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OZET

ORSTEN S. Ankara Boélgesinde Bati Nil virusu ve Toskana virus
vektorlerinin  Aragtinlmasi. Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitisu Mikrobiyoloji Programi Yiksek Lisans Tezi, Ankara, 2013. Bati
Nil virusu (BNV) ve Toskana virus (TOSV), duyarli kisilerde atesli hastalik ve
merkezi sinir sistemi enfeksiyonu etkeni olabilen viruslardir. Bu viruslarin insana
bulagsmasi, vektdr roli oynayan sivirisinek ve kum sineklerinin kan emmesi
yoluyla gergeklesir. Ulkemiz, her iki virus icin de endemik bolgede yer
almaktadir ve vektor roli oynayabilecek turlerin varligi ortaya konulmustur.
Yapilan galismalar BNV ve TOSV'un Ankara ilinde aktivitesini gostermistir. Bu
calismada Ankara bolgesinde BNV ve TOSV igin vektor o6zelligine sahip
sivrisinek ve kum sineklerinin arastiriimasi ve vektorlerde BNV ve TOSV
saptanmasi amaclanmistir. Calisma 2012 yili Temmuz-EylUl aylarinda yapilimisg;
6 bolgede belirlenen 19 lokalitede standart Ornekleme gergeklestiriimigstir.
Orneklerin islenmesi standart ydntemlerle yapilmis; BNV antijenlerinin
saptanmasi icin ticari bir immunokromatografik test, BNV ve TOSV/phlebovirus
ndkleik asitlerinin saptanmasi igin de "nested" PCR yontemleri uygulanmistir.
Calisma suresince toplanan 1006 6rnegin %23.75'ini sivrisinekler, %76.25'ini
kum sinekleri olusturmustur. Sivrisineklerde tur dagilimlari %74.5 C.pipiens,
%20.9 An.maculipennis, %2.1 An.claviger, %1.6 Culiseta annulata ve %1
C.theileri olarak izlenmistir. Ornekleme tarihi, lokalite ve tiirlere gore
olusturuimus 65 havuzda BNV antijen ve nukleik asit incelemeleri yapilmis ve
negatif olarak saptanmistir. Tur tayini yapilan 384 erkek kum sinegi P.papatasi
(%36.2), P.halepensis (%27.3), P.major s.. (%19.3), P.sergenti (%8.9),
P.perfiliewi (%4.4), P.simici (%2.6), P.tobbi (%0.8) ve Sergentomyia sp. (%0.6)
olarak belirlenmig; 383 disi kumsinedi 6rneginde TOSV/phlebovirus nukleik
asitleri bulunmamistir. Arastirmada BNV ve TOSV vektort olan tarlerin varhigi

saptanmis ancak viruslara yonelik ¢calismalar negatif olarak izlenmistir.

Anahtar kelimeler: Bati Nil Virusu, BNV, Toskana Virus, TOSV, sivrisinek,

kumsinegi, Ankara
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ABSTRACT

Orsten S. Investigation of West Nile virus and Toscana virus Vectors in
Ankara Region. Hacettepe University Institute of Health Sciences, MSc,
thesis in Microbiology, Ankara, 2013. West Nile Virus (WNV) and Toscana
virus (TOSV) may cause febrile diseases and central nervous system infections
and even severe meningoencephalitis in susceptible individuals. Major
transmission route is via blood sucking of infected mosquitoes/sandflies, acting
as arthropod vectors. Turkey is located in the endemic region for these viruses
and activity of sandfly/mosquito species with vector competence have been
detected. The circulation of WNV and TOSV in Ankara province have also been
previously reported. The aim of this study is to identify mosquito and sandfly
species that may act as WNV and TOSV vectors in Ankara region and detection
of viral infections in vector arthropods. Sampling was carried out during July-
September 2012 in 19 localities in 6 regions. The specimens were processsed
via standard protocols and subjected to WNV antigen detection via a
commercial immunochromatographic assay and WNV/TOSV/phlebovirus
nucleic acid detection via nested PCR assays. A total of 1006 specimens were
collected which include 23.75% mosquitoes and 76.25% sandflies. Species
distribution in mosquitoes were observed as 74.5% C.pipiens, 20.9%
An.maculipennis, 2.1% An.claviger, %1.6 Culiseta annulata and 1% C.theileri.
Virus antigens and RNA could not be detected in 65 mosquito pools formed
according to the species, date and sampling site. Species distribution in 384
male sandflies were noted as P.papatasi (36.2%), P.halepensis (27.3%),
P.major s.l. (19.3%), P.sergenti (8.9%), P.perfiliewi (4.4%), P.simici (2.6%), P.
tobbi (0.8%) and Sergentomyia sp. (0.6%). A total of 383 female sandflies
evaluated individually for TOSV/phlebovirus RNA were negative. Although
species established as WNV and TOSV vectors have been identified, infections

were not detected in mosquitoes or sandflies in this study.

Key words: West Nile Virus, WNV, Toscana Virus, TOSV, mosquito, sandfly,

Ankara
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1. GIRIS

Gunumuzde kan emen eklem bacakl vektorlerle tasinan hastaliklar,
yeniden ortaya c¢ikan enfeksiyonlar olarak tum dunyada o6nemli halk saghgi
sorunlari sebebi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bunlarin en dnemlileri arasinda
yer alan ve arboviruslar tarafindan olugturulan hastaliklar; ayrica sitma,
leishmaniasis gibi vektor organizmalarla taginan diger birgcok hastalik, daha
once hi¢ gorulmedikleri Ulkelerde gorlilmeye baslamis ya da kontrol altinda

olduklari ulkelerde insidans artigi son yillarda dikkat ¢ekici duzeye gelmistir.

Bu durum, global nifus artisi, kontrolsiiz sehirlesme gibi demografik
faktorler; modern ulasim, gesitli sosyal degisiklikler; alan kullanimi, yeni sulama
teknikleri gibi tarimsal aktiviteler; ormanlarin tahrip edilmesi, hastalik
etkenlerinde olusan genetik degisiklikler; tasiyici vektdr tarlerinin degisen
dagihimlari ve global iklim degisiklikleri gibi pek ¢ok faktorle iligkili gorliimektedir.
Bdylece, onceden bolgesel ve "egzotik” olarak kabul edilen birgok virus; bunlari
tasiyan vektorler aracihgiyla yeni cografik alanlara girmekte, hatta epidemiler

olusturmaktadir.

Bu durumun dikkat c¢ekici ornekleri arasinda Bati Nil Virusu'nun 1999
yilinda Yeni Dunya'ya gecerek hizla yayilmasi ve onemli saglik ve cevre
sorunlari olusturmasi; ayrica énce vektor sivrisinek tiri Aedes albopictus'un,
ardindan Chikungunya virusunun Gulney Avrupa'da yerlesmesi sayilabilir.
Ulkemizde ise ilk olgularin tanimlandi§i 2002 yilindan bu yana klinik olgular
saptanmaya devam eden, dramatik hastalik tablosu nedeniyle kamuoyunun da
yogun olarak ilgisini ¢cekmis olan Kirrm Kongo Kanamali Atesi Virusu
enfeksiyonlari, vektdr kaynakli viral enfeksiyonlarin degisen epidemiyolojisi
acisindan onemli bir ornektir. Goruldigu gibi benzer o6zellikler gosteren ve
vektorleri Ulkemizde yaygin olan diger arboviral enfeksiyonlar konusunda
bilimsel veri elde edilmesi, toplum saghgl acisindan bir zorunluluk olarak

karsimiza ¢cikmaktadir.



Tarkiye, cografi konumu, klimatolojik ve ekolojik ozellikleri nedeniyle
vektor kaynakli birgok virus ve vektorlerinin yasam dongulerini devam
ettirebilecekleri uygun Ozellikler tagimakta, ayrica klinik agidan énemli birgok
arboviral hastalik icin endemik olarak kabul edilen bir bolgede bulunmaktdir.
Buna karsin, vektorlerle bulasan viral enfeksiyonlar konusunda tlkemiz kaynakli

veriler oldukga sinirlidir.

Vektor kaynakli hastaliklarin belirli bir bolgede varligi ve yayilliminin
saptanmasi, ayrica potansiyel olarak bolgeye giris yapabilecek diger
patojenlerin 6ngorulebilmesi ve gerekli korunma &nlemlerinin zamaninda
alinabilmesi igin, vektdér roli oynayan eklem bacakl tarleri ve dagilimi

konusunda veri elde edilmesi kritik duzeyde 6nemlidir.

Bu calismada son yillarda Ankara boélgesinde serosurveyans ¢alismalari
ve suregelen olgu bildirimleri ile aktivitesini surdurdugu bilinen Bati Nil virusu,
Toskana virusu ve diger phleboviruslar igin vektor 6zelligi gosteren sivrisinek ve
kum sineklerinin tanimlanmasi ve vektor turlerde ilgili viruslarin arastirilarak
bazi genetik 6zelliklerinin saptanmasi amacglanmistir. Calismamiz, Ankara

bdlgesinde konuyla ilgili en kapsamli incelemedir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Bati Nil Virusu
2.1.1 Tarihge

Bati Nil virusu, ilk kez 1937 yilinda Uganda’nin Bati Nil bolgesinde, atesi
olan bir kadin hastanin kanindan izole edilmistir (1). 1950’li yillarin basinda
Akdeniz bdlgesindeki cgesitli salginlar sirasinda, virusun epidemiyolojisi ve
ekolojisi tanimlanmistir (2). Kaydedilen ilk epidemi 1951 yilinda israil'in Haifa
kenti yakinlarinda ortaya cikmistir (3). Salgin boyunca cesitli klinik 6zellikleri
ayrintili olarak ilk kez tanimlanmis ve temel 6zellikleri, ates, basagrisi, miyalji,
anoreksiya, abdominal agri ve kusma olarak belirlenmistir. 1951 vyilinda
baslayan kapsamli bir BNV arastirmasi sonucunda, insanlardaki ve
hayvanlardaki seroslrveyansi ve vektdr tanimlanmasi ile virusun epidemiyolojik
ve klinik yonleri aydinlatiimistir. 1957 yilinda Israil’deki bir salgin sirasinda yasli
hastalarda siddetli nérolojik bulgulara neden oldugu saptanmistir. Sonrasinda
1962 yilinda Fransa’da, 1974 yilinda Guney Afrika’daki salginlarda da menenijit
veya ensefalit gelisen hastalar kaydedilmistir (4,5). YUrUtllen seroslrveyans
calismalari sonucunda c¢esitli hayvanlari enfekte edebildigi, 6zellikle BNV
nétralizan antikorlarin kuslarda yaygin olarak bulundugu gosterilmistir. 1960’1
yillarin basinda atlarda bulundugu, semptomatik ve siklikla fatal seyrettigi
saptanmistir. 1990’lara gelindiginde, norolojik bulgularin 6n plana c¢iktigi
Romanya (1996), Tunus (1997), italya (1998) ve israil (1998) salginlari
bildirilmistir (6). 1990’li yillarin ortalarina kadar Afrika, Asya, Orta Dogu ve
Avrupa gibi dogu yarimkire (Eski Dinya) bdlgelerinde benzer salginlar ortaya

cikmistir.

