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OZET

Bati Nil virusu (BNV) Flaviviridae ailesinde yer alan zarfli, ikozahedral simetrili bir RNA virusudur. Ana
rezervuari kuslar olmasina karsin virus insan ve diger memelilerde de cesitli enfeksiyonlara neden olmak-
tadir. BNV enfeksiyonlarinin insanlara en sik ve dogal bulasma yolu sivrisinek isirmasidir. Bununla beraber
insanlara farkli yollarla da bulasabilmektedir. Sivrisinek aracili olmayan bulasma yollarindan en 6nemlisi
virus ile kontamine kan ve kan urinleridir. Bu calismada, kan ve kan drinleri ile BNV bulas olasiliginin de-
gerlendirilmesi amaciyla, Ankara bolgesindeki saglikli kan donérlerinde “in house” gercek zamanli revers
transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile BNV RNA varliginin arastiriimasi planlanmustir. Calig-
maya 729 goniillii kan donérii (yas ortalamasi: 27.7 yil; 711'i erkek) dahil edilmistir. Onceki calismalar-
da serokonversiyonun heniiz olusmadigi erken enfeksiyon donemlerinde virusun kan transflizyonuyla bu-
lasabilecegi gosterildiginden, dondrlerin seropozitiflik durumu dikkate alinmamistir. BNV enfeksiyonlari
sivrisineklerin cogaldig yaz ve yaz sonu donemlerinde daha sik gorilduginden calismamiz Agustos-Ey-
Il 2009 doneminde gerceklestirilmistir. Katihmcilarin 702 (%96.3)'si Ankara ve ilcelerinde ikamet etmek-
te olup, 569 (%78)’u arboviral enfeksiyon riski olan (acik alanda bulunma, sivrisinek ve kene ile temas)
kisilerden olusmaktadir. Gercek zamanli RT-PCR analizleri sonucunda, calismaya dahil edilen serum &r-
neklerinin hicbirisinde BNV RNA varligi saptanmamistir. Calismamizin sonuglarina gore 6zellikle Ankara
bolgesi icin kan ve kan Grlnleri ile BNV bulas riskinin distik oldugu sdylenebilir. Ancak bolgemizde yapi-
lan calismalarda; kan donorlerinde BNV seropozitifliginin %0.56-2.4 oranlari arasinda saptanmis olmasi,
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bélgemizde muhtemel ve dogrulanmis BNV enfeksiyonlarinin bildirilmis olmasi ve ayrica yakin zamanda
cevremizdeki bazi tilkelerde BNV salginlarinin goriilmesi nedeniyle BNV bulas riski g6z ardi edilmemeli-
dir.

Anahtar sozciikler: Bati Nil virusu; kan donérti; gercek zamanli RT-PCR.

ABSTRACT

West Nile virus (WNV), a member of Flaviviridae family, is an enveloped, icosahedral symmetric RNA
virus. Primary reservoir hosts of WNV are birds, but the virus can cause various infections in humans and
other mammals. The most common and natural transmission way of WNV infections is mosquito bites,
however, humans can be infected by different routes. The most important non-mosquito transmission
route is contaminated blood and blood products. In this study, we aimed to investigate the risk of WNV
transmission through blood and blood products in Ankara, Turkey. The presence of WNV RNA was in-
vestigated by in house real-time reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) in serum
samples obtained from 729 healthy blood donors (mean age: 27.7 years; 711 were male), regardless of
the donor's seropositivity status since the virus can be transmitted at the early stages of infection when
seroconversion has not yet developed. Serum samples were collected in August-September 2009, the
period when these infections are more frequent due to mosquito activity. The vast majority of donors
(n=702, 96.3%) have been inhabiting in Ankara and 569 (78%) of donors have had risk factors for ar-
boviral infections (e.g. outdoor activity, mosquito and tick bites). WNV RNA was not detected by real-ti-
me RT-PCR analysis in any serum sample included in this study. According to the results of our study, it
can be said that the risk of WNV transmission through blood and blood products is low in Ankara. Ho-
wever, WNV seropositivity was detected within the range of 0.56 to 2.4% among blood donors in pre-
vious studies and probable and confirmed WNYV infections have been reported in our region. In additi-
on, WNV outbreaks have emerged in some countries neighbouring Turkey recently. Thus, the risk of
WNV transmission through blood and blood products should not be ignored and blood donor questi-
onnaires should be evaluated in detail.

Key words: West Nile virus; blood donor; real-time RT-PCR.

