bat1 Nil Viriisii’ne Karsi Gelisen immun Yamt

Bati Nil Virisi RNA’s1, endozom membranindaki Toll-benzeri reseptorler
(TLR-3 ve TLR-7), stoplazmadaki helikazlar [RIG-I (retinoic acid-inducible gene 1)
ve MDAS5 (melanoma differentiation-associated gene 5)] ile lenf bezlerinde bulunan
DH ve makrofajlar tarafindan algilanir (67). Bu algilama ile viriise kars1 interferona
bagimli ve interferondan bagimsiz mekanizmalarla dogal immiin yanit olusur. En
onemli dogal bagisiklik bileseni; IRF-3 (interferon regulatory factor-3) yolaginin
aktivasyonu sonucu olusan tip-1 IFN (a/p)’dir (69-71). IFN-o/B sinyal yolaginda bir
bozukluk oldugunda viral replikasyonun arttigi ve viriisun doku tropizminin
genisledigi c¢alismalarda gosterilmistir (64, 72). Aymi sekilde viriisiin SSS’ye
yayilmasini Onleyen tip-II IFN (y), yoT hiicreleri tarafindan {iretilir ve viriisiin
periferal replikasyonu smirlandirir (Sekil 8) (64, 73). Ayrica, viriise karsi dogal
bagisiklikta TLR-3 ve 2°5’-oligoadenilat sentetaz (OAS) yolaklarinin da diizenleyici
role sahip oldugu ¢alismalarda saptanmistir (64, 65).

Bati Nil Viriisi’ne karst olusan kazanilmis immiin yanit virlisliniin
eradikasyonunu saglar. Ciddi anlamda nétralizan antikor yaniti viriisiin E proteinine
kars1 gelisirken, NS1 ve prM, M proteinlerine karsi olusan antikorlarin da BNV
enfeksiyonlarinda koruyucu rol aldigi bildirilmistir (64). Vireminin sinirlandirilmast,
virlisin SSS’ye girisinin 6nlenmesi ve hastaligin gidisatinin diizenlenmesinde 6nemli
rol alan 6zgiil IgM tipi nétralizan antikorlarin subkiitan6z enfeksiyondan doért giin
sonra ortaya ¢iktig1 fare deneylerinde saptanmistir (74). Bu yilizden immiin yetmezlik
gibi antikor yanitinin diigiik ya da eksik oldugu durumlarda BNV’nin daha ciddi
enfeksiyonlar  yapmasi, letal BNV enfeksiyonu riskinin  kompleman
komponentlerinden C3 ve C4 eksikligi ya da kompleman reseptorii 1 ve 2’nin

eksikliginde artmast BNV’ye karsi gelisen humoral immun yanitin énemini ortaya
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koymaktadir (75). Yapilan ¢alismalarda, CD4+T (Th) hiicre eksikliginde, B hiicre
uyarimi ve noétralizan antikor yanitinin azalmasi; sitotoksik T lenfosit hiicre
eksikliginde de viral yiik ile SSS tutulumunun artmasi ve mortalitenin yiikselmesi,
BNV’ye karsi hiicresel immiin yanitin 6nemini ortaya koymaktadir (76, 77). Benzer
sekilde SSS’de, viriis ile enfekte noronlart sitotoksik T lenfositleri, perforin ve Fas
ligand yoluyla oldiriirken; Th hiicreleri de bu yanitin diizenlenmesinde rol aynar.
Ozetle, BNV’nin periferal dokulardan temizlenmesinde hiimoral immun yanit;

SSS’den temizlenmesinde de hiicresel immiin yanit (T hiicreleri) gérev alir (Sekil 8)

(76).
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Sekil 8. Bati1 Nil Viriisiine karsi gelisen immun yanit (43)
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Bat1 Nil Viriisii, dogal immiin yanittan ¢esitli mekanizmalarla kagabilir (78).

1. Viriis viral RNA’y1 tantyan RIG-I ve MDAS gibi hiicresel tanima
reseptorlerinden (PRR, Pattern Recognition Receptor) RNA’sin1 saklayarak ya da
maskeleyerek kagar ve tip-1 IFN indiiksiyonunu geciktirerek replikasyonu i¢in zaman
kazandirir.

2.Viral NS2A proteininin, IFN-B gen transkripsiyonunu; NS1 proteininin ise,
TLR-3 sinyal yolagin1 inhibe etmesi gibi; viriisiin yapisal olmayan proteinleri IFN
sinyal yolagini inhibe eder ya da degistirir (68, 72, 78).

3. Patojenik “lineage I” suslarinin, NS4B proteinleri JAK/STAT sinyal
yolunu degistirir ve tip-1 IFN yanitin1 bozar. Bu 6zellik Lineage I suslarina has olup

tam olarak aydinlatilmamstir (72, 79-81).

1.1.10. Bat1 Nil Viriisii’niin Bulasma Yollar1

1.1.10.1. Sivrisinek Isirig

Bat1 Nil Virlisi’niin insana bulasmasinda temel yol enfekte Culex cinsi
sivrisineklerin insan1 1sirmasidir. Bulasta en 6nemli tiir ise, C.pipiens tiirii olup ¢ogu
bolgede viriisun enzootik dongiisiinde yer alir (14, 20). Eriskin sivrisinekler, 1liman
iklime sahip cografyalarda ilkbahar aylarinin sonuna dogru ortaya ¢ikar ve
sonbaharin ilk aylarma kadar dolasimda kalirlar. Ancak tropikal bolgelerde ise
bulastiricilik y1l boyu devam eder (15, 24).

1.1.10.2. Kan Transfiizyonu

Bati Nil Virlisii kan kaynaklarinin giivenilirligini tehdit edecek derecede,
transfiizyonla bulasan Onemli patojenlerden biri haline gelmistir (82). BNV’nin
transfiizyonla bulagma riskinin HIV ve HCV bulasma riskinden 2000 kat, HBV
bulagma riskinden 200 kat daha fazla oldugu bildirilmistir (83). 2002 yilinda
ABD’de meydana gelen BNV salgininda, viremik 16 kan dondriinden trombosit
slispansiyonu, eritrosit siispansiyonu veya plazma alan 23 kiside transfiizyon sonrasi
bulas oldugu tespit edilmistir. Transfiizyondan sonra 15 alicida, 2-21 giin igerisinde
BNV kaynakli hastalik gézlenmistir. Bu dondérlerin hig birisinde kan bagis1 esnasinda
BNV IgM pozitifligi tespit edilememistir. Bu yiizden diisiik diizeyli ve kisa siireli
vireminin  gorildigii BNV kaynakli asemptomatik enfeksiyonlarda BNV
seropozitifliginin arastirilmasi bulasi 6nlemede yetersiz kalmakta, BNV kan ve kan

tirlinleriyle farkinda olmadan bulasabilmektedir (84). Bu veriler 1s1ginda, 2003
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yilinda Amerikan Gida ve Ilag Kurumu (Food and Drug Administration, FDA)
tarafindan bulas riskinin yliksek oldugu mevsimlerde tiim kan bankalarinda kan
bagisindan sonraki 28 giin i¢inde ates ve bas agrist olanlar ve bunlarin dondrleri
taranmistir. Ancak hastalarin %20’sinde semptomlar ortaya ¢iktig1 i¢in bu ¢alismalar
etkisiz kalmis, daha sonra tarama igin niikleik asit testleri (NAT) nin kullanilmasinin
gerekliligi belirtilmistir (21). FDA tarafindan boyle bir onay1 alan NAT, ABD’de
2003 yili Haziran sonu ile Eyliil ortalarinda tiim sivil kan bagislarinda BNV
taranmast i¢in kullanilmistir. 2.5 milyon dondriin 489’unda NAT reaktif
saptanmigtir. Bu viremik donoérlerin yaklagik %90°1 asemptomatik olup sadece iki
kiside BNV kaynakli meningoensefalit gelismistir. Bu sonugla BNV ile enfekte kan
iriinlerinin gézden kagirilmasinin sebebinin diisiik viremi seviyesine mi yoksa
kullanilan diger testlerin yetersizligine mi bagli oldugu tespit edilememistir (85, 86).

1.1.10.3. Organ Nakli

Bati Nil Viriisii’nlin organ transplantasyonu ile bulasi ilk defa 2002 yili
agustos aymmda BNV ile enfekte bir vericinin organlarinin 4 aliciya nakledilmesi
sonucu rapor edilmistir (87, 88).

Bu dort alicinin hepsinde ates saptanmis, 3’linde meningoensefalit gelismistir.
Dort alicidan da BNV izole edilmistir. Organ dondriiniin serum ve plazma
orneklerinde Polimerase Chain Reaction (PCR) yontemi ile BNV tespit edilmistir.
Bu organ donorii de daha dnce 63 vericiden kan almis ve buna kan verenlerin bagis
sirasinda viremik oldugu daha sonra bildirilmistir (88).

1.1.10.4. Anne Siitii

Bat1 Nil Viriisii’nilin anne siitli ile bulasi ilk defa 2002 yilinda bildirilmistir.
Postpartum kanama nedeniyle Ekim 2002’de bir kadina kan transfiizyonu yapilmis
ve bu kadinda dogumdan 11 giin sonra meningoensefalit gelismistir. Bu kadinin
BOS’unda BNV spesifik IgM pozitif bulunmustur. Bu BNV ile enfekte kadin hasta
bebegini emzirmeye devam etmis ve dogumdan 16 giin sonra alinan siit 6rneginde
PCR ile BNV tespit edilmis. Siit ayn1 zamanda BNV IgG ve IgM agisindan da pozitif
bulunmustur. Bebekten 25 giin sonra alinan serumda BNV IgM pozitif bulundugu
halde, bebek afebril ve saglikli kalmigtir. Anne siitiiniin enfeksiyon kaynagi oldugu,

bebegin ¢ok az dis ortamda kalmasi ve diger sivrisinek kaynaklarindan uzak
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olmasina baglanmistir. Buna ragmen anne siitiiniin faydalarindan dolayr BNV ile
enfekte anneler bebegine siitiinii vermeye devam edilmesi goriisiine varilmistir (89).

1.1.10.5. Transplasental Gegis

Bati Nil Viriisii’nlin transplasental gecis ile ilgili, Agustos 2002’de acil
servise bagvuran 20 yasinda gebe bir kadinin BOS ve serum 6rneklerinde BNV IgM
pozitifligi saptanmuistir. Hasta kadin 5 hafta sonra dogum yapmis, yenidoganda
serolojik testlerle BNV izole edilmistir. Yenidogan bebekte bilateral koryoretinit ve
MR (Manyetik Rezonans goriintiilleme)’da temporal ve oksipital loblarda beyaz
cevher kaybi gozlenmistir. Bu nedenle gebe kadinlar BNV agisindan onlem alinarak
izlenmeli, gerektiginde hemen taramaya alimmalidir. BNV icin 6zel bir tedavi
secenegi bulunmadigindan asemptomatik gebelerde veya yenidoganlarda tarama
testleri tavsiye edilmemektedir. BNV antikoru yaklasik 1 yil pozitif kaldigindan
enfeksiyonun ne zaman gelistigi tam olarak kestirilememektedir (90).

1.1.10.6. Laboratuvardan Bulas

Bat1 Nil Viriisii siirveyansi i¢in 2002 yilinda hayvan otopsisi yaparken iki
laboratuvar personeli perkiitandz olarak yaralanmistir ve heriki hastada da baska bir
risk faktorii saptanmamustir. ikisinde de hafif seyirli tamamen iyilesen enfeksiyon

gelismistir (15, 90).