BNV’nun bati yarimkireye (Yeni Dinya) gegisi ilk kez 1999 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nin New York kentindeki salgin ile
gerceklesmistir. 1999 yili Agustos ayinin sonu itibariyle 59 hastada

meningoensefalit ve flasid paralizi gelisimi raporlanmistir. Ayni zaman diliminde



epizootik kuglarda artan 6lum orani dikkat gekmis, analizler sonucu etken Bati
Nil virusu olarak tanimlanmis ve eszamanl olarak israil’de ortaya c¢ikan virus
susuyla homolog oldugu gosterilmistir (7). Bati Nil virusu, 2000-2002 yillari
arasinda ABD'’de hizla yayilmis, 2.359 meningoensefalit olgusu ve 284 6lum ile
toplamda 4.156 BNV enfeksiyonu rapor edilmistir. Bu, bati yarimkurede
kaydedilen en buyuk arboviral ensefalit salgini olmustur (8). BNV gunumuzde

de Amerika kitasinda Kanada ve Glney Amerika'da yayilimini surdirmektedir.
2.1.2 Siniflandirma

Bati Nil virusu, Flaviviridae ailesi, Flavivirus cinsi, Japon ensefaliti virusu
(JEV) serokompleksi icerisinde siniflandinlan bir virustur. Flaviviridae ailesi
icerisinde BNV’nun yani sira sarl humma, Dengue, kene ensefaliti gibi vektorle
bulasan bircok virus bulunmaktadir. Benzer olarak JEV serokompleksi
icerisinde de BNV disinda Japon ensefaliti virusu (JEV), Alfuy virus (ALFV),
Cacipacore virus (CPCV), Koutango virus (KOUV), St. Louis ensefaliti virusu
(SLEV), Murray Valley ensefaliti virusu (MVEV), Usutu virus (USUV), Yaounde
virus (YAQOV) ve Kunijin virus yer almaktadir. Kunjin virus BNV’na antijenik ve
genetik olarak benzerlik gostermesi sebebiyle 1999 yilinda BNV’nun bir alt tipi

olarak yeniden siniflandiriimistir (9).

Cesitli kaynaklardan izole edilen BNV suslarinin dizi ve filogenetik
analizleri, tim dinyada izlenen 2 ana virus genotipi (“lineage”, kdken) olduguna
isaret etmektedir. Bunlardan genotip 1; Avrupa, Asya, Kuzey Afrika, Amerika
kitasi ve Avustralya ’da saptanan izolatlari (Kunjin virusu) kapsamaktadir.
Genotip 1’de siniflandirilan izolatlarin farkli subtipler/varyantlar halinde dagilhim
gOstermesi (subtip A: cogu Avrupa, Asya ve Amerika izolati, subtip B: Kunijin
virus, subtip C: Hindistan izolatlari) dikkati cekmektedir. Genotip 2 ise klasik
olarak Sahara alti Afrika ve Madagaskar'da bulunan izolatlari icermektedir.
Genotip 1’e bagl semptomatik hastalik ve élimlerin genotip 2’'ye gére daha
siklikla izlenmesi, bu genotipin virtlansinin daha yuksek oldugu yorumlarina yol
acmistir. Genotip 2 ise dusuk virllans gosteren Afrika’'ya 6zgul bir genotip

olarak kabul edilmistir (10-12). Ancak genotip 2 iginde siniflandirilan izolatlarin



Cek Cumhuriyeti-Avusturya bolgesinde ¢esitli kus turlerinde saptanmasi ve
yuksek patojen viruslarin varliginin gosterilmesi, her iki ana genotip igerisinde
dusuk ve yuksek patojen izolatlarin bulunduguna isaret etmektedir (13-16).
BNV’nin tanimlanan 2 ana genotipine ek olarak, Avrupa ve Asya’da en az 5
farkli genotipin bulundugu ortaya konulmustur. En son ispanya’dan rapor edilen
bu yeni genatiplerin virlansi ve insan patojeni olarak énemi hentz agiklanmis
degildir (13,17-19). Ancak guncel ¢alismalarda, Avrupa’da endemik bolgelerde
farkli genotiplerin ayni anda dolagimda olabilecedi gosterilmistir (13). Amerika

kitasinda da yeni bir genotipin baskin olarak saptandigi bildirilmistir (20,21).
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Sekil 2.1 Bati Nil virusu kokenlerinin tim genom dizilerinin filogenetik
analizi (22).



2.1.4 Virion Yapisi, Genom ve Replikasyon

Bati Nil virusu, zarfli, ikozahedral nukleokapsidli yaklagik 50 nm
bayuklugunde, pozitif polariteli, tek iplikli bir RNA virusudur. Yaklagik 12.000
baz ciftinden olusan genomun 5 ve 3’ uglarinda protein kodlamayan bdlgeler
(non-coding region, NC) bulunmaktadir. Virusun genomu ug¢ yapisal [kapsid (C),
membran onculu (prM) ve zarf (E)] ve yedi yapisal olmayan (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B VE NS5) protein kodlamaktadir (26) (Sekil 2.2).

Virusun yapisal proteinlerinden, C ana kapsid proteinidir ve genomik
RNA’ylI baglamaktadir. prM, virusun bir araya gelisi sirasinda erken fuzyonu
onlemenin yani sira E proteininin olgunlasmasina da katki saglamaktadir. E
proteini ise virusun hedef hucreye tutunmasi, flzyonu ve bir araya gelmesi
asamalarinda rol almaktadir. Bunun yani sira E proteini virusun serotip
Ozgullugunu  belirlemekte ve ndétralizan  antikorlarin  ana  hedefini
olusturmaktadir(27, 28).

NC ns2a ns4a NC
2 c I nNs3 || Nss 3
l ns2b ns4b
pr+M

Sekil 2.2 Bati Nil virusu genomu ve kodlanan yapisal-yapisal olmayan

proteinlerin sematik gosterimi (29).

Virusun yapisal olmayan proteinlerinin temel iglevi, viral replikasyon ve
transkripsiyonu duzenlemek ve konagin antiviral yanitini module etmektir. Bu
proteinlerden NS1, viral replikaz icin kofaktor aktivitesi gostermektedir. NS2A
virusun bir araya gelisinde rol almasinin yani sira interferon yanitini
baskilamaktadir. NS2B, NS3’lUn proteolitik aktivitesi icin kofaktor gorevi
gormektedir. NS3 ise proteaz, NTPaz ve helikaz aktivitesine sahiptir. NS4A

endoplazmik retikulumun (ER) modifikasyonu ve hizli yayilimdan sorumluyken,



NS4B, interferon yanitini bloke etmektedir. NS5 ise RNA-bagimli RNA

polimeraz enzimi ve virusun replikaz enzimidir (30) (Sekil 2.2).

BNV replikasyonu, virusun hucre ylzeyindeki 6zgul reseptore
tutunmasiyla baslamaktadir. Ancak BNV’nin hicre ylzeyinde kullandigi
reseptorler tam olarak bilinmemekle beraber, in vitro kosullarda hicre
yuzeyinde baglandigi molekuller yizey lektinlerinden DC-SIGN, DC-SIGNR ve
integrin  oB3 olarak belirtiimis, ancak ndronlar gibi patogenezde Onemli
hlcrelere giriste kullanilan reseptor henlz kesin olarak gosterilememistir. Hlcre
reseptorine tutunmanin ardindan reseptore bagimli endositoz mekanizmasini
kullanarak hucre igerisine alinir. E proteinindeki pH'ya bagli konformasyonel
degisiklik sonucu virus zarfl ile endozomal membranin flizyonu gergeklesir ve
ardindan nukleokapsid sitoplazmaya gecger. Pozitif polariteli tek iplikli genomik
RNA, mRNA gorevi yapar ve ER ile iligkili membran sisteminde virus, replikaz
enzimini kullanarak genoma komplementer negatif polariteli RNA sentezler ve
bu moleklltd kalip olarak kullanarak yeni pozitif polariteli viral RNA’larin
olugsmasini saglar. Sentezlenen yeni RNA’lar ya viral proteinlerin sentezini
surdirir ya da kapsid icerisine paketlenir. Virusun olgunlasmasi ER’da
gerceklesmekte ve buradan tomurcuklanan olgunlagsmamis partikiller pri
proteini icermektedir. Trans-golgi aginda gecisi sirasinda prM proteini
parcalanir, olgun M proteini iceren enfektif virion olusur ve ekzositoz ile hicreyi
terk eder (30).

2.1.6 Yagsam Dongusi

Bati Nil virusunun, virus dogadaki devamini kuslar ve ornitofilik
sivrsisinekler arasinda gerceklesen bir dongu saglamaktadir. Kuslar virusun
primer konagi olup, yuksek viremi duzeyi uzun sure korunmasina karsin
enfeksiyon siklikla asemptomatik seyretmektedir. insanlar ve atlar gibi diger
omurgalilarda vireminin dugsuk ve kisa sureli seyretmesi sonucu bu canlilar son
konak (dead-end host) olarak kabul edilmektedir (31).
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Sekil 2.3 Bati Nil virusunun dogadaki yagsam dongusu.

Virus farkli ekolojik ve davranis dzellikleri gdsteren 60 civarinda sivrisinek
tirinde gosterilmis olmasina kargin bunlarin tamaminin bulasmada énemli rol
oynadidi kesin degildir (32,33). Avrupa’da 4, Afrika ve Amerika’da 11 farkli
sivrisinek cinsinden (Culex, Ochlerotatus, Aedes, Anopheles, Coquilletidia,
Aedemomyia, Mansonia, Mimomyia, Psorophora, Culiseta ve Uranoteania) ve
Akdeniz bdlgesinde (israil, Misir ve Cezayirde) cogunlukla Culex cinsi (Culex
antennatus, Culex univittatus ve Culex pipiens) sivrisineklerden virus izole
edilmistir (34). Culex cinsi sivrisineklerin, virusun yayllmasindaki en etkin vektér
oldugu dusunulmektedir. Ayrica bu cins sivrisineklerde virusun dogal ve
deneysel olarak vertikal gecisi gosterilmistir (34). Bati Nil virusunun bulas
dongusunde kenelerin de rolu olabilecegine dair birgok g¢alisma yapilmigtir.
Virus, yumusak (Argasidae, Argas spp.) ve sert (Ixodidae, Hyalomma spp.)
kenelerden izole edilmigtir ancak bu yolun virusun epidemiyolojisine etkilerinin
kisitli oldugu disundlmektedir (34) (Sekil 2.3).



