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OZET

Flaviviridae ailesinde yer alan Bati Nil virusu (BNV), zarfl, ikozahedral simetrili, tek sarmalli, pozitif po-
lariteli bir RNA virusu olup, insana sivrisinek 1singi ile bulasmaktadir. BNV, konakta asemptomatik enfek-
siyondan, orta diizeyde ates veya ensefalite kadar degisebilen klinik tablolara neden olabilir. Diinyada ¢ok
sayida sporadik olgu ve salgin bildirimi yapilmis olmasina ragmen, Tirkiye’den yapilmis calisma sayisi ki-
sithdir. Bu calismada, Ankara bolgesi saglikli kan dondrlerinde BNV seroprevalansinin arastirilmasi amacg-
lanmistir. Toplam 2821 kan dondriinden bilgilendirilmis onam alinmasini takiben kan 6rnekleri toplan-
mis, demografik verileri kaydedilerek BNV'ye karsi olusmus IgG tipi antikorlar, ticari bir ELISA yontemi kul-
lanilarak (WNV IgG ELISA, Euroimmun, Almanya) arastirilmistir. Incelenen drneklerin 28 (%0.9)'inde BNV
19G pozitif, 41(%1.4)'inde ise sinirda pozitif reaksiyon izlenmis; boylece toplam 69 (%2.4) donérde BNV
ile karsilasma oldugunu distindiren bulgular elde edilmistir. IgG pozitif ve sinirda pozitif 6rnekler (n=
69) ile rastgele secilen 60 adet IgG negatif 6rnek, viral RNA varligi acisindan ticari bir ters transkripsiyon,
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (reverse transcription, real-time PCR) (LightMix® Kit West Ni-
le Virus, TIBMolbiol, Almanya) yontemi ile degerlendirilmistir. Sonug olarak, incelenen 129 6rnekte BNV
RNA’si saptanamamistir. Bu calismanin sonuclari, Glkemizde BNV enfeksiyonu varligina isaret eden diger
calismalari destekler niteliktedir. BNV enfeksiyonlarinin Glkemizdeki kan bankaciligi agcisindan muhtemel
risklerinin degerlendirilmesi icin ise daha kapsamli calismalara ihtiyag vardir.

Anahtar sézciikler: Kan donérii, Bati Nil virusu, seroprevalans, Tiirkiye.
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Saglikli Kan Vericilerinde Bati Nil Virusu Seroprevalansinin Arastiriimasi

ABSTRACT

West Nile virus (WNV) which is a flavivirus transmitted by mosquitos, may lead to asymptomatic in-
fection, mild febrile iliness or encephalitis. Many sporadic cases and major outbreaks of West Nile fever
have been reported worldwide, however, WNV infections have not been well documented in Turkey. The
aim of the present study was to determine the prevalence of past WNV infections in a population of blo-
od donors. Blood samples were collected from donors with their informed consent. Samples were pro-
cessed and tested for WNV IgG by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Euroimmun, Germany)
according to the manufacturer’s guidelines. Demographic data of the donors were recorded. A total of
2821 serum samples were tested. Among them, 28 samples were found to be WNV IgG positive (0.9%)
and 41 of them were indeterminate (1.4%). Thus a total of 69 objects were considered to have enco-
untered WNV (2.4%). All of the IgG positive samples (n= 69) and randomly-selected negative samples
(n= 60) were re-analysed for the presence of viral RNA by a commercial real-time reverse transcriptase
PCR (LightMix® Kit West Nile Virus, TIBMolbiol, Germany). West Nile virus RNA was not found in any of
the samples. In conclusion, our data have supported the results of other studies indicating the presence
of WNV infection in Turkey. Further larger scale studies are necessary to evaluate the possible risks of
WNV infections in our country in terms of blood banking.
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GiRis

Bati Nil virusu (BNV), zarfli, ikozahedral simetrili, tek sarmalli, pozitif polariteli bir RNA
virusu olup, Dengue, Japon ensefaliti virusu, kene ensefaliti virusu ve sart humma virus-
larinin bulundugu Flaviviridae ailesinde siniflandiriimaktadir. Virusun hayat déngisi do-
gada oOzellikle Culex cinsi sivrisinekler ile kuglar arasinda gerceklesmektedir. Bu dongu si-
rasinda insanlar ve diger memeliler de gecici konaklar olabilir. insanlar en ¢ok sivrisinek
sokmasi sonucu enfekte olurlar. Ayni zamanda, kan nakli, organ nakli ya da emzirme ile
anneden bebege bulas da olabilmektedir'.