1.1.11. Risk Grubu

Bati Nil Viriisii enfeksiyonlarindan néroinvaziv hastaligin gelisiminde en
onemli risk faktorii ileri yas olarak tanimlanmigtir (15, 24). BNV’ye bagli SSS
tutulumunun 50 yas tizerindeki kisilerde riskinin yiiksek olmasi, bu kisilerde kan-
beyin engelini bozan hipertansiyon gibi faktérlerin varligina veya immiin sistem
fonksiyonlarinin azalmasi nedeniyle viremi siiresinin uzamasina baglanmaktadir
(15). Ayrica BNV enfeksiyonlari kiigiik ¢ocuklar, immiin sistemi baskilanmis olanlar

(transplant ve kanser hastalar1) ve diyabet gibi altta yatan hastaligi olanlarda daha

ciddi seyreder (16, 91, 92, 93).

Son yillarda virlisiin viriilansinda bir artisin  oldugu, immiin sistem

yetmezliginden bagimsiz olarak saglikli geng eriskinlerde de ndrolojik tutulumun
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olmasma baglanmaktadir (94). ABD’nde néroinvazyon orani %30-50, mortalite
orani ise %5-10 olarak bildirilmistir (95).

1.1.12. Klinik Bulgular

Bat1 Nil Viriisli insanlarda, subklinik enfeksiyondan oliime kadar uzanan
farkli klinik tablolara sebep olmaktadir. BNV enfeksiyonlarinin inkiibasyon siiresi
ortalama 2-6 giin olmakla beraber, genelde 2-15 giin arasinda degisir (15). insanda
goriilen BNV enfeksiyonlarinin biiyiikk bir kismi (%80) asemptomatik seyreder.
BNV, enfekte insanlarin 1/5’inde (%20) Bati Nil Atesi denilen; genellikle 3-6 giin
siiren ani ates yiikselmesi, bas agrisi, sirt agrisi, miyalji, halsizlik, anoreksi, bulanti,
kusma gibi semptomlarla karakterize, siklikla yaygin lefadenopatinin eslik ettigi
kendini sinirlayan grip benzeri klinik tablo olusturur (24). BNV ile enfekte insanlarin
hemen hemen yarisinda primer olarak yliz ve govdede goriilen, bir hafta siiren
roseolalar veya makiilopapiiler dokiintiiler ortaya ¢ikar (15, 24). BNV ile enfekte her
150-300 insanin yaklasik 30°’unda Bati Nil Atesi, 1’inde ise ciddi ndrolojik hastalik

tablosunun gelistigi seroepidemiyolojik ¢alismalarla gosterilmistir (82).

Yukarida belirtildigi tizere BNV ile enfekte insanlarda santral sinir sistemi
(SSS) tutulumuna bagli néroinvaziv hastalik gelisme oran1 %1’den daha az oranda
bildirilmistir (16). Meningoensefalit BNV’ye bagli SSS tutulumununda en sik
goriilen klinik tablodur. Ancak tek basina menenjit veya ensefalit olgular1 da
bildirilmistir (15). Ciddi SSS enfeksiyonu olgularinda yliksek ates, bas agrisi, kas
zayifligi, ense sertligi, uyusukluk, konfiizyon, koma, kas titremeleri, konviilziyonlar
goriiliir ve nihayetinde akut flask paralizi olusur (14, 91). Asimetrik kuvvet kaybinin
goriildiigli, spinal 6n boynuz hiicrelerinde hasarin oldugu, duyu tutulumunun
olmadig1 bu klinik tablo Poliyomiyelit paralizisine benzer (91). Bununla beraber
BNV’ye bagli SSS tutulumunda nadiren duyu bozukluklari, tremor-Parkinsonizm,
ataksi, kraniyal sinir tutulum bulgular, optik nérit ve poliradikiilopati de

bildirilmistir (96).

Bat1 Nil Viriisii ile enfekte olgularin ileri yasta olmasi (50 ve iizeri yas)
invaziv norolojik hastalik agisindan en anlamh risk faktoriidiir. 1999 yilindaki New

York salgiinin semptom analizi ile, ciddi norolojik hastalik insidansinin 50-59 yas
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arasi kisilerde 0-19 yas arasi kisilerlerden 10 kat, 80 yas ve {stii kisilerde ise 0-19
yas arasi kisilerlerden 43 kat daha fazla oldugu gosterilmistir (16). 2000 yilinda
Israi’de BNV ile enfekte 417 olgu tespit edilmistir. Bunlardan 233’ii hastanede
yatarak tedavi gérmiis. Bu 233 hastanin %98,3’tinde yiiksek ates, %57,9’unda bas
agrist, %18,5’inde gastrointestinal semptomlar, %16,7’sinde koma ve %9,4’tinde
norolojik semptomlar goriilmiistiir. Bu hastalarin mortalite orant %14.1 olarak
belirlenmigstir. BNV ile enfekte olup 6len hastalarin %87.9’unun 70 ve iizeri yasta
oldugu raporlanmistir (92). Aym sekilde ABD’de 2000 yilinda tanimlanan 19 BNV
ile enfekte olguda da ates %90, halsizlik %63, bas agris1 ve mental bozukluk %58,
kas zayiflig1 ve kusma-bulanti %42, miyalji, fotofobi ve ense sertligi %32, oksiirtk,
diyare ve felcler %16, serebellar anomali ve kranial sinir felci ise %11 oraninda

gorilmistiir (93).

Norolojik tutulumun olmadigi BNV ile enfekte olgularin tamamu iyilesirken,
SSS hastaligi olanlarda uzun sitiren morbidite ve %10’u asan mortalite goriilmiistiir
(15). 1999 yilinda New York’ta goriilen BNV salgminda ensefalitli hastalarin sadece
%35°1 bir yi1l icinde tamamen iyilesmis, %65’inde halsizlik, kronik bas agrisi, hafiza
kaybi, yiirtime giicliigii, kas zayiflig1 ve depresyon gibi ¢esitli ndrolojik bozukluklar
gozlenmigtir (93). Cesitli BNV salginlar1 esnasinda hastanede yatarak tedavi goren
hastalarda 6liim yiizdeleri; Romanya’da (1996) %4, New York’ta (1999) %12 ve
Israil’de (2000) %14 olarak raporlanmistir (16, 19). Ayni oranlar 70 yasin iizeri
hastalar igin ise; Romanya’da %15 ve Israil’de %29 olarak rapor edilmistir (19, 20).

Erigkinleri ve ileri yastakileri daha fazla etkilemesi, ensefalit olgularinin
%10 unun &liimle sonuglanmast BNV nin énemli bir 6zelligidir (97). Ileri yas ve
organ transplantasyonu sonrasi immiinsupresyon disinda ciddi ndroinvaziv BNV
enfeksiyonu icin baska risk faktorleri heniiz bildirilmemistir. Hipertansiyon,
serebrovaskiiler hastalik, diyabet olasi predispozan faktorler olarak diisiiniilebilir.
Agir hastalik icin genetik yatkinlik farelerde tanimlanmistir. Ancak ayni durum
insanlarda agiga kavusturulamamistir (98).

Bati Nil Viriisii ile enfekte insanlarda nadiren hepatit, pankreatit, miyokardit,

pnémoni, rabdomiyoliz, orsit, koryoretinit gibi nérolojik olmayan ciddi
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komplikasyonlar da goriilebilir. Kuzey Amerika’da bazi hastalarda kardiyak disritmi

saptanmustir (24, 96).

1.1.13. Persistan Enfeksiyon

Batt Nil Viriisi’niin immiin kompetan konaklarda persistan enfeksiyon
yaptigi maymunlar, hamsterler ve kuslarda yapilan ¢alismalarla gosterilmistir.
BNV’nin infekte hayvanlarin idrarinda kronik olarak bulundugu ve bobreklerde
persistan enfeksiyon yaptig: bildirilmistir. Flaviviriislerin farkli tiirlerinde olan bu
Ozelligin nadir de olsa BNV’de de oldugu belirtilmistir (99). Ayni sekilde BNV
RNA’sinin enfeksiyonlarindan sonra 7 yila kadar ve kovelesan donemdeki hastalarin
%20’sinin idrarinda tespit edildigi rapor edilmistir. Bu 6zellik BNV’nin renal
patoloji ile iliskili olabilen persistan bobrek enfeksiyonu yaptigini gostermektedir
(100). Persistan Flaviviral enfeksiyonlardan, bu viriislerde meydana gelen mutasyon
gibi genetik degisiklikler, defektif viral partikiiller (defective interparing particle,
DIP), defektif RNA, 1siya duyarli mutasyonlar ve plak olusturmayan mutantlar
sorumlu tutulmaktadir (63, 99).

1.1.14. Cografi Dagihm

Bati1 Nil Viriisii vektorlerle bulasan viriisler arasinda diinyada en yaygin
goriilen bir arboviriistiir. Cografi dagiliminin bu kadar genislemesine iklim
degisikliklerinin yan1 sira artan tasimacilik (insan, hayvan, bitki vs.), vektor kontrol
programlarinin yetersizligi, schirlesme projeleri ve askeri aktiviteler gibi insan
aktivitelerinin de katkis1 oldugu diisiiniiliiyor (101). Iklim ve bitki ortiisii gibi
vektorlerin  yasam  dongilisiinii  etkileyen kosullar, duyarli insan/hayvan
popiilasyonlarinin biiyiikliigii, uluslararasi seyahatler, kargo, insan kaynakli gevresel
degisiklikler ve dogal dengenin bozulmasi gibi ¢ok sayida faktor tarafindan etkilenir
(Sekil 9) (14, 28).
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Sekil 9. Bati Nil Viriisii’niin cografi dagilimi, 2003 (14)

Bati1 Nil Viriisii Avrupa, Afrika, Asya ve Avusturalya’da endemiktir (14, 28).
Viriisiin insidanst Kuzey Amerika, Avrupa ve Akdeniz havzasinin iliman iklime
sahip bolgelerinde mevsimsel 6zellik gosterir, BNV nin en yiiksek viral aktivitesi
temmuz-ekim aylari arasinda goriiliir (12, 53). ABD’de viriisiin giineye yayilimiyla
birlikte insan olgularinin saptandigi siire nisan-aralik aylarini da igine alacak kadar
genislemistir (12). Giliney Afrika’da ise yilin ilk ilkbahar ve yaz yagmurlan ile
bulasta artig izlenir (102).

Bat1 Nil Viriisii endemik bolgelerde insan ve at popiilasyonlarini etkileyen
genis salginlara da yol acar. Nitekim Giiney Afrika’da 1994 yilinda Cezayir’de 50
insan olgusu; 1996 ve 2003 yillarinda Fas’ta sirasiyla, 94 ve 9 at olgusu ve 1997°de
Tunus’ta 173 insan olgusu bildirilmistir (103, 104, 105). Misir’da genel
popiilasyonda BNV seroprevalans ortalama %24 olarak bildirilmistir (106).

Yaklasik 500 olgu ve bu olgularin %10’a ulasan 6liim orani1 ile Avrupa’daki

en biyiik arboviral salgin, Romanya’nin Biikres kentinde 1996-97 yillar1 arasinda
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goriilen BNV salginidir (107). Rusya’nin Volgograd Bolgesi’nde 1999 yilinda ortaya
c¢ikan biiyiik salginda da 800’den fazla kisi hastaneye yatirilmis, 40’1 6lmiis, 2005-
2007 yillart arasinda da Rusya’nin farkli bolgelerinde epidemiler izlenmistir (108,
109). Macaristan’da da 2003-2008 yillar1 arasinda 18 BNV olgusu tespit edilmistir
(110). Tirkiye’ye en yakin cografya olan Yunanistan’da ise, en yakin tarihli
Avrupa’daki BNV salgin1 2010 temmuz-agustos aylar1 arasinda bildirilmistir. Bu
salginda néroinvaziv 81 olgu bildirilmistir. Ozellikle 50 yas iizerindeki hastalarda
ensefalit, menenjit ve meningoensefalit bulgularinin goriildiigii bu salgindaki
olgularin yas ortalamas1 70 olarak rapor edilmistir (111).