Kanatllar, BNV icin en onemli rezervuardir ve ylksek duzeyde viremi
olusturur. Saha ve laboratuvar calismalari ile bircok kanatli tarinin BNV
enfeksiyonuna duyarli oldugu gosterilmistir (32,35,36). Enfeksiyonun enzootik
oldugu eski dunyada kanatlilarlarda BNV enfeksiyonu belirgin bir semptom ya
da mortalite olusturmaz. Buna karsin BNV enfeksiyonlari, Israil ve Amerika
kitasinda, karga ailesinde (Corvidae) siniflandirilan turler basta olmak Uzere
kanathlarda o6nemli dizeyde mortalite ile seyretmis, cevrede toplu kus
olumlerinin gézlenmesinin bodlgesel virus aktivitesine isaret ettigi saptanmigtir
(32,37,38). Virusun kanatlilara bulagmasi en belirgin olarak vektor sivrisinekler
araciliiyla gerceklesir. Buna ek olarak, oral ve fekal-oral yolun da virusun
dagilimina katkida bulundugunu gdsteren kanitlar vardir (39). Epidemiyolojik ve
filogenetik veriler, virusun eski dinyada farkli bolgeler arasindaki dagiliminda
gb¢men kuslarin etkili olduguna isaret etmektedir. Gé¢gmen olmayan, ancak
belirli bir bolgede yasayan kus tlrlerinin ise, bdlgesel BNV aktivitesinin
surdurtlmesi ile iligkili oldugu dustnutlmektedir (40,41).

Cesitli memeli tarleri de BNV ile enfekte olmasina ve Klinik belirti
gOstermesine karsin, viremi dizeyinin vektor sivrisinekleri enfekte edecek
dizeyde olmamasi nedeniyle son konak olarak tanimlanirlar. BNV enfeksiyonu
en sik olarak insanlar ve atlarda saptanmaktadir (34). Ek olarak diger memeliler
(kdpek, kedi, ayl, domuz, geyik, rakun, tavsan vb.), amfibianlar ve siringenler
(kurbaga, timsah), rodentler ve yarasalarda da BNV enfeksiyonlari saptanmigtir
(34,42-48). Bunlarin g¢ogunun, virusun yasam dongusltne etkilerinin sinirli
oldugu dusunulmesine ragmen, surungenlerin uzun sdreli viremi olugturarak
virusun kis aylarinda hayatta kalmasini saglayarak amplifikasyona katkisi
bulunmasi muhtemeldir (44,45) (Sekil 2.3).

2.1.7 Patogenez, Klinik Bulgular ve Tani

BNV’'nin konakta devamliligini saglamasi ve hastalik olugsturabilmesi,

hedef hucrelerini enfekte etme ve immin yanittan kagabilme basarisina

baglidir. BNV’nin vektor ile konaga inokulasyonu sonucu ilk replikasyon deri
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Langerhans hucrelerinde gergeklesmektedir. Langerhans hacrelerinin lenf
nodlarina gogu ve ulasmasinin ardindan viremi olugsmaktadir. Viremi sirasinda
dalak ve bobrek gibi periferal organlarin enfeksiyonu gorulmektedir (30).
Enfekte kisilerde viremi, hastalik semptomlarinin ortaya ¢ikmasindan 2 gun
once baslar ve yaklagik bir hafta sonrasina kadar devam etmektedir (24).
Immiin yanit etkisiyle serum ve organlardan temizlenmesine ragmen konagin
immun yanitindan kagan viruslar bazi hastalarda merkezi sinir sistemi
enfeksiyonuna sebep olmaktadir. Virusun kan-beyin bariyerini asma
mekanizmasi tam olarak aydinlatiamasa da endotel hicrelerinde cesitli
sitokinlerin etkisiyle gecirgenligin arttigi dusunulmektedir (30). BNV merkezi
sinir sisteminde beyin, beyin sapi ve medulla spinalis’te bulunan noéronlari
enfekte etmektedir. Bu hulcrelerde dejenerasyon, yapi ve fonksiyon kaybi ile
apoptoz gorulmektedir (24).

Bati Nil virusu enfeksiyonlarinda, maruziyet sonrasi inkiibasyon suresi 3-
15 gln arasinda degismektedir (49). Bati Nil enfeksiyonu ¢ogu olguda
asemptomatik seyretmektedir (50). Buna karsin semptomatik seyreden kisilerde
genellikle; grip benzeri semptomlar, ani ates yukselmesi, bas agrisi, miyalji,
halsizlik, istahsizlik, mide bulantisi ve kusma oldugu bildiriimektedir. Bazi
durumlarda makulopaptler veya roseolar dokuntli gdézlenebilmektedir (49,50).
Bati Nil virusu ile enfekte olan hastalarin %1’den azinda menenijit, ensefalit
veya meningoensefalit gibi noérolojik semptomlar gorilebilmektedir. Ozellikle
yasli hastalar norolojik semptomlarin gelismesi acisindan daha duyarlidir. Nadir
olarak fulminant hepatit, pankreatit ve miyokardit de saptanmaktadir (34).

BNV enfeksiyonlarinin tanisinda virusun izolasyonu, viral antijenler ya da
nukleik asidin saptanmasi ve virusa karsi olugan 6Ozgul immun yanitin
g6steriimesi  yaklasimlari  uygulanmaktadir.  insanlardaki semptomatik
enfeksiyonlarin tanisi ya da c¢esitli hayvanlarda sirveyans amagcli ¢alismalarda,
amaca uygun yaklasimlar tercih edilmektedir (50). Virusun izolasyonu, hicre
kulturlerinde uretilebilen diger viruslarda oldugu gibi BNV icin de altin standart
yontemdir. Ancak yuksek viremi izlenen vektorler ve kusglar diginda izolasyon
calismalari genellikle olumlu sonu¢ vermemektedir (50-52). Viral RNA'nin RT-

PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction; ters transkripsiyonlu
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polimeraz zincir tepkimesi) yontemiyle saptanmasi tani ve tarama amagl
uygulamalarda sik olarak yararlanilan bir yaklasimdir (52). Viral genomun farkl
bdlgelerini hedef alan primer/prob setleri, ayrica standart/’nested” RT-PCR ve
standart/gergcek zamanli RT-PCR yaklasimlari uygulanmaktadir. Viral RNA'nin
saptanmasi genel olarak analitik duyarlligi ¢ok yuksek olan bir tani yaklagimidir
(52-54). BNV’ye bagli enfeksiyonlarin tanisinda siklikla serolojik testlerle 6zgul
antikorlarin varhiginin tespiti yaklagsimi uygulanmaktadir (50). BNV antikorlarinin
saptanmasi i¢in enzim temelli immunolojik test (ELISA), indirekt floresan antikor
testi (IFAT), plak reduksiyon notralizasyon testi (PRNT) gibi yontemler
kullanilmaktadir. BNV enfeksiyonlarinin  serolojik tanisinda Flaviviruslar
arasinda izlenen c¢apraz reaksiyonlar guglik vyaratabilmektedir. Boyle
durumlarda antikor o6zgulluginin PRNT ile dogrulanmasi gerekmektedir
(55,56). Vektor sivrisinekler ve kanatlilarda tarama calismalarinda kullaniimak
Uzere, viral antijenlerin saptandigi ¢esitli ticari test sistemleri de bulunmaktadir
(57-59).

2.1.8 Epidemiyoloji, Korunma ve Kontrol

Bati Nil enfeksiyonu, vektor araciigi ile bulasan virus enfeksiyonlari
arasinda dinyada en yaygin goérulen arboviral enfeksiyondur. Cografi olarak
dagiliminin bu kadar genislemesine iklim degisikliklerinin yani sira insan
aktivitelerinin de katkisi bulundugu duisinulmektedir. Artan tasimacilik (insan,
hayvan, bitki vs.), vektor kontrol programlari, sehirlesme projeleri ve askeri
aktiviteler etkisi oldugu dustntlen faktérlerdendir (60).

Bati Nil virusunun, kuglara bulagsmasi ¢cogunlukla enfekte sivrisinegin kan
emmesi sirasinda gerceklesir. Ek olarak kuslar arasinda oral ve fekal-oral
bulaglar oldugu da gosterilmistir (39). Ozellikle gé¢men kuslar aracih@i ile
dagilimi genisleten virus, gogmen olmayan kusglarla da bulundugu bodlgede
devamliligini sagladigi dusunulmektedir. Virusun insan ve atlara bulasinda da
en etkin yol enfekte sivrisinegin kan emmesi olmaktadir. Bunun yani sira kan ve
kan Urunlerinin transfiizyonu, organ transplantasyonu, transplasental yol ve

anne sutu ile de bulagin meydana geldigi gosterilmistir (30).
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BNV insidansi Kuzey Amerika, Avrupa ve Akdeniz havzasinda iliman
iklime sahip bdlgelerde mevsimsel 6zellik gosterir ve en yuksek virus aktivitesi
temmuz-ekim aylari arasinda izlenir (34,40). Amerika Birlesik Devletleri’nde
virusun guneye yayillimiyla birlikte insan olgularinin saptandigi sure geniglemis
ve nisan-aralik aylarini da igine almaya baslamigtir (40). Guney Afrika’da ise
bulasma, yilin ilk ilkbahar ve yaz yagmurlari ile artis gostermektedir (5).

Eski dunyada BNV’ye bagli enfeksiyonlar 50 yili askin bir siredir
saptanmakta ve vektor sivrisinekler, at, insan ve diger ¢esitli konaklardan Afrika,
Avrupa, Akdeniz ve Ortadogu, Asya’nin gesitli diger bolgeleri ve Avustralya’dan
(Kunjin virus) rapor edilmektedir. ilk zamanlarda dislk patojeniteye sahip bir
ajan olarak kabul edilen BNV'nin etken oldugu ve ensefalit olgularinin izlendigi
epidemiler, 1951-54 ve 1957 yillarinda israil, 1962-63 yillarinda Fransa ve 1974
Guney Afrika saptanmigtir. Takip eden yillarda Akdeniz havzasinda saptanan
belli basli BNV epidemileri Cezayir, Fas, Tunus, Romanya, Cek Cumhuriyeti,
israil, Rusya ve Fransa’dan rapor edilmistir (32,40,61,62,63). Son olarak daha
onceden diger konaklarda duyarli virusun varhg tanimlanmis olan italya ve
Macaristan’da insan BNV olgulari saptanmis; 2010 yili temmuz-adustos
aylarinda ise Yunanistan'dan ilk kez BNV’nin etken oldugu bir salgin bildirimi
yapilmistir (64-67) (Tablo 2.1). 1999 vyilindan ©Once bati vyarikirede
rastlanmayan BNV, 1999'da 6nce New York sehrinde saptanmis, daha sonra
hizla Amerika Birlesik Devletleri'nde yayilarak kuzeyde Kanada ve Glney
Amerika’ya ulagsmistir (63,68,69).