Son bildirilen salginlarda olgularin %80’inde enfeksiyonun asemptomatik seyrettigi
ifade edilmistir?. Ates, bas agrisi ve makulopapiler dokiinti ile seyreden orta diizeyde
hastalik ise olgularin %20’sinde gorilmektedir. Olgularin %1’den azinda 6liime neden
olabilen noroinvazif hastalik gelismektedir.

Bati Nil virusunun ilk kez 1937 yilinda Uganda’nin bir kdytinde atesli bir kadin hasta-
nin kan orneginde gosterilmesinden sonra 1999 yilina kadar ¢ok sayida salgin ve olgu
bildirimi yapilmistir. Salginlar arasinda uzun zaman araliklari bulunmasi nedeniyle, bu
hastalik 6nemli bir saghk sorunu olarak kabul edilmemistir. New York’da 1999 yilinda or-
taya cikan viral ensefalit salgini nedeniyle saglik otoriteleri bu hastalik tizerinde durmaya
baslamislardir®. Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (Centers for Disease Control and
Prevention; CDC) tarafindan 1999 yilindan sonra Kuzey ve Gliney Amerika, Afrika, Orta
Dogu, Avrupa ve Asya’dan bildirilen 24.000’den fazla olgu dogrulanmistir*. Ulkemizde
memelilerde ve insanlarda BNV seropozitifligini gosteren az sayida calisma yapilmis
olup, toplumumuzda bu virus ile enfeksiyonun varligiyla ilgili veriler sinirhdir. Bu calisma-
nin amaci, kan vericilerinde BNV seropozitifliginin gosterilmesidir.
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GEREC ve YONTEM

Calismaya, 2821 saglikh kan vericisinin serum ornekleri dahil edildi. Kan vericilerin-
den onay alindiktan sonra kan ornekleri toplandi ve serumlari ayrilarak -80°C’de saklan-
di. Kan vericilerine ait demografik veriler kaydedildi. BNV IgG antikorlari, yari-kantitatif
olarak ticari bir enzim imminolojik yontemi (ELISA) ile (WNV IgG, Euroimmun, Alman-
ya) ureticinin onerileri dogrultusunda aragtirildi.

Calismada ayrica, ELISA ile reaktif bulunan 69 ornek ile rastgele olarak secilen 60 se-
ronegatif 6rnek olmak Uzere toplam 129 6rnekte BNV RNA'sinin varli§i arastirildi. Bu
amacla “High Pure RNA Tissue Kit” (Roche, Almanya) kullanilarak serum 6rneklerinden
total RNA izole edildi. RNA saflastirma etkinligi ve miktarlari spektrofotometrik olarak ol-
clilerek (NanoDrop, ABD) kontrol edildi. Daha sonra “1°t Strand cDNA Synthesis Kit for
RT-PCR” (AMV) (Roche, Almanya) sistemi Ureticinin onerileri dogrultusunda kullanilarak
komplementer DNA (cDNA) olusturuldu. BNV RNA’sinin saptanmasi icin ticari bir ger-
cek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu sistemi (LightMix® Kit West Nile Virus, TIBMol-
biol, Almanya) kullanildi. Bu sistemde BNV genomundan NS5 bolgesine ait 11 baz cift-
lik amplikonlar ¢ogaltilmaktadir. Amplifikasyon karisimi “Light Cycler Fast Start DNA
MasterPLUSHybProbe” (Roche, ABD) kullanilarak hazirlandi. Reaksiyonlarda kit icinde su-
nulan ve 10'-10° hedef molekiil/reaksiyon olmak (izere 6 farkli konsantrasyonda bulu-
nan standartlar da es zamanl olarak kullanildi. Amplifikasyon, “Fluorescence resonance
energy transfer (FRET)” teknolojisi kullanilarak gerceklestirildi. Amplifikasyon programi;
95°C’de 10 dakika denatiirasyon, 95°C’de 5 saniye, 57°C’de 15 saniye, 72°C'de 25 sa-
niye olarak 45 dongilik cogaltma ve 40°C’den 95°C’ye kadar floresans okunmasi basa-
maklarini iceren protokol seklinde uygulandi.