Bat1 Nil Viriisii’nlin Orta Dogu’da en ¢ok bildirildigi iilke 1950 yilindan bu
yana BNV nin giindemde oldugu Israil’dir (50, 56, 112). Israil popiilasyonunda BNV
seroprevalansi %27 olup, Israil’deki ilk salgin 1957°de, son salgin ise 2002’de
bildirilmistir (12, 57).

Amerika kitasinda ilk defa New York’ta Agustos 1999’da ortaya ¢ikan Bati
Nil Viriisli, insan ve at ensefalit olgulari, kus 6limii ile seyreden salgina sebep
olmustur (12). Amerika’da gériilen bu BNV susunun (NY99), 1998 israil susu ile
yiiksek homoloji (%99.8) gbstermesi, viriisun kitalararasi yolculuk ile Yeni Diinya
iilkelerine ulastigin1 ve kaynagin Israil oldugunu telkin etmistir (20, 21, 34, 112,
113). BNV’nin Amerika’ya ulagsmasi viremik kisilerin ucak ya da gemi ile New
York’a seyahati, enfekte kuslarin ithali ve sivrisineklerin farkli formlarmin (yumurta,
larva veya erigkin) kargo ile ucak veya gemi araciligi ile taginmasi ihtimaller
arasinda sayilmaktadir. Bunlardan birinci ihtimal insanda viremi siiresinin kisa ve
viremi esnasinda kandaki viriis diizeyinin diisiik olmasi nedeniyle fazla itibar
gormemekte; diger iki ihtimal daha ¢ok On plana ¢ikmaktadir (53, 113, 114).

Bati Nil Viriisi’'nin Amerika’ya yayilmasiyla 2002 yilinda 4.156 insanin
284’11, 14717 atin 4500’1 ve 13000°den fazla kus olmistiir (50). Gittikce Kanada ve
Orta-Giiney Amerika’ya da yayilan BNV, 1999-2009 yillar1 arasinda yaklasik 29.600
insandan 1423’niin ve 27.000°den fazla attan yaklasik 9.000’inin &liimiine sebep
olmustur (12, 18, 50). ABD salgininda viriisiin, kuzgun ve karga gibi tiirlerde
(Corvidae), diger salgmnlarda rastlanmadigi oOlgiide letal enfeksiyon yaptigi
belirtilmistir (20). BNV’ nin NY99 suslarindaki kargalar i¢in yiiksek virulanstan, NS3
helikaz proteinin 249. pozisyondaki bir aminoasit degisikligi sorumlu tutulmustur
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(115). Bu NS3-T249P mutasyonunun, ti¢ farkli yerde farkli zamanlarda ortaya ¢iktigi
ve bu donemlerde insan salginlarina da yol a¢tig1 tespit edilmistir (28). Kuslarda
daha uzun siireli ve yiiksek diizeyli viremi olusturan ve yiiksek viriilan olan bu NY99
susu, kuslarin sivrisinekler ve dolayisiyla da insanlar i¢in kaynak teskil etme
rollerini de arttirmaktadir. 2002 salgininda WNO2 genotipi, NY99 susunun yerini
almis ve Kuzey Amerika’da WNO2 susu predominant hale gelmistir (24). WNO?2
genotipi daha yiiksek 1silarda NY99 susundan ¢ok daha hizli yayilma 6zelligindedir.
Bu 6zellik viral zarfta bulunan E proteininin 159. aminoasidindeki mutasyon sonucu

kazanilmistir (68).

1.1.15. Tiirkiye’de Durum

Tiirkiye, BNV i¢in endemik sayilabilecek bir cografyada bulunmaktadir.
Nitekim cografi agidan Tiirkiye, BNV salgimlarinin oldugu ve insan-hayvan BNV
olgularmin siklikla tespit edildigi iilkelerle yakin iligkili bir Konumda yer almaktadir
(Sekil 9). Hem Ortadogu hem de Avrupa’da benzer iklim sartlarini paylasan
ilkelerde hastaligin goriilmesi ve bu iilkeler ile aramizda turizm ve ticari iliskilerin
olmasi, BNV’nin Tirkiye’de mevcudiyeti konusunda kuvvetli siipheler
uyandirmaktadir. Ulkemizde BNV varligi ile ilgili olarak ilk resmi aciklama,
Agustos 2010°da T.C. Saglik Bakanlig:i tarafindan yapilmasma ragmen insan ve
hayvanlarin BNV maruziyeti {i¢ dekattan uzun siiredir arastirilmaktadir (21, 116).
Ulkemizde ilk defa 1964’te insan arboviriis enfeksiyonlarla ilgili, Refik Saydam
Hifzisthha Enstitiisii’nden Heperkan ve Arn tarafindan yapilan bir calismada Izmir,
Erzurum, Adana ve Diyarbakir’dan toplanan 559 serum 6rneginde hemagliitinasyon
inhibisyon yontemiyle arboviriislere karsi olusan antikorlar arastirilmis ve
arboviriislerle meydana gelen bir hastalifin varlig1 bildirilmistir. Bu ¢alismada yasin
ilerlemesiyle seropozitifligin arttig1 da rapor edilmistir (117).

Izmir ve civarinda 1966 yilinda Serter F. tarafindan menengial irritasyon
bulgulariyla bagvuran hastalarin 1/3’tinde viral ajanlarin hastalik etkeni oldugu ve
bunlarin ¢ogunlugunun da Arboviriis kaynakli oldugu klinik ve laboratuar
parametrelerle tespit edilmistir (118). 1971°de Radda, 214 evcil hayvan ve serbest
yasayan fare lizerinde cesitli artropod kaynakli viriise karst antikor aragtirilmis ile

ilgil bir caligma yapmis ve ileri dogrulama i¢in ndtralizasyon testlerini kullanmistir.
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Bu calisma ile BNV maruziyet oran1 koyunlarda Ankara’da 9/45, Hatay’da 1/110
olarak saptanmistir (116).

Oysaki Tiirkiye’de, BNV varliginin ilk serolojik kanitt 1970’1i yillarin ikinci
yarisinda Giiney Dogu Anadolu bolgesinde yapilan ¢alisma ile gosterilmistir (119).
Bu caligmada, 937 kisinin serum Orneginde hemagliitinasyon inhibisyon (HI)
yontemiyle BNV seropozitifligi aragtirllmis ve %42.8 gibi olduk¢a yiiksek oranda
pozitiflik tespit edilmistir. Bu seropozitifligin yasla birlikte arttigi vurgulanmistir
(119). Aymi sekilde Bati Anadolu ve Gilineydogu Anadolu’nun g¢esitli illerinde
hemaglutinasyon inhibisyon testi kullanilarak BNV varligi arastirilmistir. Bu
caligmalarda virlis notralizasyon testi ile dogrulanmis olup elde edilen yiiksek
oranlar, gruba 0Ozgiil antikor varligi seklinde bildirilmistir (116, 119). Bu
caligmalarda elde edilen verilerin, Flaviviriisler arasinda izlenen ve hemaglutinasyon
inhibisyon yontemi gibi gruba 0zgiil testlerde ortaya ¢ikan antijenik c¢apraz
reaksiyonlara bagli oldugu vurgulanmistir (120).

Serter’in Ege bolgesinde 1980°da yaptigi calismada da toplanan serumlarin
231’inde yani %21.5’inde notralizan immiinglobiilinler gosterilmistir (121). Yine
Serter’in Ege bolgesinde 1980 yilinda HI yontemiyle yaptigi c¢alismada BNV
seropozitifligi %29.1 oraninda saptamistir (121).

Ozkul ve arkadaslarmm 2006 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, Hatay, Adana,
Antalya, Mugla, izmir, Sanliurfa, Bursa ve Ankara’y1 iceren 10 ilden insan ve cesitli
hayvanlardan alman 764 serumda BNV’ye karsi gelisen ndtralizan antikorlar
arastirillmistir. Bu calisma ile kopeklerde %37.7, atlarda 9%13.5, sigirlarda %4,
katirlarda %2.5, koyunlarda %1 ve insanlarda %20.4 oraninda BNV seropozitifligi
tespit edilmistir (122). 2007°de Ergiinay ve arkadaslarinin Giiney Dogu Anadolu
bolgesinde yaptiklar1 calismada, saglikli kisilerde IFA yontemi ile %16 (29/181),
plak rediiksiyon nétralizasyon (PRNT) yontemi ile %9.5 (17/179) oraninda BNV
pozitiflik rapor edilmistir (123). Ayn1 sekilde Hizel ve arkadaslar1 da Ankara’da Gazi
Universitesi Hastanesi’ne bagvuran 2.821 kan donériinde BNV seropozitifligini
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemi ile arastirmis ve %2.4
oraninda BNV seropozitifligini raporlamis, ancak bu calismada seropozitiflikler

noétralizasyon testi ile dogrulanmamustir (124). Yine Orta Anadolu bolgesi kan
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dondrlerinde yapilan bir ¢caligmada, 2.516 kisinin 25’inde (%1) BNV seropozitifligi
saptanmig; sonuclar notralizasyon testi ile dogrulandiginda bu oran %0.56’ya
diismistiir (125).

Ulkemizde 2010 yili Agustos aymda Manisa Devlet Hastanesi Enfeksiyon
Hastaliklar1 Klinigi’nde nedeni agiklanamayan viral ensefalit 6n tanili hastalarin
laboratuvar tetkikleri “Bati Nil Virlis Enfeksiyonu” tanisi ile sonu¢lanmustir.
08.09.2010 tarihinde yapilan ilk resmi agiklamanin ardindan toplam 7 vakanin 3’1
olmiis. Saglik Bakanlig: tarafindan 14.09.2010 tarihinde Diinya Saglik Orgiitii'ne
bildirilmistir. Boylece Tirkiye’den ilk kez resmi yolla “Bati Nil Virlsi
Enfeksiyonu” bildirimi yapilmistir (126).

Sonug olarak; biitiin bu verilere dayanarak iilkemizde diisiikk de olsa BNV nin
varhiglr s6z konusu olmustur. Memelilerin ¢ogunlugunda BNV, ya da benzer bir
viriise maruziyet gosterilmistir. Bu durum aktif hastalik yoklugunda viriisiin uzun

doénem varligini siirdiirmesine baglanmaktadir (116).

1.1.16. Tam

Bat1 Nil virlisiine bagli SSS enfeksiyonlarinin tanisi, klinik bulgularin
laboratuvar sonuglariyla uyumlu olmasi sonucu konulur (16). Ates ve agiklanamayan
norolojik belirtiler, halsizlik, kaslarda gii¢siizliik, eritematéz dokiintii ve bas agris1 ile
BNV’nin endemik oldugu boélgelerde, ilkbaharin sonu ile sonbahar basinda ya da
sicak iklimlerde yilin herhangi bir doneminde hastaneye basvuran hastalarda BNV
enfeksiyonunun ayirici tanist yapilmalidir. Bu amagla, tam kan sayimi, BOS hiicre
sayimi, glukoz ve protein diizeyi testleri; BNV serolojisi, beyin goriintiileme
yontemleri (MR gibi...), EEG (Elektroensefalografi) ilk etapta Onerilen
tetkiklerdendir (20). Bat1 Nil Atesi i¢in CDC tarafindan bildirilen klinik hasta tanimi
sOyledir: Ates, bas agrisi, halsizlik, deri dokiintiisii (bazen), lenfadenopati (bazen),
g0z agrisi (bazen) olan hastalar. Ayrica BNV nin neden oldugu menenjit, ensefalit ve
poliomyelit gibi noroinvaziv hastalik i¢in ek olarak ense sertligi, biling kaybi, mental
bozukluk, letarji, konfiizyon veya koma, fokal noérolojik bulgular, asimetrik
ekstremite paralizisi, miyelit, poliradikiilit, gastrointestinal semptomlari olan
hastalardir (127).