BNV enfeksiyonlarinda &6zgul bir antiviral tedavi bulunmamakta,
semptomlarin giddetine gore destekleyici tedavi yaklasimlari uygulanmaktadir.
In vitro ¢alismalarda ribavirin, alfa interferon ve pirazidin nukleotidlerinin antiviral
aktivitesi saptanmis olmasina karsin, bu bilegiklerin klinik kullanimina iligkin
calisma bulunmamaktadir. Tedavi ve proflaksi amaciyla hiperimmin serum
uygulamasinin etkinligi ile ilgili veriler celigkili, kontrolli klinik caligmalar
yetersizdir. insanlarda kullanim ruhsati almis bir asi bulunmamaktadir.
Enfeksiyonun &nlenmesinde en o©Onemli nokta, duyarli Kkisilerle enfekte
sivrisineklerin temasinin, kigisel korunma Onlemleri ve vektor kontrol

programlari ile 6nlenmesidir (32,50).
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Tablo 2.1 Avrupa Birligi ve bazi komsu uUlkelerde 1990-2010 yillar arasi

saptanan Bati Nil virusu aktivitesi (*: Sivrisineklerde BNV saptanmasi)

Turler/Klinik Semptomlar

Ulke Yil
insan At Kusg
Cezayir 1994 var
Avusturya 2008 bilinmiyor
Hirvatistan 2001-2002 yok
Cek 1997 var
Cumbhuriyeti* 2004-2006 yok
- 2000 var
Fransa™
2003-2004-2006 var var
Yunanistan 2010* var
Macaristan 2003-2008 var
; 1998-1999 var var
Israil
2000 var
5 1998 yok var yok
ltalya™®
2008-2009 var var yok
Fas 1996-2003 var
Polonya 2006 yok
1971*
Portekiz
2004* var
Romanya 1996 var var var
Rusya 1999-2005-2006 var
: 2003-2005 yok
Ispanya
2004 var
Tunus 1997 var

2.1.9 Turkiye'deki Durum

Turkiye,

BNV icin

endemik kabul

edilebilecek bir

cografyada

bulunmaktadir. Ayrica Ulkemiz, cografi konumu ve iklimsel 6zellikleri nedeniyle,

hem vektor turlerinin hem de birgok farkl kus tlrinin yasamasina olanak

saglamaktadir. Ulkemizde BNV icin vektér kapasitesi bulunan cesitli sivrisinek

turlerinin varhgi bilinmektedir (70).
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Bati Nil virusunun Turkiye’deki varhigina iligkin ilk veri 1971 yilinda
Ankara ve Hatay illerinde yapilan ¢alismada koyunlarin BNV’ye karsi notralizan
antikor varlig1 saptanmasiyla elde edilmigtir (71). 1980 yilinda Ege bdlgesinde
yapilan bir ¢calismada 1074 kisinin %29.1’inde BNV antikorlari saptanmis, bu
sonucun %74’luk bir bolumu de ndétralizasyon testi ile dogrulanmistir (72). 2007
yilinda Guneydogu Anadolu’da Sanliurfa ve Siverek bolgelerinde de %9.4
oraninda BNV noétralizan antikor varligi gosterilmistir (73). Diger bir calismada
ise Hatay, Adana, Antalya, Mugla, izmir, Sanliurfa, Bursa ve Ankara da bulunan
10 farkli ilden toplanan Ornekler incelenmis; buylkbas hayvanlarda %4,
kopeklerde 37.7%, atlarda %13.5, katirlarda %2.5, insanlarda %20.4 ve
koyunlarda 1% oranlarinda BNV nétralizan antikorlari gosterilmis, incelenen
batun bdlgelerde BNV maruziyeti saptanmistir (74). Kuzey ve Orta Anadolu
bdélgesinde kan dondrlerinde yapilan bir seroprevalans calismasinda ise
Ankara, Konya, Yozgat ve Sivas illerinde yasayan saglikli kan dondrlerinin

%0.56'sinda BNV nétralizan antikorlari varligi gdzlenmistir (75) (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4 Ulkemizde Bati Nil Virusu seroreaktivitesi saptanan iller
(Ozbel Y, Alten B, Ergiinay K, Ozkul A. ECDC toplantisi, Paris, 2010).

Serolojik ¢alismalar BNV maruziyetinin tlkemizde uzun bir suredir var oldugunu
gOstermesine kargin, tanisi kesinlesmis olgu sayilari gorece kisitli sayidadir ve
cogunlukla BNV'ye baglh merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari seklindedir (76).
Sporadik vakalar seklinde rapor edilmis olgular 2009 yilinda saptanmaya
baslamig; 2010 yilinda ise Ege bolgesi basta olmak Uzere ¢esitli illerden 35
muhtemel ve 12 serolojik olarak dogrulanmigs BNV enfeksiyonu olgusu izlenen
bir salgin ortaya cikmistir (77-80). Ayni yilda Ankara ilinde iki olgu saptanmis;
2011 yilinda olgularin saptanmasi devam etmig, Ankara ve Eskisehir kaynakli at
ve insan enfeksiyonlarinda yapilan kismi genom analizlerinde, Ulkemizde
dolasimda bulunan virusun "Lineage 1" izolatlarina benzerligi ortaya
konulmustur (81-83). Ayni koken viruslarin etken oldugu enfeksiyonlar Ankara
ilinde 2012 yilinda da saptanmistir (84).

BNV'nin vektor veya rezervuar gorevi goren turlerde arastirilmasi, az

sayida galismaya konu olmustur. Glineydogu Anadolu bélgesinde yapilan bir
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calismada sivirisineklerde virus varligi dogrulanamamig; Kizilirmak deltasi ve
Karadeniz bolgesinde yapilan ¢alismalarda ise dogada yasayan kus turleri ve

sert kenelerde virus saptanmamigtir (85-87).

2.2 Toskana Virus ve Diger Phleboviruslar

2.2.1 Tarihge

Kum sineg@i atesinin ("Phlebotomus” atesi), Avusturya ordusunda 1909
yilinda izlenen bir epidemide fark edildigi, bulastirilabildigi ve filtre edilebilen bir
ajanin bu epidemiye neden oldugu saptanmistir (88). 1941 yilinda Misir'da
askeri birlikleri etkileyen diger bir salgin ortaya c¢ikmis, Il. Dunya Savasi
sirasinda da Kuzey Afrika ve Akdeniz’e giden Amerikan ve ingiliz askeri
birliklerinde yuksek enfeksiyon oranlari géralmuastur (89). Ardindan sivillerde de,
Ozellikle turistik amacgla Orta Avrupa ve eski Sovyetler Birligi'ne seyahat dykusu
olan kigilerde enfeksiyonun ortaya ¢iktigi bildirilmistir (90). Phleboviruslara bagli
en buyulk salginin, 1948 yilinda Sirbistan’da ortaya ¢iktigi bildirilmis, sonrasinda
Kuzey Afrika, Ortadogu ve Orta Asya’da da salginlara sebep oldugu
gosterilmistir (91). 1. Dlinya Savasi sirasinda ¢ikan epidemide Sabin, serolojik
olarak farklihk gosteren 2 ajan izole etmis; bunlar "sandfly fever" Sicilya virusu
(SFSV) ve "sandfly fever" Napoli virusu (SFNV) olarak tanimlanmistir (88).
Sonrasinda benzer yapisal ve genomik oOzellikler gésteren birgok virus izole
edilmis ve Bunyaviridae ailesi igerisinde yer alan Phlebovirus cinsine dabhil
edilmigtir.

Toskana virus (TOSV) ise, ilk kez 1971 yilinda italya’da izole edilmis,
1980 yilinda ise Phlebovirus cinsi igerisine yerlestirilmistir. TOSV'un SFNV ile
antijenik benzerlik gésterdigi saptanmistir (92,93). TOSV sonrasinda italya’nin
farkh bolgelerinde Phlebotomus perfiliewi tlrl kum sineklerinden ve Pipistrellus
kuhli tGri yarasanin beyninden izole edildigi bildiriimistir (94). Takip eden
calismalarda TOSV'un insanlarda ortaya cikan ndrolojik hastaliklarla iligkili
oldugu ortaya konularak kum sineQi atesi etkenleri arasinda ndrotropizm

gosteren tek virus olarak tanimlanmigtir (92). TOSV endemik bdlgelerde
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Ozellikle bahar ve yaz aylarinda insanlarda izlenen viral aseptik menenjit

etkenleri arasinda en dnde gelenlerden birisi olmaya devam etmektedir (95).

2.2.2 Siniflandirma

TOSV ve kum sinegi atesi etkeni olan diger phleboviruslar, Bunyaviridae
ailesinin  Phlebovirus cinsinde siniflandiriimaktadir.  Uluslararasi Virus
Taksonomi Komitesi'nin 9. raporuna gore, Phlebovirus cinsinde yer alan 68
farkl izolat, 9 virus grubu veya serokompleks (SFNV, Salehabad, "Rift Valley"
fever, Uukuniemi, Bujaru, Candiru, Chilibre, Frijoles ve Punta Toro) olarak
gruplandiriimakta, SFSV ise ayri bir serokompleks olarak dnerilmektedir (96).
Phlebovirus serokompleksleri arasinda genetik yakinlik ve serolojik gapraz
reaksiyonlar degisen oranlarda izlenmekte, ayri serokomplekste yer alan
viruslar arasinda ise belirgin ¢apraz reaksiyonlar izlenmektedir. TOSV, dnerilen
gruplardan SFNV serokompleksi iginde yer almakta, SFSV ise, kendi adi
verilen ayri bir serokomplekste bulunmaktadir (97). TOSV'un cografi dagilim
farkhligi gosteren iki genotipi saptanmigstir. Bunlardan A genotipi Fransa'nin bir
kismi ve italya kékenli izolatlari kapsarken, B genotipi ispanya ve Fransa'da
dolasimda bulunmaktadir. Ayni bdlgede birden fazla genotipin bulunabildigi de
rapor edilmistir. TOSV genotipleri arasinda virllans ya da klinik 6zellikler

acisindan belirgin bir farklilik hentz bildirilmemistir (95, 98).
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Pa Ar 2381, Panama, 1975
L GML 902878, Panama, 1976
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Sekil 2.5 Phlebovirus S segmenti nukleotid dizilimine goére filogenetik

iliskiler. TOSV, Napoli serokompleksinde izlenmektedir (97).