Verilerin degerlendiriimesi 640 nm dalga boyunda “LightCycler Software version
2.0” ile yapildi. Veriler SPSS 10.0 istatistik paket programina girildi. istatistiksel karsilas-
tirmada Fisher kesin ki-kare testi kullanild.

BULGULAR

Calismaya alinan 2821 saghkli kan vericisinin 2653’0 erkek, 168’i kadin olup, yas
ortalamalari 34.88 + 9.3 (18-65) yil olarak hesaplanmistir. Toplam 2821 serum ornegi-
nin 28 (%0.9)’'inde BNV IgG antikor pozitifligi saptanmig; 41 (%1.4) ornekte ise sonug
sinirda pozitif olarak belirlenmistir. Dolayisiyla toplam 69 (%2.4) 6rnegin BNV serolo-
jisi icin reaktif oldugu kabul edilmistir. Pozitiflik saptanan dondrlerin yas arahginin 20-
64 yil (ortalama: 39) arasinda degistigi; 2'sinin kadin oldugu ve 7’sinin Ankara ili digin-
da yasadigi gorilmistir. Sinirda pozitif bulunanlarin ise biri kadin olup yas araliklari
22-55 yil (ortalama: 34) arasindadir ve 4'G Ankara disindan gelerek kan bagisinda bu-

lunmustur.

ELISA sonuclarinin molekdler bir ydntem sonuclari ile karsilastirmak amaciyla toplam
129 ornekte uygulanan gercek zamanli PCR yonteminde, caligilan tim &rnekler viral
RNA acisindan negatif olarak izlenmistir.
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TARTISMA

BNV cografi olarak tim Afrika, Avrupa, Amerika ve Asya kitalarina yayilmis olup, bas-
ta sivirisinekler olmak iizere kus, insan ve diger memelilerden izole edilmistir. Ulkemizde
BNV ile ilgili yapilan calismalar ise oldukca sinirldir. Enfeksiyonun tlkemizde varhi@inin ilk
serolojik kaniti 1970’li yillarda Meco® tarafindan gosterilmis ve Giineydogu Anadolu bol-
gesinde 937 kisinin serum 6rneklerinde BNV seropozitifligi hemaglitinasyon inhibisyon
yontemiyle %42.8 gibi oldukca yliksek bulunmustur. Ayni calismada seropozitifligin yas-
la birlikte arttigi vurgulanmistir®. 1980 yilinda Serter® tarafindan yapilan calismada, ay-
ni yontemle %29.1 oraninda seropoxzitiflik saptamistir®. 2006 yilinda Ozkul ve arkadas-
lan”, BNV seropozitifligini katirlarda %2.5, sigirlarda %4, kopeklerde %37.7, atlarda
%13.5, koyunlarda %1 ve insanlarda %20.4 olarak bildirmistir. Giineydogu Anadolu
bolgesinde 2007 yilinda yapilan bir caismada ise, 181 saglikh kisiden alinan serum 6r-
neklerinin %16sinda indirekt immiin floresan antikor testiyle pozitiflik bulunmus, bu se-
ropozitifliklerin %9.5'i plak rediiksiyon nétralizasyon (PRNA) testi ile dogrulanmistir®,
Calismamiz, simdiye kadar Turkiye’den bildirilen en genis kapsamli iki calismadan biri-
dir. Yakin tarihli diger calismada, 2516 saglikh kan vericisi ELISA yontemi ile taranmis ve
pozitif bulunan 25 (%0.99) 6rnek PRNA yontemi kullanilarak dogrulandiginda, %0.56
BNV pozitifligi g'cisterilmi§tir9. Bu calisma da bizimkine benzer sekilde Orta Anadolu bol-
gesinde gerceklestirilmistir. Toplam 2821 6rnegi taradigimiz bizim calismamizda dogru-
lanmamis seropozitiflik orani %2.4 olarak bulunmustur. Glineydogu Anadolu bdlgesine
gore Orta Anadolu bélgesinde sivrisineklerle bulasan enfeksiyonlarin daha az gorildugu
bilinmektedir. BNV seropozitiflgi bu bolgesel farkliiga uygun olarak, her iki calismada di-
ger calismalara gore dusiik bulunmustur.