BNV’ye bagli néroinvaziv hastalig1 olanlarda hafif diizeyde 16kositoz ya da
lenfositopeni saptanabilir (127). Ozel olarak belirtmek gerekirse BNV ensefalitli
olgularda hiponatremi, tespit edilebilen bir laboratuvar bulgusudur (14, 15). BNV
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kaynakli meningoensefalit olgularinin BOS bulgulari; pleositoz (ortalama 30-100
hiicre/ul, lenfosit baskin), hafif-orta diizeyde protein artis1 ve normal glukoz diizeyi
olarak belirtilmistir (15, 127).

Rutin klinik bulgular ve laboratuvar testleri BNV enfeksiyonunun diger viral
etkenlerden ayirici tanisinda yetersiz kaldigindan BNV, 6zgiil virolojik yontemlere
dogrulanmalidir. Bunun i¢in kan veya BOS’ta BNV’ye 6zgiil antikorlarin veya viral
RNA’nin gosterilmesi sarttir (15, 128, 129). Viremi diizeyi diisiik ve kisa siireli
oldugu i¢in kandan BNV’ nin izolasyonu genellikle basarisiz olmaktadir (Sekil 10)
(14, 15, 18, 24). Buna ragmen nérolojik tutulum igin viral yiikiin yiikksek olmas,
duyarliliklart diisiik de olsa niikleik asit testlerinin 6nemini artirmistir (130, 131).

1.1.16.1. Antijen testleri

Kuzey Amerika’da oOzellikle sivrisinekler ve Olen kuslar i¢cin uygulanan
slirveyans programinda kullanilmak tizere Bati Nil Viriisii antijen saptama testleri,
gelistirilmistir (18). Bunlardan Vec-Test BNV antijen testi, ticari olarak bulunabilen
dip-stick formatinda kolloidal golda ¢ekilen, tiire spesifik monoklonal antikorlar
kullanilarak enfekte sivrisineklerde BNV nin niteliksel tayinini amaglayan hizli bir
immunokromatografik testtir (132, 133). Ayn1 zamanda ekonomik, uygulamasi kolay
ve 15 dakika gibi kisa siirede sonug veren dipstick ve kaset testleri de ticari olarak
bulunmaktadir. Bu yontemlerin 06zgiilliikkleri oldukca yiiksek (%95) olmasina
ragmen, duyarliligi diisiik (%60-80)’tiir (18). Fakat insan orneklerinde kullanilan

antijen testleri mevcut degildir (21).

1.1.16.2. Serolojik testler

Bati Nil Viriisii kaynakli enfeksiyonlarin teshisinde serolojik inceleme
yontemleri sik kullanilmaktadir (30). BNV’ye karsi olusan antikorlar1 tespit etmek
icin indirekt IgG ELISA, IgM antikor yakalama enzim immiinoassay (MAC-ELISA),
indirekt fluoresan antikor testi (IFAT), plak rediiksiyon nétralizasyon testi (PRNT)
gibi yontemler genellikle kullanilir. Gruba 6zgiil ve total antikorlar1 tespit etmek i¢in
kullanilan hemaglutinasyon inhibisyon ve kompleman birlesmesi gibi testlerin
duyarhiliklar1 daha diisiik oldugu i¢in kullanimlar1 yaygin degildir. Antijen kaynagi
ve test platformuna bagli olarak ELISA ve IFAT yontemlerinin duyarlilik ve

ozgiilliklerinde farkliliklar go6zlenir. Viriisiin hiicre kiiltiirlerinde olusturdugu
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sitopatik etkinin incelenmesi esasina dayanan PRNT yontemi ise antikor

Ozgiilliigiiniin belirlenmesinde kullanilan bir dogrulama testidir. (24, 132, 134).

Bati Nil Viriisii enfeksiyonunda &zgiill IgM antikorlar1 2-8 giin iginde
pozitiflesir, enfeksiyondan sonra 2 hafta yiiksek kalir ve birkag hafta ya da ay iginde
kaybolur (Sekil 10) (18). Ancak bazi olgularda serum IgM antikorlari, 1 yildan daha
uzun siire Kalabilir (18). Noroinvaziv BNV hastaligi olanlarda ise IgM, SSS
bulgularinin basladigi genellikle 8. giinde serum ve BOS’ta saptanabilir (135). BNV
ensefaliti geciren ve iyilesen hastalarin %36’sinda 12 ay, %20’sinde ise 16 ay
boyunca serum IgM pozitifliginin devam ettigi, bazi hastalarin BOS’unda ise IgM
diizeyinin 199 giinden fazla saptandigi bildirilmistir (136, 137). IgG antikorlar ise,
genellikle hastalik semptomlarinin baslangicindan sonra 12. giinde, yani IgM’nin
pozitiflesmesinden birkag giin sonra, serumda saptanabilir diizeye ulasir ve ii¢ hafta
boyunca goreceli olarak yiikselip uzun yillar kalici olabilir (Sekil 10) (15, 18).

Bati1 Nil Virlisii’niin laboratuvar tanisinda en etkili yol; klinik bulgularin
goriildiigi 8-14. giinlerde alinan serum veya 8. giinden sonra aliman BOS 6rneginde
IgM antikorlarmin  MAC-ELISA (IgM-Antibody Captured-ELISA) yontemiyle
arastirilmasidir (127). Bu yontem, ticari olarak temin edilebilir, kolay uygulanabilir
ve duyarlilig1 yiiksek (%95) bir yontemdir (20).
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pfu/mL IgM ELISA
Bati Nil viremisi ——
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Sekil 10. Bat1 Nil Viriisii’niin serolojik ve viral gosterge grafigi (15)

BNV’ye karst olusan IgM antikorlari, kan-beyin bariyerini gecemediginden,
BOS’ta BNV IgM pozitifligi, SSS enfeksiyonunu kuvvetle dogrular (127, 129).
Fakat serumda BNV IgM pozitifligini dikkatli yorumlamak gerekiyor (20, 127, 138).
Ornegin, Klinik belirtilerin goériilmesinden sonraki ilk 72 saatte IgM varligmin
aragtirilmasi antikor yanitinin kinetigi nedeniyle yalanci negatif sonug verebilir (20,
138). Ayni sekilde BNV IgM; Japon ensefaliti, St.Louis ensefaliti, Dengue, sar1
humma gibi diger akraba flaviviriislerle ¢apraz reaksiyona girdiginden yalanci pozitif
sonuglar verebilir (127, 128). Ayrica diger bir¢ok enfeksiyonun aksine BNV ye karsi
olusan IgM antikorlari, serumda bir yila kadar hatta daha uzun stire kalic1 oldugu i¢in
bir tek serum 6rneginde IgM pozitifligi akut BNV enfeksiyonunu igin yetersizdir (15,
130). Dolayisiyla BNV kaynakli akut enfeksiyon teyidi i¢in, hastadan en az 14 giin
sonra alinan serum Orneginde 4 kat ve lizerinde titre artis1 olmasi gerekmektedir (18,
127, 131). CDC tarafindan onerilen BNV dogrulama kriterleri sunlardir (131):

e Doku, kan, BOS ve diger viicut sivilarindan BNV nin izolasyonu ya da bu

orneklerde BNV antijenlerinin veya genom dizilerinin gosterilmesi.

e BOS 6rneginde MAC-ELISA ile BNV IgM antikorlarinin gosterilmesi.
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e Uygun zaman araliklar1 ile alinmis ¢ift serum (en az 14 giin arayla
alinmig) ve BOS oOrnekleri arasinda BNV’ye 0zgii notralizan antikor
titresinde en az 4 kat1 artisin olmasi ve plak rediiksiyon notralizasyon testi
(PRNT) ile dogrulanmasi.

e Tek bir serum o6rneginde, MAC-ELISA ile BNV IgM pozitifligi ile
birlikte, ELISA ile saptanmis ve PRNT ile dogrulanmis IgG pozitifligi.

Bati Nil viriisiine 6zgli antikor tespitinde indirekt immiinofloresan antikor
(IFA) ve hemagliitinasyon inhibisyon (HI) testleri de yer almaktadir (127, 131).
Fakat, flaviviriislerle antijenik benzerlikten dolayr ELISA, IFA veya HI gibi
yontemlerle saptanan antikor pozitifligi, en 0Ozgilil test olan plak rediiksiyon
notralizasyon testi (PRNT) ile dogrulanmalidir (15, 18, 20, 127, 131, 139). BNV ’nin
serolojik tanisinda kullanilmak iizere son yillarda, “optik fiber immunoassay” ve

“mikrosfer floresans immunoassay” gibi yontemler de gelistirilmistir (18).

1.1.16.3. Molekiiler testler

Bati Nil Viriisti’niin teshisinde, kan, BOS ve dokularda viral RNA’nin tespiti
icin niikleik asit amplifikasyon testleri kullanilabilir (18, 24, 140, 141). Kullanilan
molekiiler yontemler arasinda gergek zamanli ters transkriptaz polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) ve niikleik asit dizi temelli amplifikasyon en duyarl
olanlardir. Bu yontemlerin viral RNA’y1 saptama diizeyinin( >50 kopya/ml) hiicre
kiiltiirtinden 1.000 kat daha duyarli oldugu belirtilmistir (141). Bir ¢alismada, BNV
meningoensefaliti olan hastalarda RT-PCR yonteminin BOS ve serum 6rneklerindeki
duyarlilign sirasiyla %57 ve %14 olarak raporlanmistir (140). ABD’de gergek
zamanlt RT-PCR yo6ntemi 2003 yilindan beri dondr serumlarinin taranmast amaciyla
da kullanilmaktadir (18).

1.1.16.4. Viriis izolasyonu

Bati Nil Viriisi’niin tanisinda altin standart yontem virtsiin  klinik
orneklerden izolasyonudur. Fakat néroinvaziv BNV enfeksiyonu olanlarda, norolojik
bulgular ortaya ¢ikinca viremi diizeyi ¢cok diisiik ya da sonlanmis oldugundan viriis
genellikle izole edilememektedir (15, 18). Buna ragmen beyin ve diger solid

dokularin otopsi materyallerinden viriis izole edilebilir. Bu tiir g¢alismalarin
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biogiivenlik diizeyi-3 (Biosafety Level-3, BSL-3) olan laboratuvarlarda yapilmasi
gerekmektedir (127, 131). Bu amagla devamli hiicre kiiltiirlerinde (Vero, BHK-21
gibi...) ve siit emen farelerde Bat1 Nil Viriisii kolayca tiretilmektedir (26, 49). Hiicre
kiiltiirtinde sitopatik etkinin goriilmesi durumunda, RT-PCR veya 6zgiil monoklonal

antikorlarin kullanildig1 IFA y6ntemleri ile viriis tiremesi dogrulanmalidir (21).

1.1.17. Tedavi

Bati Nil Viriisii’ntin bilinen spesifik bir tedavisi yoktur. Baslica tedavi sekli
semptomatik ve destekleyici tedavidir (16). BNV nin sebep oldugu bas agrisi, ates,
bulanti-kusma gibi semtomlar1 6nlenmek i¢in analjezik, antipiretik ve antiemetik
ilaglar kullanilabilir (15, 20). Ensefaliti veya paralizi olan hastalar, kafa i¢i basing
artis1 agisindan gozlem altinda tutulmali, solunum yetmezligi gelisirse monitdrize
edilmelidir (15, 20). BNV ensefalitinde ndronlarin dejenerasyonu ve 6liimii sonrasi
gelisen serebral 6dem en sik 6liim sebebidir. Fakat bu 6dem veya hasar igin spesifik
bir tedavi yoktur. Siklikla beyin 6demimi ¢ozmek igin kullanilan steroid ve mannitol
gibi osmotik soliisyonlarin BNV’ nin sebep oldugu beyin 6demi ve herniasyonun
tedavisi i¢in kisa siireli kullanimlar1 Onerilmektedir. Fakat bunlarin BNV
ensefalitinde proflaktik tedavide kullanilmasina iliskin kontrollii bir ¢alisma mevcut
degildir (142).