2.2.3 Virion Yapisi, Genom ve Replikasyon

Diger phleboviruslarla benzer sekilde TOSV, 80-120 nm buyukligunde,
ikozahedral simetrili, heliksel nukleokapsid igeren zarfli bir virustur. Viral genom
nukleokapsid proteinleri tarafindan korunan 3 parca negatif polariteli ya da
ambisens tek iplikli RNA'dan ("Large" L - 6.5-8.5 kb; "Medium" M - 3.2-4.3 kb ve
"Small" S - 1.7-1.9 kb) meydana gelir. Bunlardan S segmenti, 1869 nukleotitten
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olusmakta ve 2 protein (N protein-nukleokapsid protein ve NSs protein-yapisal
olmayan protein) kodlamaktadir. M segmenti ise 4215 niukleotitten meydana
gelmekte ve tek bir protein kodlamaktadir. Bu protein post-translasyonel
modifikasyon ile 30 kDa’luk NSm yapisal olmayan proteinine ve 65 kDa’luk zarf
glikoproteinleri Gn ve Gc'ye donusturulmektedir. L segmenti ise, yaklasik 6400-
6700 nukleotit uzunlugunda olup, 239 kDa'luk viral RNA bagimh RNA
polimerazi kodlamaktadir. Genomik segmentlerin u¢ bdlgelerinin identik
sekanslara (3'-UGUGUUUC ve komplementer &' dizileri) sahip oldugu
gosterilmistir (99). Bu bdlgelerin replikasyon, transkripsiyon ve genom

paketlenmesinde rol aldig1 dusunulmektedir (100,101).

Viral glikoproteinler (Gn ve Gc)

Viral Polimeraz

Sekil 2.6 Phlebovirus virion yapisinin  sematik  gOsterimi

(http://viralzone.expasy.org/'dan uyarlanmistir)

TOSV'un her uU¢ genom segmentini kullanarak kodladigi proteinler
nukleokapsid (N), viral polimeraz (L), zarf glikoproteinleri Gn ve Gc, yapisal
olmayan ve viral replikasyonda rol alan proteinler NSs ve NSm seklindedir.

Bunlardan N, L ve NSs proteinleri, virion yapisinda da saptanmaktadir (92,100).
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TOSV replikasyonu, virusun Gn-Gc zarf glikoprotein dimerlerinin hicre
membrani ile etkilesime gegip, endositoz yoluyla hicreye girisiyle
baslamaktadir. Viral zarfin endozom membraniyla asit ortamda birlesmesinin
ardindan nukleokapsid soyulmasi gergeklesir ve genom segmentlerini igeren
ribonUkleoproteinler sitoplazmaya gecger. Sonrasinda sitoplazmada replikasyon,
transkripsiyon ve translasyon asamalari izlenir. Virusa ait transkripsiyon, viral
RNA polimerazin her segmentte bulunan promotor bdlgeleri taniyip baglanmasi
ile baglar ve identik sekanslarin olusturdugu sa¢ tokasi yapisi ile sonlanir. S
segmenti ambisens strateji ile transkripsiyona ugrar, hem genomik hem
antigenomik RNA protein sentezinde kalip olarak kullanilir. M segmentinin
transkripsiyonu sonucu olusan poliprotein, hlcresel proteazlar tarafindan
parcalanarak Gn ve Gc proteinleri olusturulur. Golgi aygitinda gergeklesen
olgunlasma sonrasinda olgun virus partikillerini tasiyan vezikiller olusur. Bu

vezikullerin plazma membraniyla fizyonu sonucu virus hucreden ayrilir (101).

2.2.5 Yagsam Dongiisu

Phleboviruslarin dogadaki devamliligi, yeni dunyada Lutzomyia, eski
dinyada Phlebotomus cinslerinde bulunan kum sinekleri ile saglanmaktadir.
Birgcok phlebovirus, Phlebotomus cinsi kum sineklerden izole edilmistir ve kum
sineklerinin viruslar igin vektor Ozelligi tasidigr deneysel olarak gosterilmistir
(102). Diapozda bulunan P.perniciosus larvalarinda da TOSV varligi
gOsterilmistir (102).

Genel olarak phleboviruslar bugtine kadar insan ve kum sineklerinden
izole edilebilmistir. Sadece TOSV'un ilk izolasyonu, omurgalilardan P.kuhli tart
yarasalardan vyapimistir. insan disi omurgalilarda TOSV ve diger
phleboviruslara karsi olusmus antikorlar saptanmasina karsin, bu tlrlerin
virusun yasam dongusune belirgin bir katkisinin olmadigi dusunulmektedir.
Phleboviruslarin duyarli konaklara bulagsmasi disi kum sineklerinin kan emmesi
sonucunda meydana gelir. insan ve diger omurgalilarda gecici sireli gérece
dusuk duzeyde viremi izlenmesi nedeniyle, kum sineklerini yeniden enfekte

edebilme yetenekleri sinirlidir (103). Bu nedenle ara konak ya da rezervuar rolU
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oynamalari gugtur (103). Vektor kum sineklerinin inaktif oldugu sonbahar ve kis
donemi  boyunca viruslarin hayatta kalmalarini saglayan alternatif
mekanizmalarin varligi muhtemeldir. Phleboviruslar, kan emmeyen erkek kum
sineklerinden de izole edilebilmektedir. Yapilan calismalar, kum sineklerinin
transovariyal (vertikal) ve veneral (horizontal) yollarla enfekte olabildigini
gOstermistir. Bu mekanizma veya alternatif yollarin, phlebovirus ve TOSV'un
yasam dongulerine olan katkilari henlz kesin olarak agiklanmamistir (104, 105,
106).

Sekil 2.7 TOSV'un dogadaki yasam dongusu.

2.2.6 Patogenez, Klinik Bulgular ve Tani
TOSV, diger phleboviruslardan belirgin  noérotropizmi, insanda
norovirilans ve merkezi sinir sistemi tutulumu gostermesi ile ayriimaktadir.

Genel olarak phleboviruslarin patogenezinin aydinlatiimasi i¢in kullanilabilecek
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uygun hayvan modelleri bulunmamaktadir. Benzer sekilde TOSV'un da
deneysel olarak inokule edildigi yeni dogan ya da erigkin farelerde herhangi bir
semptom meydana getirmedigi; ancak norovirtilansi arttirlmis izolatlarin
apoptotik mekanizmalarla néron kaybi ve enfekte farelerin 6lumine neden
olabilecegi  gOsterilmistir. Hayvan deneylerinde TOSV'un derialtina
verilmesinden 6 gun sonra viral antijenler ve RNA néral dokunun yani sira dalak
ve lenf nodlarindaki makrofaj ve dendritik hlcrelerde tespit edilmis, ancak 15.
gunde beyinde viral RNA saptanmamistir (101). Bu sonuglar, virusun merkezi
sinir sistemine lenfoid organlarin enfeksiyonunu takiben makrofaj ya da
dendritik hucrelerle ulastigini isaret etmekte fakat sonrasinda enfeksiyonun
immun mekanizmalarla kontrol altina alinip, temizlendigini gostermektedir (107).

SFSV ve SFNV basta olmak Uzere ¢esitli phleboviruslar, kum sinedi atesi
(tatarcik hummasi, 3 gunluk ates, flebotom atesi yakarca atesi) olarak
adlandirilan atesli hastaligin etkenleridir (94). TOSV enfeksiyonlarinda da ategli
hastalik izlenebilmekle birlikte, virusun nérotropizmi nedeniyle aseptik menejit,
meningoensefalit ya da ensefalit seklinde merkezi sinir sistemi tutulumu da
ortaya ¢ikabilmektedir (92, 108, 109, 110, 111). Phlebovirus enfeksiyonlarinda
inklbasyon slresi birkagc gun ile 15 gin arasinda degisen bir aralik
gOstermektedir. Genellikle semptomatik dénemi takiben 7-10 gun igerisinde,
TOSV enfeksiyonu sonucu merkezi sinir sistemi tutulumu ortaya c¢ikmazsa
iyilesme ile sonuglanmaktadir. Phleboviruslara bagli atesli hastalik tablosu (39-
40 °C'ye cikabilen) yilksek ates, bas agrisi, myalji-artralji, makilopapiiler
dokuntd, fotofobi, retroorbital agri, bulanti-kusma gibi gastrointestinal belirtilerle
karakterizedir. Enfeksiyon semptomatik seyredebilecedi gibi asemptomatik
enfeksiyon ve serokonversiyon da izlenebilir. Kum sinegi atesinde semptomlar
kendi kendini sinirlayici 6zelliktedir ve ates 2-4 gunde diser; ancak TOSV
enfeksiyonlarinda meningeal ve norolojik belirtiler atesli donemi takip edebilir.
Merkezi sinir sistemi tutulumu diger viral ensefalitlere goére daha hafif seyirli
olmakla birlikte bazi olgularda agir klinik tablolar ve norolojik-psikiyatrik sekeller
olusabildigi rapor edilmektedir (108, 112). TOSV enfeksiyonlarinda nadir de
olsa lenfadenopati, hepatosplenomegali, bdobrek tutulumu, disemine

intravaskuler koagulasyon, kanama egilimi ve epididimoorsit bildiriimistir (95).
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Phlebovirus enfeksiyonlarinin tanisinda virusun izolasyonu, viral nikleik
asidin saptanmasi ve virusa karsi olugan Ozgul immun yanitin gosterilmesi
yaklasimlari mumkindir. Ancak virusun kisa sureli viremi olusturmasi
nedeniyle BNV'de de oldugu gibi viral RNA'nin saptanabilmesi, semptomatik
hastaligin sadece ilk gunlerinde s6z konusu olabilmektedir. Virus izolasyonu
uygulamalarina ise dusuk duyarihigr ve rutin tani laboratuvarlarinda
uygulanmasinin  pratik olmamasi  nedeniyle tani amacgli  nadiren
basvurulmaktadir (95). Viral RNA'nin saptanmasinda viral genomun farkl
segmentlerini hedef alan primer/prob setleri kullanilarak standart/’nested” RT-
PCR ve standart/gercek zamanh RT-PCR yaklagsimlari uygulanabilmektedir.
Phlebovirus-TOSV enfeksiyonlarinda 6zgul tanida siklikla serolojik testlerle
viruslara karsi olusan antikorlarin saptanmasi yaklagimi uygulanmaktadir.
Kompleman birlesmesi, hemagglutinasyon dénlenim, virus nétralizasyonu gibi
standart virolojik testlerin yani sira ELISA, IFAT, imminokromatografik testler
de antikorlarin saptanmasinda kullanilabilmektedir. Ancak o&zellikle ayni
serokompleks icerisinde yer alan virus izolatlari arasinda ¢apraz reaksiyonlar
belirgin olarak izlenmekte ve serolojik test sonuglarinin degerlendiriimesini
guglestirmektedir (92,95).

