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OZET

Son yillarda, tim diinyada artropodlarla bulasan viruslarin neden oldugu enfeksiyonlar yeniden
6nem kazanan hastaliklar olarak karsimiza ¢cikmaktadir. Flaviviridae ailesinde siniflandirilan ve zarfli, pozi-
tif iplikli bir RNA virusu olan Bati Nil virusu (BNV), insana siklikla Culex cinsi sivrisineklerin isirmasiyla bu-
lasir. BNV enfeksiyonlarinin cogu asemptomatik olarak gecirilebilecedi gibi, atesli hastalik ve merkezi si-
nir sistemi enfeksiyonlari da ortaya cikabilir. Ulkemiz kaynakli seroprevalans verileri, ic Anadolu bélgesin-
de sporadik virus aktivitesine isaret etmektedir. Bu calismada, Hacettepe Universitesi Eriskin Hastanesin-
de aseptik/viral menenijit/ensefalit 6n tanisiyla incelenmis ve etyolojisi aciklanamamigs (fungal, bakteriyel
ve mikobakteriyel kiltlrler negatif;, Mycobacterium tuberculosis ve Herpes simpleks virus nikleik asit test-
leri negatif) olgulardan es zamanli olarak alinan 87 beyin omurilik sivisi (BOS) ve serum 6rnegi cifti, BNV
enfeksiyonu agisindan retrospektif olarak degerlendirilmistir. Orneklerde BNV IgM ve 1gG antikorlari tica-
ri enzim (ELISA) ve immunofloresans (IFA) temelli indirekt kati faz yontemleriyle (Anti-WNV Virus
1gG/IgM ELISA, Anti-WNYV Virus IgG/IgM IIFT; Euroimmun, Almanya) arastiriimistir. Antikor pozitifligi sap-
tanan orneklerde, gercek zamanli ters transkripsiyonlu polimeraz zincir reaksiyonu (Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction; RT-PCR) ve diger patojenik Flavivirus ve Flebovirus enfeksiyonlari ve/veya
capraz reaksiyonlari ortaya cikarmaya yonelik ELISA/IIFT testleri uygulanmistir. Calismamizda, incelenen
87 serum orneginin 8 (%9.2)'inde BNV IgM antikorlari ve 3 (%3.4)'linde BNV IgG antikorlari pozitif ola-
rak bulunmustur. IgG pozitif 6rneklerin tamami IgM acisindan negatiftir. Seksen yedi BOS 6rneginin ise
hicbirisinde BNV IgM ve/veya IgG pozitifligi saptanmamustir. Antikor pozitifligi belirlenen serum 6rnekle-
ri (n=11) ile bu 6rneklerin ait oldugu hastalara ait BOS 6rneklerinin hicbirisinde RT-PCR ile viral RNA var-
g1 izlenmemistir. BNV IgM pozitif bulunan 8 olgunun besinde tatarcik hummasi viruslarina karsi da IgM
pozitifligi saptanmis, bunlardan birisinde ek olarak Dengue virusu IgM’si de pozitif bulunmustur. Bir ol-
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guda ise, kizamik IgG BOS/serum antikor indeksi sonucuna gore kizamik virusuna karsi intratekal antikor
sentezi oldugu belirlenmistir. Geri kalan 2 (2/87; %2.3) olguda saptanan BNV IgM pozitifligi, tek serolo-
jik belirtec olarak tespit edilmis ve bu olgular muhtemel BNV enfeksiyonu olarak tanimlanarak tartigilmis-
tir. Sonug olarak, tilkemizde BNV ve diger flaviviruslara bagl hastaliklarin yayginlk ve éneminin ortaya
konulmasi icin, bu etkenlerin ekolojik ve epidemiyolojik 6zelliklerinin daha ayrintili olarak aciklanmasi ge-
rekmektedir.

Anahtar sézciikler: Bati Nil virusu, menenijit, ensefalit, ELISA, IIFT, RT-PCR, Tiirkiye.