Ribavirin, alfa-interferon (IFN-o) ve pirazidin niikleozidleri gibi antiviral
ajanlarin BN'V’na kars1 in vitro aktiviteleri yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (143,
144). Ayrica bazi arastiricilar BNV Meningoensefalitli olgularin IFN-02b ile
basariyla tedavi edildigini bildirmistir (145, 146). Fakat bu ajanlarin in vivo
kullanimu ile ilgili destekleyici kontrollii klinik veriler mevcut degildir (21).

Farelerde yapilan caligmalarda Bat1 Nil virlisiine 6zgiil antikorlar1 iceren
immiinoglobulin uygulamasinin da, BNV enfeksiyonlarinda proflaktik ve terapotik
etkinlige sahip oldugu gosterilmis ve salginlarda insanlara uygulanan

hiperimmiingamaglobulin ile de ayn1 etki gosterilmistir (147, 148, 149).

1.1.18. Korunma
BNV’nin kontrol altinda tutulmasi ve Onlenmesi icin c¢evredeki mevcut

olgularin, atlardaki enfeksiyonun ve kuslardaki 6liimlerin izlenmesi, sivrisinek larva
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haritasinin bilinmesi ve giincellenmesi, yetiskin sivrisinek kontroliiniin saglanmasi ve
bireysel risklerin azaltilmasidir (150).

Heniiz spesifik bir tedavisi ve asist olmayan BNV’nin yayilimint énlemek
igin sivrisineklerle temastan korunmak ve sivrisinek popiilasyonunun kontrolii kilit
noktadir. BNV aktivite alanlar1 Kuslar, insanlar ya da hayvanlar igin belirlenmeli
sivrisinek kontrol programlart olusturmali ve bu alanlardaki su birikintilerinde
larvasid uygulamalari, eriskin formda ise sprey uygulamalar1 yapilmalidir (15, 151).

Insanlar kadar atlar da sivrisineklerden korunmalidir. Sivrisineklerin {ireme
alanlar1 sinirlandirilmalidir. Sivrisineklerin en ¢ok aktif oldugu giin batimi ve safak
vaktinde, bocek kovucular ve perdelerle insanlar sinek 1sirmasina karsi korunmalidir
(152).

Uzerinde durulmasi gereken bir baska nokta da; bir bolgede kus ya da at
oliimlerinde dikkat ¢ekecek derecede artis oldugunda veteriner hekimler ve ilgili
saglik  kuruluslar1  bilgilendirilmelidir.  Giysi altina  kullanilan  sivrisinek
kovuculardaki DEET (N,N-dietil-m-toluamid) konsantrasyonu yetigkinler igin
%35’den fazla, ¢ocuklar i¢in ise %10’dan fazla olmamalidir. Sivrisinek kovucular
disariya cikarken temas edebilecek her yere uygulanmali ve giinliik olarak ciltten

yikanmali, gerek duyuldugunda tekrar kullanilmalidir (15, 117, 151).

1.1.19. As1

Giintimiizde insanlar i¢gin BNV’ye Karsi lisans almig bir agi heniiz mevcut
degildir (152). Buna karsin, atlarda kullanilmak igin lisansli asilar mevcuttur (18).
Bunlardan biri, 2003 yilinda lisans almis formalin ile inaktive edilmis inaktif BNV
agisidir, digeri ise 2004 yilinda lisans almis rekombinant canli Recombitec
(canarypox) viriis asisidir (18). Bu iki aginin atlarda viremiye karst %95-100 arasinda
koruyucu oldugu belirtilmistir (21).

Insanlar igin inaktive, rekombinant canli viriis, alt iinite ve DNA as1
caligmalart devam etmektedir (18, 152). Nétralizan antikorlarin uyariminda en
onemli antijenler olan prM ve E yapisal proteinlerini kodlayan genler rekombinant
BNV agisinda primer hedeftir. Ayrica prM-E alt iinitelerinden olusan ve enfeksiy6z
olmayan viriis benzeri partikiiller as1 yapiminda kullanmak igin ¢alisilmalarin hedefi
olmustur (48).
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BNV asisinda arzulanan hedef hem hiimoral hem de hiicresel immiin yanitin
olusturulmasidir. Fakat bu etkiyi olusturan canli atenue BNV asis1 insanlar igin riskli
goriilmektedir. Ancak canli ateniie asilar gibi in vivo olarak replike olabilecek,
kuvvetli nétralizan antikor yanit1 olusturabilecek, viremiyi 6nleyebilecek ve bir tek
immiinizasyon ile etkin korumay1 saglayabilecek degisik genetik kokenli kimerik
astlar umut vaat etmektedir (18). Giiniimiizde uzun zamandir uygulanan, giivenli ve
etkili oldugu kanitlanmis sarthumma virtisu (YFV) 17D asisinin vektor olarak
kullanildig1 kimerik BNV asisi1 tizerinde ¢alismalar devam etmektedir (153). Bunun
icin YFV 17D as1 susunda YF-prM/E genlerinin yerine WN-prM/E gibi BNV yapisal
protein genleri yerlestirilmektedir. Bu calisma faz I/II asamasinda olup basarili
sonuglarin alindig1 séylenmektedir (153). Bir baska canli ateniie kimerik BNV asis1
ise, WN-prM/E genlerinin Dengue tip 4 viriisuna entegrasyonu ile yapilan asidir
(154).

2. GEREC ve YONTEM

Bu calisma Firat Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda yapildi. Ocak 2013-Mayis 2015 tarihleri arasinda
Firat Universitesi Hastanesi (FUH) nde, santral sinir sistemi enfeksiyonu 6n tanistyla
tedavi goren ve herhangi bir patojen mikroorganizma tespit edilemeyen hastalarin,
hastanenin merkez laboratuarina gonderilen rutin kan ve BOS o6rnekleri toplandi.
Yas, cinsiyet ve gonderilen servis ayirimi yapilmaksizin kirk yedi (47) hastanin 94
ornegi (47°s1 BOS ve 47’°s1 kan) degerlendirilmeye alindi. Bu ornekler, ELISA
yontemiyle BNV’ye kars1 IgM ve IgG tipinde antikor varligini arstirmak ve RT (Real
Time)-PCR yontemiyle niikleik asit varligini arastirmak amaciyla ¢alismaya dahil
edildi. Biyokimya tiipiinde gelen kan ornekleri 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilerek serumlar1 ayrildi. BOS ve serum oOrnekleri steril pipet uglari kullanilarak
steril burgulu kapakli ependorflara aktarilip numaralandirildi. Calisma giiniine kadar
-80°C’lik derin dondurucuda saklandi.
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Calismamizin etik kurul onayr Firat Universitesi Tip Fakiiltesi yerel etik

kurulundan alinmistir.

2.1. Orneklerinin Coziilmesi

Derin dondurucuda -80°C’de bekletilen BOS ve serum Ornekleri benmaride

37°C’de ¢oziildii. Coziilen 6rnekler ¢alisma yapilincaya kadar oda 1sisinda tutuldu.

2.2. ELISA Yontemiyle BNV IgG ve IgM tipi antikorlarin Tespiti

BOS ve Serum orneklerinde BNV varliginin arastirilmasi i¢in BNV
antikorlarin1 bulmaya yonelik ticari Anti-West Nile Virus 1gG (Euroimmun,
Almanya) ve Anti-West Nile Virus IgM (Euroimmun, Almanya) ELISA Kitleri
kullanildi. Testlerin prensibi; BNV antijenleri (BNV ile enfekte hiicre lizati) ile kapl
mikroplak kuyucuklarina 6rneklerin eklenmesi ve 6zgiil 1gG veya IgM varliginda
gerceklesen antijen-antikor birlesmesinin, ikinci bir antikor sistemi (enzimle isaretli
anti-insan 1gG veya IgM konjugati) kullanilarak saptanmasi esasimna dayanir.
Yontemin uygulanmasi sirasinda, 6zgiil olmayan baglanmalari uzaklastirmak
amaciyla, her inkiibasyon basamagi sonrasi yikama islemi yapilmaktadir. Ozgiil
baglanmalar sonucu olusan renk deg8isimi ise spektrofotometrik olarak
degerlendirilmektedir.

Bu ELISA calismalar1 tretici firmanin belirttigi test prosediiriine uygun

olacak sekilde Grifols Triturus tam otomatik ELISA cihazinda gergeklestirildi.

2.2.1. Anti-West Nile Virus 1gG ELISA yonteminin ¢calisma prosediirii

1. ELISA plaginda test prosediiriine uygun olarak, pozitif ve negatif
kuyucuklar igin ikiser kuyucuk ayrild1. Tlk 2 kuyucuga 100 pl pozitif kontrol, ikinci 2
kuyucuga 100 pl negatif kontroller konuldu.

2. Ornekler kit igerisinde bulunan tampon soliisyonu ile 1:101 oraninda
sulandirildi. Bu islem i¢in her 6rnekten 10 pl alindi, 100 pl tampon soliisyonu

igerisine karigtirilip vortekslendi.
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3. Hazirlanan bu tampon karisimindan mikroplaga 100’er ul pipetlendi ve
37°C’de 60 dakika inkiibasyona birakild.

4. Inkiibasyon sonunda 450 ul yikama tomponu ile tiim kuyucuklarmn 3 defa

yikanmasi saglandi.

5. Mikroplagin her kuyucuga 100’er pl peroksidaz enzimi ile isaretlenmis
anti-human IgG soliisyonu (konjugat) eklenerek 23°C’de 30 dakika inkiibasyona
birakildi.

6. Inkiibasyon sonunda 450 pl yikama tomponu ile tiim kuyucuklarm 3 defa

yikanmasi saglandi.

7. Tim kuyucuklara 100’er pul chromogen/substrate soliisyonu eklendi ve
23°C’de 15 dakika karanlikta inkiibasyona birakildi.

8. Inkiibasyon sonunda 100 pl stop soliisyonu eklendikten sonra 30 dakika
icinde mikroplaklar 450 nm ve 620 nm dalga boyunda spektrofotometrik ELISA

okutucusunda degerlendirildi.

2.2.2. IgG icin Cut-off hesaplanmasi

Sonuglarin degerlendirilmesi i¢in standartlara (Kalibrator 1, 2 ve 3) ait
absorbans degerleri (optik dansite, OD) kullanilarak bilgisayar destekli bir grafik
olusturuldu. Olusan grafige gore Orneklerin antikor konsantrasyonlari, mililitre
basina relatif {inite (RU/ml) olacak sekilde kantitatif olarak belirlendi. Antikor degeri
>22 olarak bulunan 6rnekler pozitif, >16 - <22 arasinda bulunan 6rnekler stipheli

pozitif (sinirda), <16 bulunan 6rnekler ise negatif olarak kabul edildi.

2.2.3. Anti-West Nile Virus IgM ELISA yonteminin ¢alisma prosediirii

1. ELISA plaginda test prosediiriine uygun olarak, pozitif ve negatif
kuyucuklar igin ikiser kuyucuk ayrilds. ik 2 kuyucuga 100 pl pozitif kontrol, ikinci 2
kuyucuga 100 pl negatif kontroller konuldu.
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2. Omekler kit igerisinde bulunan tampon soliisyonu ile 1:101 oraninda
sulandirildi. Bu islem i¢in her 6rnekten 10 pl alindi, 100 pl tampon soliisyonu

igerisine karistirilip 23°C’de 10 dakika bekletildi.