Dinyanin farkli bolgelerinde yapilan calismalarda BNV seroprevalansi degisiklik gos-
termektedir. Gana’da yasayan erigkinlerde %27.9 olarak bildirilen seropozitiflik, sivrisinek
temasinin daha az gorildugu, saglik ve hijyen kosullarinin daha iyi oldugu ABD'nin Neb-
raska eyaletinde %9.5 oraninda saptanm|§t|r1 011 Bu calismada ayni zamanda sivrisinek-
lerde BNV porzitifliginin yiiksek oldugu bolgelerdeki insanlarda seropozitifligin de ytiksek
oldugu vurgulanmistir'!. Kanada’da yapilan bir calismada, kirsal kesimde yasayanlarda
%9.9 olarak saptanan seropozitifligin kentlerde 6 kat azaldigi belirtilmistir' 2. Hastaigin
Avrupa Ulkelerindeki insidansi ise birka¢ salgin disinda pek bilinmemektedir. Cek Cum-
huriyetinde %2.1 iken, italya’da saglikli bireylerde seropoxzitiflik saptanmamustir! 314, [s-
panya’da PRNA ile 504 saglkl bireyin serum 6rnekleri arastiriimis, 6zellikle kirsal kesim-
de yasayanlarin serumlarinda olmak tizere %0.6 poxzitiflik bulunmustur'>. 1994 ile 2001
yillari arasinda Avrupa ve Akdeniz tlkelerinde cikan cesitli salginlarda 1474 kisinin hasta-
landigi belirlenmistir' . Benzer salginlarin gelecekte de hastaligin prevalansini degistire-
bilecegi, cevresel ve iklim faktorlerinin bu prevalansa etkili olacagr aciktir.

Flaviviridae ailesinde yer alan viruslar arasinda tanisal serolojik testlerde cok ytiksek di-
zeyde capraz reaksiyonlar izlendigi bilinmekte ve bu durumun ayirt edilebilmesi icin IgG
seropozitifliklerinin dogrulanmasi gerektigi vurgulanmaktadir'”/'8. Bizim calismamizda
BNV tarama testi olarak ELISA yontemi kullaniimis, sonuglar viral niikleik asit varhgr aci-
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sindan PCR ile tekrar edilmis ve ELISA reaktif 69 6rnek ile rastgele secilen 60 seronegatif
ornek olmak lizere toplam 129 6rnegin timinden PCR ile negatif sonug alinmistir. Mo-
lekiiler yontemlerin BNV enfeksiyonlarinin tanisinda énemli bir yeri bulunmaktadir!'9-22,
Diger dogrulama testleri olarak PRNA veya virus izolasyonu yapilmasi da 6nerilmekte-
dir?3. Ancak laboratuvarimizin glvenlik diizeyinin canl virus partikdlleri ile calismaya uy-
gun olmamasi nedeniyle bu yontemlerin kullaniimasi mimkiin olmamistir. Serolojik ola-
rak IgG antikorlarinin gosterilmesi icin ELISA yonteminin kullanilabilecegi bildiriimekte-
dir?42%_ Bu nedenle calismamizda ELISA yontemi kullanilmistir. Ancak, flavivirus ailesinin
diger Uyeleri ile olusabilecek capraz reaksiyonlari goz oniine alinarak sonuclar “reaktif”
olarak kabul edilmistir.

Bati Nil virus enfeksiyonun kan nakliyle de kisiden kisiye bulasabilecegi bilinmekte-
dir?627_ Bu nedenle 6zellikle hastaligin endemik olarak goriildiigi bolgelerde kan veri-
cilerinin serumlarinda molekiler yontemlerle arastirma yapilmasi onerilmektedir?®. An-
cak bizim ve Ergiinay ve arkadaslarinin® verileri, seroporitifligin oldukca diisiik oldugu
bolgemiz kan donorlerinde BNV arastirmasinin gerekli olmadigini distindiirmektedir.

Sonug olarak sunulan bu ¢alismanin bulgulari, ilkemizdeki BNV enfeksiyonu varhgini
desteklemektedir. Ancak hastaligin insidans ve prevelansini saptamak icin, farkh cografi
bolgelerde ve konaklarda yapilacak genis kapsamli epidemiyolojik ve klinik calismalar ya-
rarl olacaktir.
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