GiRis

Bati Nil virusu (BNV) Flaviviridae ailesi, Flavivirus cinsi icinde siniflandirilan, yaklagik
45 nm buyukliginde, zarfli, ikozahedral simetrili ve tek zincirli, pozitif polariteli RNA
genomu iceren bir arbovirustur'. BNV'nin dogal yasam déngiisiinde kuslar ana rezer-
vuar konaklardir; insan, at ve diger omurgallar ise vireminin disuk diizeylerde olma-
st nedeniyle viral déngiide minimal etkileri olan rastlantisal konaklardir'. BNV’nin te-
mel bulasi 6zellikle Culex cinsi sivrisinek isingi ile olur; ancak enfeksiyonun insanlara
sivrisinek aracili olmayan yollar (kan/kan Grinlerinin transflizyonu, organ nakli, diya-
liz, intrauterin veya anne siti, perkitan ve aerosol yol) ile de bulasabildigi gosteril-
mistir' 6. BNV enfeksiyonlari genellikle asemptomatik olarak gecirilmekle beraber, en-
feksiyonun seyri sirasinda Bati Nil atesi veya hastalarin %71‘inden azinda nérodejene-
ratif degisikliklerle karakterize ciddi hastaliklar da gelisebilmektedir'-2. BNV enfeksiyon-
larinin tanisi; hasta serumu veya beyin omurilik sivisi (BOS)’nda virusa 6zgul IgM ve
IgG antikorlarinin saptanmasi, hasta orneklerinde viral RNA'nin gosterilmesi veya virus
izolasyonuyla yapilir'.
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Diinyanin bircok bolgesinde goriilmekle beraber, son zamanlarda yakin cografyamiz-
daki Ulkelerde BNV enfeksiyonlarinda bir artis izlenmis ve 2009-2010 yillarinda bazi ul-
kelerde (Yunanistan, Romanya, Macaristan, Rusya, Israil, italya) salgin boyutunda enfek-
siyonlar bildirilmistir>”-. Ulkemizde BNV seroprevalansini belirlemeye yonelik calismala-
rin ge¢misi 30 yildan daha uzun sirelidir ve BNV seropozitifligi bolgelere gore degismek
lizere %1-57 arasinda bulunmustur®. Yine iilkemizde yapilan calismalarda saglikli kan
donérlerinde 9%0.56-2.4 oranlarinda BNV seroporzitifligi saptanmistir>'%1!, Ayrica 2009
yilinda Ankara’da, etyolojisi laboratuvar olarak dogrulanan semptomatik BNV enfeksiyo-
nu olgulari da tespit edilmistir'?>'%. Ulkemizde dogrulanmis ilk BNV olgulari olan bu has-
talar uygulanan tedavilerle klinik olarak diizelirken; Agustos 2010 tarihinde Manisa, Sa-
karya, izmir, Aydin ve Isparta’da toplam yedi olguya Bati Nil atesi tanisi konulmus ve
bunlarin ticii 8liimle sonlanmistir®, Bu olgular iilkemizde 6liimle sonuclanan laboratuvar
olarak kanitlanmis ilk enfeksiyonlar olmasi nedeniyle 6nem tagimaktadir.

Bu calismada, kan ve kan Grlinleriyle BNV bulas olasiiginin degerlendirilmesi amaciy-
la, gercek zamanli revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile saglikh kan
donorlerinde BNV RNA'si arastiriimistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, etik kurul onayi ile, 3 Agustos-23 Eylil 2009 tarihleri arasinda Gulhane As-
keri Tip Akademisi Kan Bankasi laboratuvarina kan bagisinda bulunan saglikli gondilliile-
re ait 729 serum ornegi dahil edildi. Serum 6rneklerinden RNA izolasyonu asit fenol-klo-
roform-izoamil alkol yéntemine gére yapildi'®. Calismada kullanilan primerlerin ve pro-
bun dizayni, OligoYap 4.0 isimli bilgisayar yaziimiyla gerceklestirildi'”. Virusun NSP-5
geni Uzerinde yaklasik 159 baz cift(bc)’lik bir bolgeyi hedefleyen oligolarin 6zgiinliikleri
internet yardimiyla GenBank’in BLAST ozelligi kullanilarak kontrol edildi ve MWG-Bi-
otech (Almanya) firmasina sentez ettirildi. Primer olarak P1 (ileri): 5'gccaccggaagttgag-
taga3’ ve P2 (ters): 5'gccgtagcgtggtctgacatt3’; prob olarak (5 3"): FAM-tgcgrctca-
accccaggaggac-BHQ kullanildi. Probdaki “r” kodu dejeneratif baz yapisini gdstermekte
olup (A/G), problarin dizayninda floresan boya olarak FAM (6-carboxy fluorescein), non-
floresan boya olarak da BHQ (black hole quencher) kullanildi. TagMan temelli gercek za-
manli RT-PCR islemi icin ince duvarli ve real-time PCR cihazinin optik okuyucusu icin uy-
gun olan 0.2 ml’lik tipler icinde her bir 6rnek icin Gniversal PCR Master Miks (1X) 12.5
ul, her bir primerden 10 pmol, TagMan prob 4 pmol, 2 U hot start taq DNA polimeraz,
2.5 U revers transkriptaz eklendi ve karigimin hacmi distile su ile 20 pl’ye tamamlandi.
Karisima son olarak 5 pl ekstrakte RNA ilave edildi ve PCR reaksiyonlari 25 pl toplam ha-
cimde gerceklestirildi. PCR déngiileri, Kubar ve arkadaslarinin'® calismasina gére uygu-
landi. Amplifikasyon donglileri; (i) cDNA sentezi icin 50°C’de 30 dakika baslangi¢ don-
gusu, (i) 95°C 10 dakika 1 dongu [Hot Start Tag DNA Polimeraz (Bioron GmBH, Ger-
many) aktivasyonu icin], (iii) 95°C 15 saniye ve 60°C 1 dakika olmak tizere toplam 40
dongu seklinde gerceklestirildi. Tim igslemler ve analizler ABI PRISM 7500 Sequence De-
tector (Applied Biosystems, ABD) cihaziyla yapildi.