3. Hazirlanan bu tampon karisimindan mikroplaga 100’er ul pipetlendi ve

37°C’de 60 dakika inkiibasyona birakild.

4. Inkiibasyon sonunda 450 ul yikama tomponu ile tiim kuyucuklarm 3 defa

yikanmasi saglandi.

5. Mikroplagin her kuyucuga 100’er pl peroksidaz enzimi ile isaretlenmis
anti-human IgM soliisyonu (konjugat) eklenerek 23°C’de 30 dakika inkiibasyona
birakildi.

6. Inkiibasyon sonunda 450 pl yikama tomponu ile tiim kuyucuklarm 3 defa

yikanmasi saglandi.

7. Tim kuyucuklara 100’er pl chromogen/substrate soliisyonu eklendi ve

23°C’de 15 dakika karanlikta inkiibasyona birakildi.

8. Inkiibasyon sonunda 100 ul stop soliisyonu eklendikten sonra 30 dakika
icinde mikroplaklar 450 nm ve 620 nm dalga boyunda spektrofotometrik ELISA

okutucusunda degerlendirildi.

2.2.4. I1gM icin Cut-off hesaplanmasi

Sonuglarin degerlendirilmesi mililitre basina relatif iinite (RU/ml) olacak
sekilde kantitatif olarak belirlendi. Antikor degeri >1,1 olarak bulunan ornekler
pozitif, >0,8 - <1,1 arasinda bulunan 6rnekler siipheli pozitif (sinirda), <0,8 bulunan

ornekler ise negatif olarak kabul edildi.
2.3. Real Time PCR Yontemiyle Bat1 Nil Viriisii Tespiti
Real-time PCR yontemi ile BNV varlig1 viriise ait RNA’y1 tespit etmeye

dayal1 ticari olarak temin edilen kit ile yapildi (Primerdesign™ genesig® Kit for

West Nile Virus (WNV) Qiagen, Almanya).
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2.3.1. Kit Icerigi

o BNV spesifik primer / prob karisim1 (150 reaksiyon) FAM etiketli

e BNV pozitif kontrol sablonu (Standart egri i¢in)

e Internal ekstraksiyon kontrol primer / prob karisimi (150 reaksiyon) standart
olarak VIC etiketli

e internal ekstraksiyon kontrol RNA (150 reaksiyon)

e Endojen kontrol primer / prob karisimi (150 reaksiyon) FAM etiketli

e BNV / internal ekstraksiyon kontrolii / endojen kontrol RT primer karisimi
(150 reaksiyon)

e RNAse/ DNAse igermeyen su (Sadece iki asamali protokol igin gerekli)

2.3.2. Kullanici tarafindan tedarik edilecek reaktifler ve ekibmanlar:

e Real-Time PCR enstriimani

e RNA ekstraksiyonu Kiti

e PCR inhibitorleri.

e Oasig"™ Lyophlised OneStep or Precision™ OneStep 2x qRT-PCR
MasterMix tam olaral one step gRT-PCR MasterMix Iceriyor

e Pipet ve pipet uglart

e Vorteks ve santrifiij cihazi

e 1.5 mltiipler

2.3.3. Sulandirma Protokolii
1. Her tiip agilmadan 6nce pulse-spin ve santrifiij islemlerinden gegirildi

2. Ardindan sulandirma islemi asagidaki tabloya gore yapildi:

Tablo 1. Sulandirma Isleminin Bilesenleri ve Hacimleri

Karisim Bilesenleri Hacim

Pre-PCR paketi
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BNV primer/probe karigimi 165 pl

Internal ekstraksiyon kontrol primer/probe karigimi 165 ul

RT primer karigimi 165 ul

Pre-PCR 1s1 sizdirmaz folyo

Internal ekstraksiyon kontrol RNA 600 ul

Post-PCR 1s1 s1izdirmaz folyo

Positive Control Template * 500 pl

*Bu bilesen, yiiksek kopya igerir ve ¢ok 6nemli kontaminasyon riski olusturur. Bu
yilizden ayr1 bir laboratuar ortaminda agildi ve ele alindi.

2.3.4. RNA ekstraksiyonu

1. Her 6rnege 4pul internal extraction control RNA, RNA lizis/ekstraksiyon
tamponunda eklendi.

2. Ardindan f{iretici firmanin Onerileri dogrultusunda RNA ekstraksiyonu

QIAsymphony SP System cihazinda yapilda.

2.3.5. One Step RT-PCR Protokolii
Ters transkripsiyon ve amplifikasyonun bir tek kapali tiipte bir adimda

birlestirilmesi islemidir. Ancak gerektiginde bir iki adimda da yapilabilir.

1. Pozitif ve negatif kontroller i¢in yeterli reaksiyonlar1 iceren RNA Ornegi

icin asagidaki tabloya gore bir reaksiyon karigimi hazirlandi.

Tablo 2. Reaksiyon Karisiminin Bilesenleri ve Hacimleri

Karisim Bilesenleri Hacim
QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer, 5x 5ul
dNTP mix (10 mM each) 1 ul
QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme Mix 1 ul
WNV primer/probe karigimi 1 ul
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Internal ekstraksiyon kontrol primer/probe karisimi

1wl

RNAse/DNAse icermeyen su

6 ul

Final Hacim

15 pnl

2. Real-time PCR yapilacak deney tiiplerine (standartlar igin) bu

karisimlardan 15pl pipetlendi.

3. Deney yapacagimiz her kuyucuga 6nceden hazirlanan RNA sablonundan

5ul pipetlendi.

4. Negatif kontrol i¢in kullanilan kuyucuga Sul RNAse free water pipetlendi.

5. Standart egriler i¢in seyreltme serisinin hazirlanmast:

e RNAse igermeyen sudan 900ul 5 tiip i¢ine pipetlendi ve tiipler 2’den 6'ya

kadar numaralandirildi.

e 2. tiipiin i¢ine 100 pul pozitif kontrol sablonu pipetlendi.

e lyice vortekslendi.

e Pipet ucu degistirildi ve 2. tiipten 3. tiipe 100 pl pipetlendi.

e lyice vortekslendi.

4. ve 5. seyreltme serisini tamamlamak i¢in adimlar yinelendi.

Tablo 3. Standartlara Gore Kopya Sayis1 Hazirlama Cizelgesi

Standart Tiipleri Kopya Sayisi
Tiip 1 Positive control 2 x 10° per pl
Tiip 2 2 x 10" per pl
Tiip 3 2 x 10° per pl
Tiip 4 2 x 10% per pl
Tiip 5 20 per ul

Tiip 6 2 per ul
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6.Standart egri i¢in hazirlanan her bir kuyunun i¢ine standart sablondan Sul
pipetlendi. Her ¢ukurdaki nihai hacim 20 pl oldu.

2.3.6. One Step Amplifikasyon Protokolii

Tablo 4. Oasig™ Onestep 2x RT-Qpcr Mastermix Igin  Kullanilan
Amplifikasyon Kosullari.

Adim Zaman Sicakhik
Revers Transkripsiyon | 30 dakika 50 C

50 Siklus Enzim aktivasyonu 15 dakika 95 C
Denatiirasyon 15 saniye 94'C
Veri Depolama 60 saniye 60 C

*Fluorojenik veri FAM ve VIC kanallarindan bu adim sirasinda alinda.

2.3.7. Sonuc¢larin yorumlanmasi

Tablo 5. Kontrollere Gore Sonuglarin Yorumlanmasi

Hedeflenen | Internal Kontrol | Negatif Kontrol | Pozitif Kontrol Yorum
+ + - + +
+ - - + +
- + - + -

- - - - Ornek Yetersiz

+ + + + Ornek Yetersiz

2.4. Istatistiksel Degerlendirme
Tiim wveriler SPSS 15.0 paket programi kullanilarak degerlendirildi ve

hesaplandi. Verilerin istatistiksel olarak karsilagtirllmasinda pearson korelasyon testi
kullanildi.
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3. BULGULAR

Yaptigimiz calismada Firat Universitesi Hastanesi merkez laboratuvarina
rutin olarak gonderilen SSS enfeksiyonu 6n tanili olup, herhangi bir patojen
mikroorganizma tespit edilemeyen, 47 adet hastanin 47’si BOS ve 47’si kan (Her
hastanin hem BOS hem kan 6rnegi es zamanl olarak alindi) olmak tlizere toplam 94
numunesi ele alind1.

Hastalarin demografik ozelliklerine bakildiginda; hastalarin 25 (%53,19)’i
erkek, 22 (%46,80)’si kadin olup, yaslar1 0-72 yil arasinda (yas ortalamasi:19)
degismekteydi. Hastalarin yas araligi; 0-2 yas araliginda 6 (%12,76)’s1 kadin ve 10
(%21,27)’u erkek olmak fiizere toplam 16 (%34,04) hasta mevcut idi. 3-18 yas
araliginda da 4 (%8,51)’ti kadin ve 7 (%14,89)’si erkek olmak iizere toplam 11
(%23,40) hasta mevcut idi. 19-40 yas araliginda ise 6 (%12,76)’s1 kadin ve 7
(%14,89)’si erkek olmak tizere toplam 13 (%27,65) hasta mevcut idi. 41-64 yas
araligindaki hastalarm 4 (%8,51)’ti de kadmn idi. 65-72 yaslar araliginda ise 2
(%4,25)’si kadm ve 1 (%2,12)’i erkek olmak tizere toplam 3 (%6,38) hasta mevcut
idi (Tablo 6).

Tablo 6. Hastalarin yas ve cinsiyetlerine gére dagilim oranlari.

c}{l\?s,sis\(]gT 0-2yas | 3-18yas | 19-40 yas | 41-64 yas | 65-72 yas | Toplam
Kadin (%12,76) 4 (%8,51) (%12176) 4 (%8,51) | 2 (%4,25) (%2625,80
Erkek (%21327) (%131,89) (%131,89) 0(%0) | 1(0212) (%523319)
Toplam (%314?,04) (%2131,40) (%2173,65) 4 (68:51) | 3 (%6,38) (%41700)
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Degerlendirmeye aldigimiz hastalarin tedavi gordiigii klinik servisi dikkate
aldigimizda; 13’0 (%27,6) yogunbakim servislerinde, 12’si (%25,5) néroloji
servisinde, 9’u (%19,1) norosiruriji servisinde, 6’s1 (%12,7) siit cocugu servisinde,
6’s1 (%12,7) biiyiikk ¢cocuk servisinde, 1’1 (%2,1) enfeksiyon hastaliklar1 servisinde
tedavi gormekteydi (Sekil 11).

B Yogun bakim B Noroloji O Norosiruriji OSiit ¢ocugu O Biiyiik cocuk O Enfeksiyon

Sekil 11. Hasta 6rneklerinin klinik servislere gore dagilim yiizdesi.

Calismaya dahil edilen hastalarin yil i¢indeki dagilimina baktigimizda kis
aylarinda ve ilk baharin ilk ayinda daha fazla olmak iizere tiim yil boyunca hastalarin

dagilimi sekilde goriilmektedir (Sekil 12).
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Sekil 12. Hastalarin hastaneye yatis tarihlerine gore yil igindeki dagilimu.

Calismaya aldigimiz hastalarin geldigi il gdz Oniine alindiginda sadece bir
hasta bize uzak bir il olan Kiitahya’dan hastanemize bagvurmistur. Diger biitiin
hastalar hastanemizin de i¢inde bulundugu Elazig basta olmak iizere yakin komsu

illerden hastanemize bagvurmustur (Sekil 13)
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Sekil 13. Hastalarin geldigi ile gore dagilimi.