ABSTRACT

Arthropod-borne viral infections have recently gained considerable attention and importance as re-
emerging infections in a global scale. West Nile Virus (WNV), a member of Flaviviridae, is an enveloped
positive strand RNA virus that is usually transmitted to humans by the bite of Culicine mosquitoes. Alt-
hough the majority of the human infections are asymptomatic, WNV may also cause febrile and neuro-
invasive diseases. Seroprevalence data from Turkey indicate that WNV activity is present in Central Ana-
tolia. In this study performed at Hacettepe University Hospital, paired serum and cerebrospinal fluid
(CSF) samples from 87 adult patients with the preliminary diagnosis of aseptic meningitis/encephalitis
of unknown etiology were evaluated retrospectively to identify WNV-related syndromes. Bacterial, fun-
gal and mycobacterial cultures yielded negative results and Mycobacterium tuberculosis and Herpes simp-
lex virus nucleic acid tests were also negative for the selected patients. Commercial enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA)s and indirect immunofluorescence test (IIFT)s were employed for WNV IgM
and IgG antibody detection (Anti-WNYV Virus IgG/IgM ELISA, Anti-WNYV Virus IgG/IgM IIFT; Euroimmun,
Germany). Additional ELISA/IIFT assays were further performed for WNV antibody reactive samples to
identify cross-reactions and/or infections with other flaviviruses and phleboviruses. All WNV antibody po-
sitive samples were also evaluated by a WNV real-time reverse-transcription polymerase chain reaction
(RT-PCR) assay. WNV IgM and IgG antibodies were detected in %9.2 (8/87) and 3.4% (3/87) of the se-
rum samples, respectively. All IgG reactive samples were negative for IgM. All sera with WNV antibody
reactivity (n=11) and the corresponding CSF samples were negative for viral RNA via RT-PCR. In 5 of the
8 WNV IgM positive subjects, sandfly fever virus IgM antibodies were detected, which was also accom-
panied by Dengue virus IgM positivity in one sample. In another case, intrathecal antibody synthesis
against measles virus was demonstrated. Two cases (2/87; 2.3%) with WNV IgM positivity as the only
serologic marker were identified as probable WNV infections and clinical features were discussed. In
conclusion, in order to fully understand the impact of WNV and/or other flavivirus infections in Turkey,
epidemiology and ecological features of these agents need to established.

Key words: West Nile Virus, meningitis, encephalitis, ELISA, IIFT, RT-PCR, Turkey.

GiRiS

Gunumizde artropod vektorlerle bulasan hastaliklar, yeniden ortaya cikan enfeksi-
yonlar seklinde 6nemli halk sagligi sorunlari olarak karsimiza ¢ctkmaktadir. Siklikla sivrisi-
nek sokmasi sonucu insana bulasan Bati Nil virusu (BNV), Flaviviridae ailesi Flavivirus cin-
sinde Japon ensefaliti serokompleksinde siniflandirilan bir virustur. BNV virionlari, diger
flaviviruslar gibi yaklasik 11 kb’lik pozitif polariteli RNA genomu tasiyan 40-60 nm bu-
yiikligiinde, zarfl, sferik partikdillerdir!. Virusun dogal enfeksiyon déngiisiinde Culex cin-
si sivrisinekler ve rezervuar olarak cesitli kus tirleri yer alir. insanlar ve diger memeliler,
virusun yasam dongusiinde son konak olarak bulunur; bu tiirlerde semptomatik enfek-
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siyonlar ortaya cikmasina karsin viremi genellikle diisiik diizeyli ve gecicidir?. insanlarda
gorulen BNV enfeksiyonlarinin 6nemli bir bélimu asemptomatik serokonversiyonla son-
lanmasina karsin; virusla karsilasan kisilerin yaklasik %20’sinde “Bati Nil Atesi” adi veri-
len ates, bas agrisi ve miyalji ile karakterize klinik tablo ortaya cikar. Enfeksiyonlarin yak-
lagik 1/150'sinde ise meningoensefalit ve ciddi néroinvazif hastalik gelismektedir'.