Calismada pozitif kontrol olarak, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesinden temin
edilen NY-99 susunun 103 plak olusturan nite (PFU)/ml’lik stok soliisyonundan diliie
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edilerek hazirlanan 6rnekler kullanildi. Optimizasyon calismalari sirasinda, amplifiye edi-
len pozitif kontroliin farkl dilisyonlarina (3162, 316, 31.6, 3.16, 0.31 ve 0.03 PFU/ml)
ait PCR Urunleri agaroz jel elektroforezi ile de gortuintilendi (Resim 1). Elektroforez icin
%?1.8'lik agaroz jel hazirlandi. Amplikonlar 0.5X TAE buffer icinde 160 voltta 25 dakika
sabit akimda yurutuldi ve GelDoc 2000 jel goriintiileme cihazi (BioRad, ABD) ile goriin-
tulenip fotograflandi. Amplikon buyukltklerini belirleyebilmek icin GeneRuler™ 50 bp
DNA Ladder (Fermentas, Litvanya) kullanild.

BULGULAR

Calismamizda, pozitif kontroliin 3162, 316, 31.6, 3.16, 0.31 ve 0.03 PFU/ml konsant-
rasyon iceren orneklerinden RNA ekstraksiyonunu takiben gerceklestirilen PCR reaksi-
yonlarinda sirasiyla 29.9, 31.8, 35.9 ve 38.1 C, degerlerinde pozitiflik belirlenirken, son
iki dillisyon negatif bulunmustur (Resim 1).

Calismaya alinan 729 dondérin 711°i erkek, 18’i kadin olup, yaslari 21-60 (yas ortala-
masi: 27.7) yil arasinda degismektedir. Kan dondrlerinin 702’si Ankara ve ilcelerinde,
27'si ise Ankara disindaki cesitli sehirlerde ikamet etmektedir. Dondrlerin 569 (%78)'u,
arboviral enfeksiyon riski olan (acik alanda bulunma, sivrisinek ve kene ile temas) kisiler-
den olusmaktadir. Calismamizda, kan dondrlerine ait 6rneklerin hicbirisinde RT-PCR yon-
temiyle BNV RNA varli§i saptanmamustir.

TARTISMA

Amerika Birlesik Devletleri'nde 2002 yilinda ortaya ¢ikan BNV salgini sirasinda, 16 vi-
remik kan dondriinden trombosit slispansiyonu, eritrosit slispansiyonu veya plazma alan
23 kiside transfiizyon sonrasi bulas oldugu gésterilmistir®*. Transfiizyonu takip eden 2-
21 gun icinde alicilanin 15’inde BNV ile iliskili hastalik gelismis ve bu dondrlerde titresi
0.8-75.1 PFU/ml olan diisiik seviyeli viremi varligi saptanmistir®*. Dikkat cekici olan di-
ger nokta ise, bu dondrlerin hicbirisinde kan bagisi sirasinda saptanabilir diizeyde BNV