Laboratuvarimiza SSS enfeksiyonu siiphesi ile gonderilen BOS orneklerinin,
yaptigimiz mikroskobik ve biyokimyasal analizler sonucu BOS hiicre sayisi, BOS
protein degeri, klor degeri beklenilen derecede ilimli yiiksek ve BOS glukoz degeri

de 1liml diistik olup, viral SSS enfeksiyonu ile uyumlu oldugu gériilmektedir (Tablo
7).

Tablo 7. BOS Laboratuvar Bulgulari.

BOS Bulgulari Degerler Ortalama Sinirlar
Hiicre sayisi 0-1200/mm? 155/mm° -
Glukoz 3-105 mg/dL 53 mg/dL 75-115 mg/dL
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Protein 1,3-461 mg/dL 89 mg/dL 15-45 mg/dL
Klor 106-136 mmol/L 122 mmol/L 98-110 mmol/L
Sodyum 138-154 mmol/L 146 mmol/L 135-145 mmol/L
Potasyum 2,4-3,1 meg/L 2,7 meg/L 3,5-5,5 meqg/L

Yaptigimiz c¢alismada toplam 47 BOS oOrneginin tamaminda BNV IgG
antikoru negatif saptandi. Toplam 47 kan 6rneginin tamaminda da BNV IgG antikoru
negatif saptandi. Benzer sekilde 47 BOS 6rneginin tamaminda BNV IgM antikoru
negatif saptandi ve 47 kan oOrneginin ise 46’sinda BNV IgM antikoru negatif
saptandi. Sadece bir kan oOrneginde BNV IgM siipheli pozitif (intemediate)
saptanmigtir. BOS 6rneklerin %100°1 (47/47) BNV IgG antikorlar1 agisindan negatif,
%97,87 (46/47)’1 ise BNV IgM antikorlar1 agisindan negatif, % 2,12 (1/47)’si ise
BNV IgM antikorlar1 agisindan siipheli pozitif saptanmastir.

Yapilan pearson korelasyon analizinde BOS IgM ile BOS IgG degeri arasinda
anlamli pozitif iliski (p=0,003, r=0,430) bulundu. BOS IgM ile KAN IgM arasinda
anlamli olmayan negatif korelasyon (p=0,420, r=0,-121), BOS IgM ile KAN IgG
arasinda ise anlamli olamyan pozitif korelasyon (p=0,504, r=0,100) bulundu (Tablo
8).

Tablo 8. ELISA sonuglarinin istatistiksel degerlendirilmesi

Correlations

BOS IgM BOS 1gG KAN IgM KAN lgG
Pearson Correlation 1 4307 -121 ,100
BOS IgM  Sig. (2-tailed) 003 420 504
N 47 47 47 47
Pearson Correlation 4307 1 ,058 3737
BOS IgG  Sig. (2-tailed) 003 697 010
N 47 47 47 47
Pearson Correlation -,121 ,058 1 ,211
KAN IgM  Sig. (2-tailed) 420 697 154
N 47 47 47 47
Pearson Correlation ,100 3737 211 1
KAN IgG ~ Sig. (2-tailed) 504 010 154
N 47 47 47 47

** Correlation is significant at the 0,01 level (2-tailed).
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ELISA sonuglarimi molekiiler bir yontem ile karsilastirmak amaciyla 47
hastanin 47°si BOS ve 47’si kan olmak tizere toplam 94 6rnegin tamaminda
uygulanan gergek zamanli (RT) PCR yonteminde, ¢alisilan 6rneklerin tamami viral
RNA agisindan negatif olarak tespit edilmistir (Sekil 14)
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Sekil 14. Calisilan 6rneklerin RT-PCR grafikleri
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4. TARTISMA

Tiirkiye, BNV’nin endemik ve epizootik olarak goriildiigii bir cografi bolgede
bulunmaktadir. Ulkemiz, gerek ekolojik kosullar1 ve sivrisinek faunasi, gerek
gogmen kuslarin go¢ yollar1 iizerinde bulunmasi bakimindan BNV dolasimina
oldukga agik bir cografyadadir. Nitekim cografi agidan Tiirkiye, BNV salginlarinin
oldugu ve insan-hayvan BNV olgularimin siklikla tespit edildigi iilkelerle yakin
iligkili bir konumda yer almaktadir (Sekil 9). Hem Ortadogu hem de Avrupa’da
benzer iklim sartlarin1 paylasan iilkelerde hastaligin goriilmesi ve bu {ilkeler ile
aramizda turizm ve ticari iliskilerin olmasi, BNV’ nin Tiirkiye’de mevcudiyeti
konusunda kuvvetli siipheler uyandirmaktadir. Biitiin bu 0&zellikleri tasiyan
tilkemizde ve oOzellikle bolgemizde BNV’nin de iginde bulundugu arboviral
hastaliklar ile ilgili sinirhh sayida veri bulunmaktadir. Daha once yapilan
caligmalarda, duyarlilig1 ve 6zgiilliigii daha diisiik serolojik yontemler kullanilmistir
(21,116, 119, 121).

Ulkemizde ilk defa 1964’te insan arboviriis enfeksiyonlariyla ilgili, Refik
Saydam Hifzisihha Enstitlisii'nden Heperkan ve Ari tarafindan yapilan bir ¢alismada
[zmir, Erzurum, Adana ve Diyarbakir’dan toplanan 559 serum orneginde
hemagliitinasyon inhibisyon yontemiyle arboviriislere karst olusan antikorlar
arastirilmis ve arboviriislerle meydana gelen bir hastaligin varligi bildirilmistir. Bu
caligmada yasin ilerlemesiyle seropozitifligin arttigi da rapor edilmistir (117).

Ancak tilkemizde BNV varligini ilk kez 1977 yilinda Mego, Giiney Dogu
Anadolu bodlgesinde yaptig1 serolojik ¢aligmada ortaya koymustur. Mego, 937 serum
orneginde hemagliitinasyon inhibisyon (HI) yontemiyle BNV seropozitifligi %42.8
gibi oldukga yiiksek oranda bulmustur (119). Serter’in aymi sekilde HI yontemiyle
Ege bolgesinde 1980 yilinda yaptigi calismada ise, BNV seropozitifligi %29.1
oraninda saptanmistir (121). Erglinay ve arkadaglari 2007 yilinda Giiney Dogu
Anadolu bolgesinde, IFA yontemiyle %16, PRNT yontemi ile %9.5 oraninda BNV
pozitifligi saptamistir (123).
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Ulkemizde klinik BNV varlig1 resmi olarak ilk defa T.C. Saghik Bakanlig
tarafindan agustos 2010 tarihinde yapilmistir. Manisa ili ve gevresinde 16 olgunun
serum ve BOS ornekleri Refik Saydam Merkez Hifzisthha Enstitiisii, Viroloji
Boliimiine gonderilmis ve bu olgularin iiglinde BNV pozitif saptanmistir
(yaymlanmamus veri). Daha sonra Sakarya, Izmir, Aydin ve Isparta'dan toplam dort
hastada Bati1 Nil Atesi tespit edilmis. BNV tanisi1 konulan bu yedi hastanin igii
eksitus olmustur (21). Manisa ve c¢evre illerdeki bu olgularin, ayni tarihlerde
Yunanistan’da ortaya ¢ikan bir salginin ardindan saptanmasi, vektoér ve rezervuar
hareketlerinin tilkemizi ciddi anlamda etkilendigini vurgulamaktadir (111).

Benzer sekilde Ege bolgesinde 2010 yilinda, 12’si serolojik olarak
dogrulanmis 35 muhtemel BNV enfeksiyomlu olgu bildirilmistir (155). Bu hastalarin
40’inda noroinvaziv bulgular goriilmekle beraber ates, bas agrisi, bulanti/kusma,
biling degisiklikleri sik izlenen belirtiler olmustur. Bu olgularin 15’nide
konviilsiyonlar goriilmiistir. BOS’un laboratuar incelemesinin smirli sayidaki
hastada yapilabildigi salginda, fokal noérolojik bulgu veya viral RNA pozitifligi
konusunda herhangi bir bilgi mevcut degildir (155).

Ankara boélgesinde de 2011 yilinda biling bulanikligi, oryantasyon, tremor,
karaciger enzimlerinde yiikseklik, BOS’da pleositoz ve protein artisi, serumda ise
BNV’ye 6zgiil IgM varlig: ile karakterize bir olgu rapor edilmis ve hasta yatisinin
dokuzuncu giliniinde eksitus olmustur (156).

Mayis 2012°de Ocal ve arkadaslar1 biling bulanikligi, el-kol ve yiizde kas
kasilmalar1 sikayetleri ile bagvuran bir hastanin BOS ve serum 6rneginin her ikisinde
de BNV RNA’s1 PCR yontemiyle pozitif bulunmus, viriisiin Lineage 1 Clade 1a’ya
ait oldugu saptanmustir. Ayrica Ozkul ve arkadaslarmm 2011°de Eskisehir ve Ankara
illerinde insan ve atlarda ayni kdken olan "Lineage 1" virlisiinii gostermistir. Bu
verilere dayanarak, Orta Anadolu bolgesinde "Lineage 1" viriislerin dolasimda
oldugu sdylenmektedir (157).

Ertilav ve arkadaslar1 ise 2014 yilinda bobrek nakli yapilmis bir hastada
posttransplantasyonel donemde meningoensefalit gelisen bir hastanin BOS ve kan
ornegini BNV acgisindan takibe almis, hastanin BOS unda BNV RNA’s1 In-house RT
nested PCR yontemiyle pozitif saptanmistir. Kan 6rnegi ise ayn1 yontemle negatif

olarak rapor edilmistir (158).
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Bat1 Nil Viriisii kaynakli noroinvazif hastalik, semptomatik enfeksiyonlara
nisbeten daha az siklikta goriilmektedir. BNV siklikla menenjit, ensefalit veya
poliomiyelit benzeri paralizi seklinde semptom vermektedir (24, 159). Bununla
beraber duyu bozukluklari, tremor/parkinsonizm, ataksi, kraniyal sinir bulgulari,
optik norit ve poliradikulopati nadiren goriilmektedir (24, 160). BNV enfeksiyonlarin
kayit altina alinmasi, semptomlarin daha belirgin olmasi ve saglik kuruluslarina
bagvurunun daha sik olmasi durumunda BNV kaynakli SSS enfeksiyonu olarak rapor
edilen olgu sayis1 daha fazla olabilmektedir (161). Organ transplantasyonu, ileri yas
ve immunsuprese hastalarda BNV’nin norolojik hastalik ve mortalite ile iliskili
olabilecegini hatirlatan calismalar bulunmaktadir (24, 162, 163).

Ulkemizde MSS tutulumu ile seyreden BNV olgulari smirlidir. 2009 yilinda
Ankara bolgesinde BNV ensefaliti 62 yasindaki bir kadin hastada tespit edilmistir
(164). 2010 yilinda da 56 ve 61 yaslarindaki iki erkek hastada tespit edilmistir (165).
Bu hastalarda yiiksek ates, bas agrisi, halsizlik, konfiizyon ve biling kayb1 olmus,
fakat fokal norolojik bulgu goriilmemistir. BOS’ta lenfositik pleositoz, protein artisi
ve O0zgiil IgM antikorlar1 saptanmis; EEG, Bigisayarli Tomogirafi (BT) ya da MR
incelemelerinde ise herhangi bir bulguya rastlanmamistir. Bu hastalar destekleyici
tedavi ile norolojik sekel olmadan iyilesmistir (164, 165).