1999 yilina kadar BNV’nin cografi dagilimi Afrika Glkeleri, Ortadogu, Hindistan, bati
ve orta Avrupa ile sinirli olmasina karsin; virus bu yilda Amerika Birlesik Devletleri’nde ilk
kez saptanmis ve gecen zaman icinde tim kitaya hizla yayilarak 6nemli bir saglik soru-
nu haline gelmistir'. BNV icin endemik kabul edilebilecek bir cografyada bulunan tilke-
mizde ise konuyla ilgili sinirl sayida ¢alisma bulunmaktadir®®. Virusun Tiirkiye’deki akti-
vitesine iligkin ilk veriler Ari ve Meco tarafindan yapilan hemaglutinasyon inhibisyon (Hi)
calismalarinda, gruba 6zgiil antikor varligi seklinde rapor edilmistir®*. Buna gére antikor
prevalansi Bati Anadolu’da insanlarda %6, koyunlarda %?1.5 olarak tespit edilmis; rando-
mize olarak secilen 937 kiside ise bolgelere gore Diyarbakir'da %40.5, Mardin’de
%47.8, Siirt'te %44.8, Sanlurfa’da %38 ve Elazig’da %41.2 olarak bildirilmistir>*. Bu ol-
dukca yuksek oranlarin, flaviviruslar arasina izlenen ve gruba 6zgtil testlerde ortaya ¢ikan
antijenik capraz reaksiyonlara bagl olmasi kuvvetle muhtemeldir®. Serter’in Ege bélgesi
kaynakl calismasinda Hi yontemiyle incelenen 1074 kisinin %29.1’inde BNV antikorlari
saptanmis, bunun %74'liik bir bélimii de nétralizasyon testiyle dogrulanmistir®. Ozkul
ve arkadaslari® da (lkemizin cesitli bélgelerinde memeli tiirlerinde virus maruziyetini
dogrulamis ve insanlarda seroprevalansi %20.4 olarak belirlemistir. Glineydogu Anado-
lu bolgesi Sanliurfa ve Siverek’te grubumuzun yaptigi bir calismada ise BNV notralizan
antikorlari %9.4 oraninda saptanarak bu bélgedeki virus aktivitesi dogrulanmistir’. Diger
bir caismamizda ise Ankara bolgesinde virus aktivitesi yeniden gosterilmis, ayrica Kon-
ya, Yozgat ve Sivas'ta yasayan kisilerde de maruziyet tespit edilerek Orta Anadolu bdlge-
sinde kan donérlerinde seroprevalans %0.56 olarak saptanmistir®. Goériildigi gibi, tlke-
mizin cesitli bolgelerindeki calismalarda BNV aktivitesinin varhigr saptanmis olmasina kar-
sin, enfeksiyonun klinik seyri ve olusturdugu hastaliklar konusunda ¢ok kisitl bilgi bulun-
maktadir'®. Bu calismada, hastanemizde nedeni bilinmeyen aseptik menenjit/ensefalit
on tanisi almig olgularda BNV'nin roliinlin arastirilmasi amaclanmusgtir.

GEREC ve YONTEM

Bu retrospektif calismada, Nisan-Ekim 2009 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi
Eriskin Hastanesi Klinik Patoloji Laboratuvarlarina aseptik/viral menenjit/ensefalit 6n ta-
nisiyla incelenmek lGzere gonderilen ve herhangi bir etyolojik ajan saptanamayan toplam
87 beyin omurilik sivisi (BOS) ve serum ikilisi 6rnekleri degerlendirildi. Orneklerin hicbi-
risinde fungal/bakteriyel etkenler ve Mycobacterium tuberculosis icin yapilan kulturlerde
Ureme olmamis; M.tuberculosis ve Herpes simpleks viruslar icin uygulanan nikleik asit
testleri negatif olarak saptanmisti.

Orneklerin ait oldugu hastalarin demografik verileri, laboratuvar test sonuglari ve kli-
nik izlem durumlari, gerektiginde hastane kayitlari ve hasta dosyalarindan elde edildi.
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Kicik hacimlere boliinerek -80°C’de saklanan 6rneklerde BNV IgM ve IgG antikorla-
rinin arastirlmasi icin enzim (ELISA) ve immunofloresans (IFA) temelli indirekt kati faz
yontemleri, Uretici firmanin onerileri dogrultusunda (Anti-WNV Virus IgG/IgM ELISA, An-
ti-WNV Virus 1gG/IgM IIFT; Euroimmun, Almanya) kullanildi. IgG ELISA sonuglarn kanti-
tatif olarak (Relative Units/ml; > 22 oldugunda pozitif), IgM ELISA sonuclari ise semikan-
titatif (Sample/Cutoff; > 1.1 oldugunda pozitif) olarak elde edildi. IFA testleri icin 1/10
serum sulandirimi kullanildi ve sonuglar floresans mikroskobunda pozitif ve negatif kont-
rol serumlari ile birlikte degerlendirildi.