2.2.7 Epidemiyoloji, Korunma ve Kontrol

Phleboviruslara bagli enfeksiyonlar, Akdeniz c¢evresi, Guney Avrupa,
Ortadogu, Kuzey Afrika ve Asya kitasinin bati kisimlarinda izlenmektedir.
Viruslarin bulagsmasi, Diptera takimi Psychodidae ailesi Phlebotominae alt
ailesinde siniflandirilan disi kum sineklerinin kan emmesi yoluyla olur (94).
Kisiden kisiye diger yollarla dogrudan ya da dolayli olarak bulasma
bildiriimemistir. SFSV ve SFNV icin vektdér kum sinegi Phlebotomus papatasi,
TOSV icin vektorler ise Phlebotomus pernicious ve Phlebotomus perfiliewi'dir.
Adi gecen viruslar, farkli cografi bolgelerde ilgili kum sineklerinden izole
edilmigtir. Viruslarin dolagsimda oldugu ve hastaliklarin goéruldigu bodlgeler,
vektor dagihmi ile ortismektedir. Amerika kitasinda ise Alenquer, Chagres,

Candiru ve Punta Toro viruslan atesli hastalik olgularinda saptanmistir (94).
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Phleboviruslara bagh hastaliklar, vektdér kum sineklerinin aktif oldugu aylarda

(mayis-ekim) ortaya ¢ikar, sporadik olgularin yani sira epidemiler olusturur (94).

Sekil 2.8 Eski dinyada TOSV ve diger atesli hastalik etkeni olan
phleboviruslarin yayginhgi. T: Toskana virus, (TOSV); S: Sicilya virus (SFSV);
N: Napoli virus (SFNV) (http://www.enivd.de'den uyarlanmistir).

Ozellikle SFNV ve SFSV, vektorleri olan P. papatasi’nin genis dagilim
gOstermesi nedeniyle oldukga yaygin goérllmektedirler (59). SFSV aktivitesi
varligina iligkin bulgular Banglades, Hindistan, Etiyopya, Sudan, Yunanistan,
Kibris, Irak, Cezayir, Suudi Arabistan, Somali, Tunus, Pakistan, iran,
Turkmenistan, Tajikistan, Ozbekistan, Azerbaycan ve Moldavya, Balkan
yarimadasi, Fransa ve Portekiz'den rapor edilmistir (94,113). italya'da ilk kez
saptanmasinin ardindan TOSV'un ispanya, Fransa, Portekiz, Kibris, Slovenya
ve Yunanistan'da da dolasimda oldugu gosterilmistir. Ozellikle italya'da yaz
déneminde izlenen viral menenijitlerin énemli bir kisminin etkeni TOSV

olmaktadir (94). Bunun diginda Tunus, Cezayir ve Malta'da da virus aktivitesine



25

isaret eden kanitlar bulunmaktadir (92,95). Endemik Ulkelerde TOSV
seroprevalansi %16-26 olarak rapor edilmekte, antikor seroreaktivitesinin yasla
birlikte artis gosterdigi izlenmektedir (95,114,115). Ormancilik alaninda
calismak gibi vektor maruziyeti ihtimalini artiran meslek gruplarinda ise TOSV
antikorlarinin prevalansi %77'e kadar ¢ikabildigi rapor edilmistir (92).

Phleboviruslarla enfeksiyon sonucu tire o&zgul bagisiklik gelisir ve
reenfeksiyonlari dnler. Ancak farkli bir virus serotipi igin ¢apraz korunma s6z
konusu degildir (94). Endemik bolgelerde duyarli kisilerde izlenen enfeksiyonlar
kadar, phlebovirus ve TOSV enfeksiyonlari, seyahatle iligki enfeksiyonlar
arasinda da 6nemli yere sahiptir ve yeni olgu bildirimleri surmektedir (116,117).

Kum sinegi atesinin klasik etkenleri olan SFSV ve SFNV, ayrica
meningoensefalit etkeni olan TOSV disinda, gesitli flebotom turlerinde bazi
diger phlebovirus izolatlari da tanimlanmistir (Kibris virusu, Korfu virusu,
Massilia virusu, Granada virusu, Punique virusu ve bazi isimlendiriimemis
izolatlar) (118). Bu viruslarin bazilarinin (6zellikle Kibris virusu), SFSV/SFNV
gibi atesli hastalik tablosu olusturduguna iligkin kanitlar bulunmasina ragmen,
insanda enfeksiyon etkeni olarak rolleri acik degildir (119, 120).

TOSV de diger phlebovirus enfeksiyonlarinin tedavisinde &nerilen, klinik
etkinligi kanitlanmig standart bir tedavi rejimi bulunmamaktadir. Agir atesli
hastalik izlenen olgular ve merkezi sinir sistemi enfeksiyonlarinda destekleyici
tedavi uygulanir. Ribavirin, alfa interferon ve diger bazi bilesiklerin virus
replikasyonunu baskilama 6zellikleri gdsterilmistir. Ozgll asilarin bulunmadigi
Phlebovirus enfeksiyonlarinda korunma amaciyla en etkin uygulamalar kisisel

tedbirler ve vektor kontroll olarak karsimiza ¢ikmaktadir (94, 113).

2.2.8 Turkiye’deki Durum

Ulkemizin farkli iklim ve ekolojik dzelliklere sahip bdlgelerde Phlebotomus
cinsine ait gesitli kum sinegi turlerin yayilhimi izlenmektedir. Aralarinda sik olarak

izlenen phleboviruslar SFSV-SFNV ve TOSV'un vektorleri olan P.papatasi ve
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P.perfiliewi'nin de bulundugu birgok kum sinegi tiirii Ege, Akdeniz, i¢ Anadolu,
GuUneydogu Anadolu ve Marmara Bolgeleri basta olmak Uzere Uulkemizde
yaylhm gostermektedir (99). Phleboviruslarin Turkiye'de aktivitelerine iliskin
bilgiler de, diger vektor kaynakli viral enfeksiyonlara gore daha erken olarak
ortaya konulmustur. Yayinlanmis ilk bildirim, Antalya ilinde 1955 yilinda 50
saglikh eriskinden elde edilen serum érneklerinde saptanan SFSV ve SFNV igin
sirasiyla %22 ve %62 oranlarinda nétralizan antikorlardir (121). Ege bolgesi
kaynakli 1074 serum orneginin ise %0.84 SFSV, %13.9 SFNV'ye karsi
nétralizan antikor varhigi, 1980 tarihli bir calismada bildirilmistir (72). ilk kum
sinegdi atesi olgu bildirimi ise Turkiye'de turist olarak bulunduktan sonra ulkesine
donen 15 yasinda kadin olguya ait seyahatle iligkili enfeksiyon raporudur (122).
Menenijit bulgulari ile takip edilen bu olgu, ELISA ve immunblot testleri ile SFSV
olarak tanimlanmigtir. 2003 yilinda Aydin ili Akbuk ve Olukbagi kasabalarinda
bolgede kum sinegi atesini dusundiren ategli hastalik salgininin ardindan
yapilan incelemede ise, onceki TOSV ve SFNV maruziyetleri incelenen
orneklerin sirasiyla %55 ve %17.5'inde dogrulanmig, ancak akut hastalik
olgusuna rastlanmamistir (76). Bu rapor uUlkemizde TOSV aktivitesine isaret

eden ilk bulgudur.

izmir, Adana ve Ankara illerinde 2007-2008 yillarinda meydana gelen ve
kum sinekleri ile baglantili gérliinen ategli hastalik salginlarinda etkilenen olgular
phleboviruslar agisindan arastiriimis; ¢alismalarin sonucunda SFSV ve Kibris
virusu'na benzerlik gosteren bir phlebovirus varyanti, "Sandfly Fever" Turkiye
Virusu (SFTV) tanimlanmigtir (123). SFTV'nin S segmentinin nikleotid dizisi,
Kibris virusuna %98 homoloji goésterirken, M ve kismi L segmentleri ise
SFSV'ye sirasiyla %91.1 ve %95.5 homolog olarak izlenmistir. Bu virusun etken
oldugu enfeksiyonlarin, SFSV ile ortaya cikan klasik kum sinegi atesine gore
daha agir seyrettigi, belirgin trombositopeni, I6kopeni ve karaciger enzimlerinde
yukselmeler izlendigi saptanmistir (124). SFTV ile ilgili tek seroslrveyans
calismasinda etkene maruziyet Ankara ve Konya illerinde saglikli kan
donorlerinde gdsterilmistir (125). Takip eden yillarda SFTV'nin 6zellikle Ankara

ilinde aktivitesini strdurdigu goézlenmis (126); hastaliktan etkilenen kisilerin
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yogunlastigl bolgelerde yapilan bir entomolojik ¢alisma ile P.major s.I. tard kum
sineklerinde virus saptanarak bulagmadan sorumlu vektor tanimlanmistir (127).
SFTV enfeksiyonlarinin bazi olgularda noérotropik 6zellik gostererek ensefalit
bulgulari ile seyredebilecegi, Glineydodu Anadolu bdlgesi kaynakli bir olgu

raporu ile ilk kez gosterilmigtir (128).

Ulkemizden rapor edilen ilk dogrulanmis TOSV enfeksiyonu olgulari,
2009 yilinda nedeni bilinmeyen merkezi sinir sistemi enfeksiyonu saptanan
olgularinin incelenmesi ile Ankara ilinden bildirilmistir (125). Bu c¢alismada
Ankara, Konya ve Eskisehir illerinden 16 akut enfeksiyon olgusu viral RNA
saptanmasi ile tanimlanmig, olgularin agirlikli olarak menenijit bulgular ile
izlendigi ortaya konmustur. Virusa ait S ve L kismi segmentlerinden elde edilen
kismi diziler, Turkiye'de bulunan TOSV izolatlarinin, italya ve Fransa'nin bir
béluminde bulunan TOSV genotip A suslarina yakinligini ortaya koymustur.
Ayni calismada saglikli kan dondrleri de arastirilmis, Ankara, Konya, Eskisehir
ve Zonguldak illerinde ikamet eden donérlerde TOSV'a ek olarak SFSV ve
SFNV maruziyetleri de dogrulanmigtir. Takip eden bir baska serosurveyans
calismasinda, TOSV maruziyeti Ankara iline ek olarak az sayida Ornek
incelenmekle birlikte Kirikkale, Corum, Kastamonu, Samsun, Mardin, Van,
Gaziantep, Urfa, Adiyaman, Hatay, Mersin illerinde yasayan kan dondrlerinde
gosterilmistir (129). Bu calismada TOSV maruziyetinin yas ile artis gosterdigi
saptanarak erkek cinsiyet, dig ortamda c¢alisma, kirsal alanda ikamet etme ve
cevrede sik olarak sivrisinek/kum sinegi izlenmesi, virusa maruziyet agisindan
risk faktorleri olarak tanimlanmistir. Ankara ve izmir illerinde agirlikhi olarak
menenijit bulgulari ile seyreden muhtemel TOSV olgulari 2010 yilinda da
bildirilmistir (76). Ayni yilda Kirikkale ilinde 20 kisiyi etkileyen bir atesli hastalik
salgininda 11 olguda SFSV/SFNV IgM antikorlari saptanmis, (130).
Kahramanmaras ilinde ortaya c¢ikan bir diger salginda ise etken olarak SFSV
gosterilmistir (131). Trakya bolgesinde Edirne ve Kirklareli illerinde de TOSV
olgulari, 2012 yilinda ilk kez rapor edilmistir (132). Tim bu veriler SFSV-SFNV
ve yerel varyant SFTV'ye ek olarak TOSV enfeksiyonlarinin da Ulkemizde

yaygin olarak goruldigune isaret etmektedir.