Glinlimiizde BNV’ nin laboratuvar tanisinda, siklikla spesifik ELISA IgG ve
IgM antikorlar1 kullanilmaktadir. Bu yontemlerde antijen kaynagi ve test
platformuna bagli olarak duyarlilik ve 6zgiilliik farkliliklar gostermektedir. Zira 2007
yilinda Ludolfs ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢calismada ELISA sensitivitesi
%77.6, pozitif ve negatif prediktif degerleri ise sirasiyla %93.3 ve %98.8 olarak
raporlanmistir. Benzer sekilde BNV IgM ve IgG antikorlarinin serumda uzun siire
kalic1 olabilmesi, akut BNV enfeksiyonun tanisinda sikint1 teskil etmektedir. Ayrica
enfeksiyonun ilk 5-7 giinlerine kadar kanda BNV’ye ait antikorlarin tespiti miimkiin
olmamaktadir. Bununla beraber yalanci negatiflikler de olabilmektedir. Bu sebeple,
hizli ve dogru molekiiler yontemler, erken tan1 ve epidemiyolojik silirveyans ig¢in
gerekmektedir. Molekiiler yontemler, spesifik, hassas ve hizli oldugu i¢in tercih
edilebilmektedir (166, 167).
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Santral sinir sistemi infeksiyonlar1 akut seyirlidir. Ciddi oranda 6liim ve kalici
sekel sebebidir. Bu agidan, dogru ve hizli bir sekilde tanilari konulmalidir. Viriisler
ise aseptik menenjitin asil etkenleridir (168, 169).

Biz calismamizda, SSS enfeksiyonu On tanili olup herhangi bir patojen
mikroorganizma tespit edilemeyen 47 hastanin, Firat Universitesi Hastanesi Merkez
Laboratuvarina gonderilen rutin BOS ve kan 6rneklerinde BNV 1gG ve IgM antikor
varliginin ELISA yontemi ile arastirilmasi ve bu 6rneklerin real-time PCR yontemi
ile karsilastirilmasi, bolgemiz ve iilkemiz BNV seroepidemiyolojik verilerine katkida
bulunulmasini timit etmekteyiz.

Bizim c¢alismamiz, bolgemizde SSS enfeksiyonu 6n tanili hastalarin es
zamanli olarak BOS ve kan orneklerinin her ikisinde de BNV IgG, IgM ve BNV
RNA’sinin arastirildigr ilk ve tek c¢alismadir. Bu calisma BNV’ye bagli SSS
enfeksiyonu i¢in yol gosterici olabilecek ve klinigimize nedeni bilinmeyen ates,
biling degisikligi sikayetleri ile bagvuran fakat tani koyamadigimiz vakalari
degerlendirirken BNV yi ne derecede dikkate almamizi saglayacaktir.

BNV kaynakli meningoensefalit olgularmin BOS bulgulari; pleositoz
(ortalama 30-100 hiicre/pl, lenfosit baskin), hafif-orta diizeyde protein artisi ve
normal glukoz diizeyi olarak belirtilmistir (15, 127). Bizim g¢alismamizin BOS
bulgular ise Pleositoz (ortalama 155 hiicre), orta derece protein artis1 (89 mg/dL) ve
hafif glukoz (53 mg/dL) diisiikliigii ile karakterize olup, viral SSS enfeksiyonlarinin
BOS bulgulariyla uyusmaktadir.

Rutin klinik bulgular ve laboratuvar testleri BNV enfeksiyonunun diger viral
etkenlerden ayirici tanisinda yetersiz kaldigindan BNV, 6zgiil virolojik yontemlere
dogrulanmalidir. Bunun i¢in kan veya BOS’ta BNV’ye 6zgiil antikorlarin veya viral
RNA’nin gosterilmesi sarttir (15, 128, 129). Viremi diizeyi diisiik ve kisa siireli
oldugu i¢in kandan BNV’ nin izolasyonu genellikle basarisiz olmaktadir (Sekil 10)
(14, 15, 18, 24). Buna ragmen ndrolojik tutulum igin viral yiikiin yiiksek olmasi,
duyarliliklar diisiik de olsa niikleik asit testlerinin 6nemini artirmistir (130, 131).

Meco, 1977 yilinda Dogu Anadolu bolgesinde 937 serum Orneginde
hemagliitinasyon inhibisyon (HI) yontemiyle BNV seropozitifligi %42.8 gibi
olduk¢a yiiksek oranda bulmustur (119). Ergiinay ve arkadaslar1 da 2007 yilinda
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Giliney Dogu Anadolu bélgesinde, IFA yontemiyle %16, PRNT yontemi ile %9.5
oraninda BNV pozitifligi saptamistir (123).

Benzer sekilde biz ¢alismamizi, Dogu Anadolu bdolgesinin ¢elitli illerinden
hasta kabul eden Firat Universitesi Hastanesinde (Elaz1g) yaptik. Bu calismamizda
47 hastadan es zamanl olarak 47 BOS ve 47 serum 6rnegini ELISA ve RT-PCR
yontemleri ile BNV IgG, IgM ve RNA acisindan degerlendirmeye aldik. Serum
orneklerinin sadece 1 (bir)’inde (%2.12) BNV IgM siipheli pozitif bulunmus olup
geriye kalan 46 serum o6rnegi BNV IgM acisindan negatif bulunmustur. Ayrica 47
serum Orneginin timii BNV IgG ve BNV RNA acisindan negatif bulunmustur.

Petersen ve arkadaslarinin TagMan yontemi ile yapmis olduklart bir
calismada RT-PCR test sonuglari, BOS 6rneklerinin %55’inde ve serum Orneklerinin
%10’unda BNV RNA pozitif saptanmistir. Bagka bir ¢alismada da PCR sensitivitesi
RT-PCR metodunda BOS’ta %57, serumda %14 olarak tespit edilmistir. Ayni
calismanin sonucuna gore BNV tanisinda diisiik duyarlilik gosterdiginden PCR
yonteminin serum Orneklerinde rutin tani yontemi olarak kullanilmamasi gerektigi
bildirilmistir (15, 40).

Bizim ¢alismamiz da bu ¢alismaya benzer fakat farkli olarak bu 6rneklerden
ELISA yontemiyle BNV IgM ve IgG antikorlarim1 da arastirdigimiz bir ¢alisma
olmustur. Bizim ¢alismamizda, 47 BOS 6rneginde BNV IgM seropozitiflik oran1 %0
(0/47), 47 kan 6rneginde BNV IgM seropozitiflik orant %0 (0/47), 47 kan drneginde
BNV IgM siipheli (intermadiate) seropozitiflik oram1 %2.12 (1/47) olarak tespit
edilmistir. 47 BOS 6rneginde BNV IgG seropozitiflik orant %0 (0/47) ve 47 kan
orneginde BNV IgG seropozitiflik %0 (0/47) olarak saptanmistir. Ayni orneklerde
BNV’yi saptamaya yonelik duyarlilik ve 6zgiilliigii daha yiiksek olan real-time PCR
metodu da bizim ¢alismamizda da kullanilmistir. Benzer sekilde 47 BOS orneginde
RT-PCR ile BNV RNA pozitiflik orant %0 (0/47), 47 kan 6rneginde RT-PCR ile
BNV RNA pozitiflik %0 (0/47) olarak saptanmistir. Yani biitiin 6rnekler RT- PCR
ile BNV RNA acisindan negatif saptanmistir.

Viral SSS infeksiyonlu hastalarin BOS analizlerinde bizim calismamizla
uyumlu olarak hiicre artisi, 1limli diizeyde protein artisi ve ilimli diizeyde glukoz

azalmasi goriilmektedir (169).
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Bizim g¢alismamiza benzer bir ¢alisma olarak Ergilinay ve arkadaslari, 2010
yilinda, Hacettepe Universitesi Hastanesinde aseptik menenjit/ensefalit 6n tanisi olan
87 yetiskin hastanin serum ve BOS 6rneklerinden ELISA ve IFA yontemleri ile BNV
IgM ve IgG antikorlarim1 arastirmistir. Bu c¢alismada serum Orneklerinden 8
(%9.2)’inde IgM, 3 (%3.4)’tinde IgG pozitif olarak raporlanmistir (96). Ergilinay ve
arkadaslar1 bu ¢alismada sadece eriskin hastalar1 dikkate almistir (96). Biz ise farkli
olarak c¢alismamiza anneden bebege BNV gecisini saptamak amaciyla yenidogan
bebekleri ve ¢ogu zaman ¢alismalara alinmayan ¢ocuklari da ilave ettik.

Bati1 Nil Viriisii enfeksiyonlarindan néroinvaziv hastaligin gelisiminde en
onemli risk faktorii ileri yas olarak tanimlanmustir (15, 24). BNV’ye bagli SSS
tutulumunun 50 yas iizerindeki kisilerde riskinin yiiksek olmasi, bu kisilerde kan-
beyin engelini bozan hipertansiyon gibi faktorlerin varligina veya immiin sistem
fonksiyonlarinin azalmasi nedeniyle viremi siiresinin uzamasina baglanmaktadir
(15).

Bat1 Nil Viriisii ile enfekte olgularin ileri yasta olmast (50 ve iizeri yas)
invaziv norolojik hastalik agisindan en anlamli risk faktoriidiir. 1999 yilindaki New
York salginimin semptom analizi ile, ciddi norolojik hastalik insidansinin 50-59 yas
arasi kisilerde, 0-19 yas aras1 kisilerlerden 10 kat; 80 yas ve iistii kisilerde ise, 0-19
yas arasi kigilerlerden 43 kat daha fazla oldugu gosterilmistir (16).

Tirkiye’ye en yakin cografya olan Yunanistan’da ise, en yakin tarihli
Avrupa’daki BNV salgin1 2010 Temmuz-Agustos aylar1 arasinda bildirilmistir. Bu
salginda néroinvaziv 81 olgu bildirilmistir. Ozellikle 50 yas iizerindeki hastalarda
ensefalit, menenjit ve meningoensefalit bulgularinin goriildiigi bu salgindaki
olgularin yas ortalamasi 70 olarak rapor edilmistir (111).

Bu c¢aligmada, SSS enfeksiyonu On tanili olup herhangi bir patojen
mikroorganizma tespit edilemeyen hastalarm, Firat Universitesi Hastanesi Merkez
Laboratuvarina gonderilen 47 hastanin BOS ve kan 6rneklerinde ELISA yontemi ile
BNV IgG ve IgM antikoru negatif olarak saptanmistir. Sadece bir hastanin kan
orneginde BNV IgM siipheli pozitif saptanmistir. Bu siipheli 6rnegin BOS’u ve kani
RT-PCR yontemi ile negatif bulunmustur. Bu sonu¢ ELISA yonteminde goriilebilen
capraz geaksiyonlara baglanmistir. Benzer sekilde tiim 6rnekler RT-PCR yontemi ile

de calisilmis BNV ye ait RNA tespit edilememistir.
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Sonug olarak; bizim calismaya aldigimiz hastalarin yas ortalamasi 19 olup
diger caligmalara oranla oldukca diisiik bulunmustur. Yapilan ¢aligmalarda BNV
seropozitifligi yas ortalamasi ile dogru orantili olarak artmis bulunmaktadir. Buna
binaen bizim c¢alismamizda BNV seronegatifligi biiyiik 6l¢iide yas ortalamasinin
kiiclik olmasina baglanmistir. Ayrica PCR ve ELISA’y1 beraber dikkate aldigimizda
caligmamizda elde ettigimiz verilere gore, bolgemizde BNV sirkiilasyonu aktif
olmay1p, ekolojik kosullarin degismesi durumunda daha kapsamli ¢alismalara ihtiyag
olacaktir. Calismamizin bu konuda tilkemiz BNV veri tabanina fayda saglamasini

timit etmekteyiz.
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