BNV antikorlari pozitif bulunan orneklerde diger patojenik flavivirus ve flebovirus
enfeksiyonlari ve/veya capraz reaksiyonlari ortaya ¢ikarmaya yonelik olarak diger ELI-
SA/IFA testleri (Anti-TBE Virus IgM/IgG ELISA; Anti-Dengue Virus IgM/IgG ELISA; Anti-
Yellow Fever Virus IgG/IgM IIFT, Anti-Sandfly Fever Virus IgG/IgM IIFT, Anti-Measles Vi-
rus IgG Serum/CSF; Euroimmun, Almanya) yine uretici firmanin 6nerileri dogrultusun-
da uygulandi.

BNV IgM pozitif serum ve BOS ornekleri ek olarak viral RNA varlii agcisindan gercek
zamanli ters transkripsiyonlu polimeraz zincir reaksiyonu (Reverse Transcription Polyme-
rase Chain Reaction; RT-PCR) ile incelendi. Bu amagla BNV 15803 izolatina ait diziler
(GeneBank ulasim kodu: FJ483549) kullanilarak gelistirilmis “forward” primer,
WNV/F/9514 (5'-CTAAACACTTTCACCAACC-3’); “reverse” primer, WNV/R/9640 (5'-
TCTCTCTTCCCCATTCTC-3") ve “TagMan” probu WNV/Pr/9549 (FAM-5'-
CCTTCCCCTTCCATCATCCTC-3'-BHQ1) kullanildi’. Klinik érneklerden niikleik asit izo-
lasyonu standart fenol-kloroform yontemiyle yapildi. PCR karisimi; saflastirlan ntikleik
asitlerden 5 pl, her primerden 0.6 uM ve probdan 0.2 pM icerecek sekilde; ticari bir RT-
PCR sistemi (QuantiTect Probe RT-PCR kit, Qiagen, Almanya) kullanilarak hazirlandi.
Amplifikasyon ve saptama Rotor-Gene 6000 (Corbett Research, Avustralya) cihazinda;
ters transkripsiyon icin 42°C’de 30 dakika; 95°C’'de 8 dakikalik denatiirasyon, ardindan
95°C’de 15 saniye ve 60°C’de 60 saniyeden olusan 45 donguiden olugan programla ger-
ceklestirildi”. Vero hiicrelerinde iiretilen BNV’den izole edilen sulandiriimis RNA érnekle-
ri ise pozitif kontrol olarak kullanildi.

BULGULAR

incelenen 87 serum 6rneginin 8 (%9.2)'inde BNV IgM antikorlari ELISA ve/veya IFA
yontemiyle pozitif olarak izlenmis; 3 (%3.4) ornekte ise IgG antikorlari her iki yontemle
de pozitif saptanmistir. 1I9G pozitif 6rneklerin tamami IgM agisindan negatif olarak de-
gerlendirilmistir. BOS 6rneklerinin hicbirisinde ELISA ve IFA testleri ile BNV IgM ve/veya
IgG pozitifligi saptanmamistir. Serum miktarinin yetersiz olmasi nedeniyle antikor pozi-
tifligi saptanan serum orneklerine viral notralizasyon testi uygulanamamugtir.