iller (76).

p

aktivitesi saptanan

Sekil 2.9 Ulkemizde Phlebovirus
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3. GEREG ve YONTEM

3.1 Sivrisinek ve Kum Sineklerinin Orneklenmesi

Calismada kullanilacak sivrisinek ve kum sineklerinin toplanmasi
amaciyla, Ankara ili gevresinde 2012 yili yaz sezonu igerisinde arazi ¢alismalari
yapilmigtir. Ornek toplanmasi icin imrahor (Bdlge 1), Yakupabdal (Béige 2),
Orencik (Bolge 3), Tulumtas (Bolge 4), Kazan (Bolge 5) ve Ovacik (Bolge 6) ilge
ve semtleri belirlenmistir. Onceki incelemelerde sivrisinek ve kum sinegi yayilimi
oldugu belirlenen bolgeler ayrica BNV ya da Phlebovirus enfeksiyonu olgulari
ile iligkili bolgeler ve gevreleri drneklemeye dahil edilmigtir. Kiresel konumlama
sistemi (GPS) ile 6rnekleme yapilan lokalitelerin konum bilgileri kayit altina
alinmigtir (Sekil 3.1).

BOLU GANKIRI

AIVIMIEINA

ESKISEHIR

w {} E
KONYA

S

Sekil 3.1 Sivrisinek ve kum sine@i 6rneklemesi yapilan ilge ve bdlgeler



Orneklemeler,
gerceklestirilmistir (Tablo 3.1). Ornekleme yapilmasi amaciyla belirlenen evler,
her bir lokalitede bolgenin genel ozelliklerini yansittigi icin secilmigtir. Ayrica
evler secilirken, 6zellikle kum sineklerinin GUreme ve dinlenme ortamini olusturan

ahir, kimes gibi alanlara sahip olmalarina dikkat edilmistir.

Tablo 3.1 Sivrisinek ve kum sinegi orneklemesi yapilan bdlgeler ve

secilen 6 bolgede yer alan toplam 19

lokalitede

ozellikleri
Ortalama Sicaklik
Bolge |Lokalite | Koordinat (K) Koordinat (D) Yiikseklik (m) Semtiilce Temmuz Agustos Eylill
Biige L1 0491902 4416905 913 Mamak | 23.5 ZC 23.320 18‘720
12 0491723 4416962 900 Mamak | 23.5°C | 23.3°C (18.7°C
Bilge 2 L3 0495418 4409289 1318 Gankaya | 23.5 ZC 23.330 18‘720
L4 0495936 4409341 1381 Gankaya | 235°C | 233°C |187°C
L5 0485859 4403754 1024 Golbagl | 23.5 "6 [ 25%e BT
Bolge3 | L6 0485995 4403852 1024 Golbag! 235°% [ 233°% [187%
L7 0485995 4403852 1024 Golbas! 235°% [ 233° [18.7°%
L8 0470013 4401019 1252 Golbas| 235% [ 3% [187%
Bolged | L9 0469996 4401264 1244 Golbag! | 23.5 "¢ | 2ge 1Ere
L10 0470449 4401062 1247 Golbas! 75 B3 |187'
L11 0467812 4439334 841 Kazan | 235°C |233° [187°%C
Bolge o | L12 0467812 4439334 841 Kazan | 235°C |233° [187°C
L13 0467812 4439334 841 Kazan | 235°C | 233°C [187°%
L14 0483739 4428882 976 Kegidren | 23.5 [ A3'c|48Te
L15 0483739 4428882 976 Kegioren 235% | 233°% [187%
Bilge 6 L16 0483637 4428858 1005 Kegidren | 23.5 EC 233 ZC 18.720
L17 0485636 4428940 988 Kegioren | 23.5°C | 233°C |187°C
L18 0485636 4428940 988 Kegidren | 23.5 'c|23'%|187%
L19 0485636 4428940 988 Kegidren | 23.5 c|as'c 187

Orneklemeler 3-6 Temmuz, 31 Temmuz - 3 Agustos ve 7-8 Eylil

tarihlerinde, toplam 10 giin olacak sekilde yapilmistir. Orneklemede CDC
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standart minyatur 11k tuzaklar ("air-actuated gate" v.1.30 ile donatilmig Model
1012; John W. Hock Company, Gainesville, ABD) kullaniimistir. Isik tuzaklari,
organizmalarin uzaktan dikkatini gcekebilmekte ve bir¢ok farkli organizmayi ayni
anda drnekleme imkani vermektedir. Ornekleme yapilan ginlerde 1sik tuzaklari,
saat 17.00’den sonra, Ozellikle ahir ve kiimes icleri basta olmak Uzere, tezek
alanlari ve odunluk gibi ayrilan bolgelere, yerden 1,5 m. ylkseklikte olacak
sekilde asilmistir (Sekil 3.2). Takip eden gunun sabahinda tuzakta bulunan
ornekler toplanmig; tuzak bataryalari yenilenmis ve bir sonraki giiniin sabahina
kadar yerinde birakilmistir. Son 6rnekleme tarihinin ertesi glininde tuzaklar,
orneklerle birlikte yerinden alinmistir. Ornekleme amaciyla kullanilan bitiin
malzemeler, Hacettepe Universitesi Biyoloji Bolimi Ekoloji Anabilim dali

tarafindan temin edilmistir.

Sekil 3.2 Sivrisinek ve kum sine@i 6rneklemesi igin 1sik tuzaklarinin

yerlestiriimesi (A: Bolge 1 Lokalite 1, B: Bolge 1 Lokalite 2)
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Her drnekleme sonunda yakalanan sivrisinek ve kum sinegi ornekleri,
buz akileri kullanilarak canli olarak Hacettepe Universitesi Biyoloji Balimii
Ekolojik Bilimler Arastirma Laboratuvarina (EBAL) nakledilmis, cinsiyete gore
ayrimlari yapilmig, lokalite, yer ve tarihlerine goére gruplandiriimistir. Tum
sivrisinekler, yayinlanmis anahtarlar ile morfolojik olarak tir dlzeyinde
tanimlanmis (132,133), ardindan lokalite ve tarihlere gore 1-18 birey icerecek
sekilde havuzlanmistir. Disi kum sineklerinin morfolojik tanimlanmasi cins
dizeyinde vyapildiktan sonra her birey eppendorf tuplerine ayriimis, erkek
bireyler ise tur tayini igin %96’lik etanol igersine alinmistir. Kum sineklerinin
morfolojik incelemelerinde de yayinlanmis anahtarlar kullaniimis (134,135,136),
tum sivrisinek ve kum sinegi orneklerinin morfolojik incelemeleri EBAL’de
uzmanlar gozetiminde yapilmigtir. Virolojik incelemeler igin sivrisinek havuzlari
ve disi kum sinekleri buz icerisinde Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Viroloji Laboratuvarina nakledilmis ve diger islemlere

kadar - 80°C’de saklanmistir.
3.2 Orneklerin Homojenizasyonu ve RNA Saflastiriimasi

Sivrisinek havuzlari buz Gzerinde fosfat tamponu igerisinde, 1-5 adet 4.5 mm
capli gelik bilyeler; kum sinekleri ise hacimlerinin yaklasik 3 kati olacak sekilde
eklenen 1.0 mm'lik dizensiz kenarli demir tozu eklenerek vortekslenmek
suretiyle (Velp Rx3, Italya) homojenize edilmistir. Tim &rnekler 4.000 rpm'de 4
dakika santrifijlenerek (Hettich Mikro12-24, Almanya) stpernatan alikotlanarak

RNA saflagtirmasi ve antijen saptanmasi amaciyla kullanilmustir.

Homojenize edilen érneklerde RNA saflastirma iglemleri, ticari bir spin kolon
nukleik asit ekstraksiyon kiti olan "High Pure Viral Nucleic Acid Kit " (Roche

Diagnostics, Almanya) ile Uretici talimatlari dogrultusunda yapilmistir:

1.200 pul hacmindeki her 6rnege, poli(A) tastyici RNA solisyonu ve proteinaz

Kiceren 200 pl baglanma soltusyonu [Binding Buffer (BB); 6 M guanidin-
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HCL, 10 mM dre, 10 mM Tris-HCL, %20 Triton X-100, pH: 4.4 (25°C)]

eklenerek karistirilmigtir.

2.Ardindan is1 blogunda 72°C’de 10 dakika inkibasyona birakilmistir.

3.Inkiibasyon sonrasinda tipler spin santrif(ij edilmistir. Santrif(jii takiben
100 pul BB eklenerek tuplere aktariimis ve 1 dakika sureyle 12.000 rpm’de

santrifij uygulanmistir.

4. Tuplere 500 pl inhibitdr uzaklastirici solisyon [Inhibitor Removal Buffer;
saf alkolde 5 M guanidin-HCL, 20 mM Tris-HCL, pH: 6.6 (25°C)]

eklenmig ve 1 dakika sureyle 12.000 rpm’de santrifuj uygulanmigtir.

5.Sonrasinda 450 ul yikama sollisyonu [Wash Buffer (WB); saf alkolde 20
mM NacCl, 2 mM Tris-HCL, pH: 7.5 (25°C)] ile érnekler iki kez yikanmistir.

6.0nceden 1s1 blogunda isitiimis ayristirma soliisyonundan 50 pl [Elution
Buffer; 10 mM Tris-HCL, pH: 8.5 (25°C)] eklenmis ve 1 dakika slreyle
12.000 rpm’de santrifuj edilmistir.

7.Elde edilen niikleik asitler +4 °C’de bir sonraki isleme kadar saklanmistir.

3.3 Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Komplementer DNA (cDNA) sentezi, ticari bir sistem olan "Thermo Scientific
RevertAid® First Strand cDNA Synthesis Kit" ile Uretici firmanin talimatlari
dogrultusunda, homojenizasyon ve nikleik asit saflastiriimasi sonucunda elde

edilen total RNA kullanilarak yapilmistir:
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1.Total RNA'dan 6 pl, 1 yl randomize hegzamer primerler (100 pM, 0.5 pg/ul) ile
buz Gzerinde karigtiriimis; Uzerine 6 yl nukleaz igermeyen su eklenerek

son hacim 13 pl'ye tamamlanmigtir.