Resim 1. Jel kuyucuklarinda 1'den 6'ya sirasiyla 3162, 316, 31.6, 3.16, 0.31 ve 0.03 PFU/ml konsantrasyon-
larda hedef genom iceren pozitif kontrol 6rnekleri ile yapilan gercek zamanl RT-PCR reaksiyon tiriinleri (7 no‘lu
kuyucukta DNA adirlik belirteci bulunmaktadir).
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IgM bulunmamis olmasidir. Bu veriler, kisa sireli ve diistik dizeyli vireminin goruldigu
asemptomatik enfeksiyonlarda BNV’nin kan ve kan urunleriyle bulasabildigini goster-
mekte ve BNV seropozitifliginin arastirlmasinin bulasi 6nlemede yetersiz kaldigini orta-
ya koymaktadir. Organ nakli ile BNV'nin bulasabildigi ise 2003 yilinda rapor edilmis; or-
gan donoru olan kisinin organlari alinmadan bir giin 6nce kontamine kan transflizyonu
sonucu enfekte oldugu ve bu dondriin organlarinin nakledildigi hastalarda klinik BNV
enfeksiyonlar gelistigi bildirilmistir®. Yine dogum yaptiktan bir giin sonra BNV ile konta-
mine kan transflizyonu nedeniyle enfekte olan bir annede, 11 giin sonra BNV meneniji-
ti gelismis ve dogumdan bir glin sonra anne siti ile beslenmeye baslayan ve asempto-
matik kalan bebekte 25 giin sonra BNV IgM varligi gésterilmistir®. Tim bu olgular, kan
transfiizyonunun BNV bulasindaki 6nemine dikkat cekmektedir. Rabel ve arkadaslari-
nin'® Mart 2011 tarihinde yayinlanan calismalarinda, bazi orta Avrupa tilkelerinde 2006-
2010 yillari arasinda kan donérlerinde BNV seroprevalansinin arttigi bildirilmistir. Ulke-
mizde ise 2009-2010 yillarinda laboratuvar olarak dogrulanmisg ve 6limle sonuglanan
BNV enfeksiyonlari bildirilmistir®'2'S, Tiim bu veriler ve BNV viriilansinin arttigina dair
bulgular, bu enfeksiyonun ilerleyen yillarda diinyada ve lilkemizde daha da 6nem kaza-
nacagini géstermektedir?’.

Sivrisinek aktivitesindeki artisa bagh olarak BNV enfeksiyonlari insanlar arasinda yaz ve
yaz sonu dénemlerinde daha sik gériiliir'?. Bunu dikkate alarak calismamiza, Agustos-
Eyldl 2009 doneminde bagista bulunan kan dondrlerinin 6rnekleri dahil edilmistir. Do-
norlerin %78’inde acik alanda bulunma ve sivrisinek-kene temasi hikayesi bulundugun-
dan, calisilan grubun arbovirus enfeksiyonlari icin risk tasiyan bir 6rneklem oldugu du-
stindlebilir. Transflizyonla iliskili BNV bulasinda donérlerde dustik seviyeli (0.8-75.1
PFU/mI) viremi gorildigiinden dolayi hastalardan alinan serum 6rneklerinde BNV varli-
gini arastiracak yontemin saptama duyarliigi kritik nem arz etmektedir®#. Bu calisma-
da kullandigimiz yontemin saptama duyarliigi 35.9 C. ve 38.1 C.. degerleri baz alinmak
kosuluyla minimum 0.31-3.16 PFU/ml ve Uzeri olarak belirlenmistir. Bununla beraber du-
stk titreli degerleri saptayabilmek icin analizlerin dikkatli olarak yapilmasi 6nem arz et-
mekte olup, gerektiginde dongu sayisi artirlmahdir. Her ne kadar ¢calismamizda kan do-
norlerinde BNV RNA varli§i saptanmamis olsa da; BNV enfeksiyonlarinda vireminin kisa
stireli ve dislik diizeyde olmasi, bélgemizde yapilan ¢alismalarda kan dondrlerinde BNV
seropozitifliginin saptanmis olmasi, yine bulundugumuz bolge de dahil olmak tizere ul-
kemizde dogrulanmis BNV enfeksiyonlarinin bildirilmesi ve komsu tlkelerde BNV salgin-
larinin goriilmesi gibi nedenlerle, Glkemizde kan/kan Grtinleriyle BNV bulas riski goz ar-
di edilmemelidir®'%1113-15(jlkemizde bdlgelere gére seropozitiflik oranlarinin farkli ol-
masi nedeniyle bu riskin her bolge icin degisebilecedi ve ayrica salgin durumlarinda kan
transfiizyonuyla bulas riskinin arttigi unutulmamalidir®?!.
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