IgM ve IgG pozitifligi saptanan tim serumlar (n= 11) ile bunlarin ait oldugu hastala-
ra ait BOS ornekleri (n=11), BNV icin gercek zamanli RT-PCR testine alinmis ve timi ne-
gatif olarak bulunmustur.
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BNV IgM pozitif 8 6rnegin diger test sonuclar incelendiginde; 5 olguda tatarcik
hummasi grubu viruslara karsi IgM pozitifligi saptanmis, bunlardan birisinde ek olarak
Dengue virusu IgM testi de pozitif sonug¢ vermistir. Bir olguda ise, kizamik IgG BOS/se-
rum antikor indeksi sonucuna gore kizamik virusuna karsi intratekal antikor sentezi ol-
dugu belirlenmistir. Geri kalan 2 (2/87; %2.3) olguda saptanan BNV IgM porzitifligi, tek
serolojik belirtec olarak degerlendirilmistir. Bu olgulardan birisi Ankara’da yasayan 59
yasinda erkek hasta olup, yiiksek ates, ellerde ve ayaklarda uyusma/kuvvetsizlik sikaye-
tiyle hastaneye yatinlmistir. Nedeni bilinmeyen viral ensefalit ve/veya Guillain-Barre
sendromu 06n tanisiyla takip edilen hastanin semptomlarinda 5 gtinliik intraventz im-
miinoglobulin tedavisi sonrasi diizelme olmustur. Olgunun 6ykisiinde, bulasma yolu
konusunda ipucu saglayacak herhangi bir risk faktérii tanimlanamamustir’. Diger olgu
ise yine Ankara’da yasayan 62 yasinda kadin hastadir ve yiiksek ates, bas agrisi ve kon-
fuzyon sikayetleriyle yatirilarak takip edilmistir. Bu olgunun dosyasina ulasilamadigin-
dan klinik seyir konusunda ayrintili bilgi elde edilememistir. Her iki olguda da BOS'ta
lenfosit hakimiyetinde pleositoz izlenmis ve BNV BOS/serum antikor indeksi normal si-
nirlarda saptanmistir.

TARTISMA

BNV enfeksiyonlarinda noroinvazif hastalik, ssmptomatik enfeksiyonlar icinde gorece-
li olarak daha az siklikta meydana gelmekte; genellikle menenijit, ensefalit veya poliomi-
yelit benzeri paralizi seklinde semptom vermektedir’-''. Bunun diginda daha nadir ol-
makla birlikte duyu bozukluklari, tremor/Parkinsonizm, ataksi, kraniyal sinir bulgulari,
optik nérit ve poliradikiilopati de tanimlanmustir’'%13. Merkezi sinir sistemi (MSS) enfek-
siyonu olarak rapor edilen olgu sayisi; bu enfeksiyonlarin kayit altina alinmasi, semptom-
larin daha belirgin olmasi ve saglik kuruluslarina bagsvurma durumunun daha sik olmasi
nedeniyle daha fazla olabilmektedir'. ileri yasta olan ve organ transplantasyonu yapilan
olgularda MSS enfeksiyonu riski artmaktadir; ancak diger nedenlere bagli immun baski-
lanma durumlarinin da BNV ile iliskili norolojik hastalik ve mortalite ile iliskili oldugunu
disiindiiren calismalar bulunmaktadir’'>'6. BNV enfeksiyonlarinda gastrointestinal
semptomlar, makulopapduler dokiinti, hepatit, pankreatit, miyokardit, pnémoni, rabdo-
miyoliz, orsit, koryoretinit gibi nérolojik olmayan bulgular da ortaya cikabilmektedir' /-2,

Ulkemizde tanimlanan tek BNV olgusu Arpaci ve arkadaslari'® tarafindan rapor edil-
mistir. Bu olgu, akut miyeloid 16semi nedeniyle kemik iligi transplantasyonu yapilan ve
takibinde graft-versus-host hastaligi gelisen 40 yasinda bir erkek hastadir. Hastahgin di-
zelmesinin ardindan yuksek ates, bas agrisi ve ekstremitelerde kuvvet kaybi ortaya ¢ik-
mis; cesitli enfeksiyon etkenleri ve [6semi relapsi icin yapilan testlerin negatif bulunma-
sini takiben kanda BNV RT-PCR testi pozitif sonu¢ vermistir. Olgunun durumu sempto-
matik destekleyici tedaviyle diizelmis ve komplikasyon izlenmemistir'®. Bizim calisma-
mizda, hastalarin sekizinin serum 6rneginde BNV IgM pozitifligi saptanmis; bunlardan
besinde ek olarak tatarctk hummasi grubu viruslara (birinde ek olarak Dengue virusu-
na) karsi da IgM antikor varligi tespit edilmistir. Bir hastamizda ise kizamik virusuna kar-
si intratekal antikor sentezinin belirlenmesi, MSS bulgularinin kronik veya persistan ki-
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zamik enfeksiyonuna bagli oldugunu distindirmusttr. Bahsedilen bu 6 olgudaki BNV
IgM pozitifliginin, diger viruslarla enfeksiyona isaret eden bulgularla birlikte saptanmis
olmasi nedeniyle, olgularda izlenen semptomlarin BNV ile direkt iliskisinin zayifladigs;
muhtemel koenfeksiyonlar ya da persistan IgM varligina da bagli olabilecegi dusunl-
mustir. BNV IgM porzitifliginin tek serolojik belirtec olarak saptandigi diger 2 olgu ise,
glincel tani kriterleri?*-2% uyarinca muhtemel BNV enfeksiyonu olarak degerlendirilmis-
tir. Bu olgularda yas ve genel olarak norolojik semptomlar, BNV icin tanimlanan bulgu-
larla uyumludur'2525, Calismamizin en énemli sinirlamasi, érneklerin retrospektif ola-
rak degerlendirilmesi nedeniyle, hastalardan uygun miktarda 6rnek veya dogrulama
testleri icin konvalesan serumlarin alinmamis olmasidir. incelenen olgularda BNV tani-
sinin kesinlestirilmesi icin uygulanan gercek zamanli RT-PCR yontemi ise incelenen se-
rum ve BOS orneklerinde negatif sonug vermistir. Bu durumun muhtemel nedenleri
arasinda, orneklerin tasinma ve saklanma siireclerinde viral RNA'nin parcalanmis olma-
st ilk akla gelendir. Buna karsin, bu calismayla es zamanli olarak yiritilen ve diger vi-
ral niikleik asitlerin arastirlmasina yonelik calismamizda, uygulanan RT-PCR testlerinin
bircok ornekte pozitif sonug¢ vermis olmasi (yayinlanmamis veri), bu olasihgin en azin-
dan 6rneklerin cogu icin gecerli olmadigini gostermektedir. ikinci bir olasilik da, kisiler-
de immun yanit ortaya ¢iktiktan sonra serbest virionlarin antikorlarla baglanarak uzak-
lastiriimasi ve viral RNA'nin saptanma sinirlarinin altina inmesidir. Immun kompetan ki-
silerde MSS hastaligi gelisse bile, BNV viremisinin kisa siirdigii bilinmektedir'27-28, Bi-
zim serimizdeki olgularda immun sistemin normal olmasi ve 6rneklerin goreceli olarak
hastaligin ileri doneminde alinmis olmasi gibi nedenler, negatif RT-PCR testi sonuclari-
ni aciklayabilmektedir. BNV’ye bagli ndroinvazif hastaliklarin tanisinda nikleik asit test-
lerinin serolojik testlere gore duyarliligi da bir calismada BOS icin %57, serum icin %14
olarak verilmistir?®.

Calismamizda diger flaviviruslarla muhtemel capraz reaksiyonlar ortaya cikarmak
amaciyla, tlkemizde aktivitesine iligkin veri bulunan Dengue, kene ensefaliti gibi virus-
lara yonelik testler uygulanmis ve negatif sonuclar elde edilmistir. Yine de BNV ve ben-
zeri viruslarla capraz reaksiyonlarin, uygulanan bu gibi testlerle kesin olarak ekarte edil-
mesi miimkiin olmamaktadir'®. Endemik bdlgelerde mevsimsel, demografik ve klinik
ozellikleri uyumlu olgular, IgM pozitifligi saptandiginda ek incelemeye gerek duyulma-
dan muhtemel BNV olgusu olarak tanimlanmaktadir'22-25, Ancak Tiirkiye gibi enfeksi-
yonun epidemiyolojik ozelliklerinin heniiz net olarak ortaya konulmadigi bolgelerde
bizce gecerli yaklasim, viral nétralizasyon gibi dogrulama testlerinin mutlaka uygulan-
masi olmalidir. BNV’ye bagl norolojik bulgularin bircok hastalikla benzerlik gostermesi
de, klinikte tanidan siiphelenerek uygun érnekleme ve testlerin yapilmasini gliclestiren
bir faktordr.

Sonug olarak cahismamizda nérolojik bulgular izlenen iki muhtemel BNV olgusu sap-
tanmustir. Ulkemizde BNV ve diger flaviviruslara bagl hastaliklarin dneminin ortaya ¢ika-
rilmasi icin, bu etkenlerin ekolojik ve epidemiyolojik 6zelliklerinin daha ayrintili olarak
aciklanmasi gerekmektedir.
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