2.Hazirlanan karisim 70°C’de 5 dakika inkibe edilmis ve sonrasinda buza

alinmistir.

3.Buz Uzerinde 5 x "Reaction Buffer" (250 mM Tris-HCL, pH: 8.3; 250 mM Tris-
KCL, 20 mM MgCl,, 50 mM DTT)'dan 4pl, 10 mM dNTP karisimindan
(deoksi adenin, guanin, sitozin ve timin trifosfatlar iceren) 2 pl ve "M-

MuLV Reverse Transcriptase” enziminden (200 u/uL) 1 ul eklenmistir.

4. Karisim 25 °C’de 5 dakika, 42°C’de 60 dakika olacak sekilde inkibe edilmis;

70°C’de 5 dakika tutularak reaksiyon sonlandiriimistir.

5.Hazirlanmis olan cDNA’lar ileri islemlere devam edilecekse +4°C’de, degilse -

20°C'de saklanmistir.

3.4 Sivrisinek Orneklerinde Bati Nil Virusu RNA'sinin Arastiriimasi

Olusturulan sivrisinek havuzlarinda BNV RNA'sinin saptanmasi amaciyla
viral zarf glikoproteinlerini hedefleyen iki turlu ("nested") PCR protokoll
uygulanmigtir (137). Bu amagla PCR karigimi érnek basina, 2.0 mM MgCl,, 0.4
mM dNTP ve her bir primerden 10 pmol icerecek sekilde 1.5 ml’lik ependorf
tipiinde PCR karisimi hazirlanmistir (Tablo 3.3). Ornek sayisina gore
hazirlanan karisim, vorteks cihazinda hafifce karistiriip 3000 rpom’'de 10 saniye
santriflj edildikten sonra, her bir érnege ait ve Uzerinde numaralari yazih steril
0.2 ml'lik PCR tuplerine 27 ul olacak sekilde paylastirimistir. Daha sonra
Ustlerine 3’er ul DNA 6rnegi konulup 1si déngii cihazina (Techne® TC-3000,
Techne Inc., ABD) yerlestiriimistir (Tablo 3.2). PCR protokolUnin birinci ve ikinci

turlari ayni karisim icerigi ve sicaklik dongiileri ile gerceklestiriimistir. ikinci tur
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PCR karigsiminda nukleaz igermeyen su 20.3 pl'ye ¢ikariimis, ikinci tur primerleri

ve ilk turdan 1 pl érnek ile amplifikasyona alinmistir.

Tablo 3.2 Iki Turlu BNV PCR igin Kullanilan Primer Dizileri ve Genomdaki
Yerlesimleri (138).

1. Tur | 5'-ACCACCTACTGT GGA GTC- 3 (1401-1419 nt)
5'-TTC CAT CTT CACTCT ACACT - 3 (1845-1825 nt)
2. Tur |5 -GCCTTCATA CACACT AAA -3’ (1485-1504 nt)
5 - CCA ATG CTATCA CAG ACT - 3’ (1732-1713 nt)

Tablo 3.3 iki turlu BNV PCR igin karisim icerigi ve reaksiyon kosullari

Bilesenler Kosullar

10X Tampon 3l 94°C’ de 5 dakika

MgCl, 2 ul 94°C’ de 30 saniye

dNTP 1l 55°C’ de 1 dakika 40 déng
Primerl 1l 72°C’ de 1 dakika

Primer2 1l 72°C’ de 10 dakika

Taq Polimeraz 0.3 ul

DdH,0 18.3 pl

Kalip DNA 3l

Toplam hacim 30 ul

PCR drunlerin goérintilenmesi igin %Z2’lik agaroz jelde elektroforez
yontemi uygulanmistir. Bunun igin 0.8 gr agaroz 40 ml 1X Tris asetat -EDTA
(TAE) [50x TAE: 242 gr Tris baz + 57.1 ml asetik asit + 100 ml 0.5M EDTA (pH:
8) + 600 ml distile su — pH 7.8’e ayarlandiktan sonra distile su ile 1000 ml'ye
tamamlanmig ve 50 kat sulandirilarak kullaniimistir] solUsyonu ile karistirilip
mikrodalga firinda (Arcelik MD551, Turkiye) homojen seffaf hale gelinceye

kadar 1sitiimistir. Taraklarin yerlestirildigi jel tepsisine dokilmeden once 2 ul
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etidyum bromir solisyonu (10 mg/ml) eklenmis, jel katilagincaya kadar oda
Isisinda bekletiimis; daha sonra elektroforez tankina yerlestirilerek PCR
orneklerinin ylklenmesine hazir hale getirilmistir. PCR iglemi tamamlanarak
4°C’de bekletilen 6rneklerden 5’er pl alinarak parafilm tzerinde 1 pl yikleme
tamponu (100 mg Orange G + 55 ml gliserol + 45 ml 1x TAE ile hazirlanmis
stok solusyondan) ile iyice karistirlmistir. Tankin kapagi kapatildiktan sonra
ornekler 100 Volt'luk dogru akimda (Owl Lightning Volt OSP-300, ABD) 30
dakika yurutilmustir. Elektroforez sonrasi jel goéruntileme cihazinda
(Biospectrum 500 Imaging System, ingiltere) ultraviyole 1sik altinda
incelenmistir. ikinci tur sonucu beklenen yaklasik 248 niikleotidlik amplikonlarin
izlendigi ornekler pozitif olarak kabul edilmistir. Vero hicrelerinde (ATCC
CCL81) uretilmis BNV NY99-4132 izolati, orneklerle ayni saflastirma islemlerine
alinarak PCR galismalarinda pozitif kontrol olarak kullanilmigtir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3 BNV PCR ikinci turu amplikonlarinin agaroz jel elektroforezi ile
goriantilenmesi (1: Molekduler agirlik belirteci "100 bp ladder”, 2-4 pozitif
kontroller (248bc¢), 5: negatif kontrol)

3.5 Sivrisinek Orneklerinde Bati Nil Virusu Antijenlerinin Arastiriimasi

Toplanan sivrisinek 6érneklerinde BNV antijenlerinin arastiriimasi amaciyla
"VecTest® West Nile Virus (WNV) Antigen Assay" adh ticari sistem, Uretici
firmanin talimatlari dogrultusunda kullaniimistir (Sekil 3.4) .

1.0nceden homojenizasyon islemi uygulanan sivrisinek havuzlari, kit

icerisinde bulunan tuplere, her biri 250 pl olacak sekilde ayriimistir.
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2. Taplerin Gzerine 250 pl “Grinding Solution” eklenmis ve 1 dakika sureyle

vortekslenmistir.

3.Kit igerisinde bulunan “test strip”leri tlplere yerlestirimis ve 15 dakika

beklenmistir.

”

4.Sure sonunda toplanan “test strip”leri, drnek resimle karsilastirilip, test

sonuglari belirlenmigtir.

L] MERREE

Test Stripi

- =3 15 dakika

| > -

. f' .'
Orek

Sekil 3.4 "VecTest® BNV ticari antijen saptama testinin uygulama semasi

3.6 Kum Sinegi Orneklerinde Phlebovirus-Toskana Virus RNA'sinin

Arastiriimasi

Toplanan disi kumsinegi bireylerinde TOSV ve diger phleboviruslarin
saptanmasi amaciyla, Phlebovirus cinsinin tim uyelerini amplifiye edebilme
Ozelligine sahip, virusun L genomik segmentinde yer alan RNA polimeraz genini

hedefleyen bir Pan-Phlebovirus PCR yaklagimi uygulanmistir (93).

Bu amagla 6rnek basina 2.0 mM MgCl,, 0.4 mM dNTP ve her bir primerden
10 pmol icerecek sekilde 1.5 mllik ependorf tipinde PCR karigimi
hazirlanmistir (Tablo 3.5). Ornek sayisina gore hazirlanan karisim, vorteks
cihazinda hafifge karistirilip 3000 rpm’de 10 saniye santrifiij edildikten sonra,
her bir 6rnege ait ve lzerinde numaralari yazili steril 0.2 ml’lik PCR tlplerine 27

Ml olacak sekilde paylastiriimistir. Daha sonra Ustlerine 3’er yl DNA 0Ornedi
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konulup 1s1 dongu cihazina (Techne TC-3000, ABD) yerlestirilmistir (Tablo 3.2).
PCR protokolunun birinci ve ikinci turlari ayni karisim igerigi ve sicaklik
dénguileri ile gerceklestirilmistir. ikinci tur PCR karigiminda niikleaz icermeyen
su 20.3 pl'ye cikarilmig, ikinci tur primerleri ve ilk turdan 1 pl 6rnek ile

amplifikasyona alinmistir.

Tablo 3.4 iki Turlu Pan-Phlebovirus PCR icin Kullanilan Primer Dizileri ve
Viral genomdaki yerlesimleri (93).

1. Tur | 5'- ATGGARGGITTTGTIWSICIICC - 3' (2047-2069 nt)
5'- AARTTRCTIGWIGCYTTIARIGTIGC - 3' (2600-2575 nt)
2. Tur | 5 - WTICCIAAICCIYMSAARATG - 3’ (2074-2094 nt)
5 - TCYTCYTTRTTYTTRARRTARCC - 3’ (2318-2296 nt)

I:inozin, Y:CIT, R:A/G, W:G/C, M:A/IC

Tablo 3.5 Pan-Phlebovirus "nested PCR" karisim icerigi ve reaksiyon kosullari

Bilesenler Kosullar

10X Tampon 3l 95°C’ de 5 dakika

MgCl, 2 ul 95°C’ de 30 saniye

dNTP 1 pl 44°C’ de 1 dakika 40 dongt
Primerl 1 ul 72°C’ de 1 dakika

Primer2 1 ul 72°C’ de 3 dakika

Taq Polimeraz 0.3 ul

ddH,0 18.3 l

Kalip DNA 3ul

Toplam hacim 30 ul

PCR drunlerinin goéruntilenmesi i¢cin %2’lik agaroz jelde elektroforez
yontemi uygulanmistir.  Bunun icin 0.8 gr agaroz 40 ml 1X TAE -EDTA
solUsyonu ile karistirihp mikrodalga firinda homojen seffaf hale gelinceye kadar
isitilmigtir. Taraklarin yerlestirildigi jel tepsisine dokulmeden once 2 pl etidyum

bromur solisyonu (10 mg/ml) eklenmistir. Jel katilasincaya kadar oda isisinda
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bekletiimis; daha sonra elektroforez tankina yerlegtirilerek PCR 6rneklerinin
yiklenmesine hazir hale getirilmisti. PCR islemi tamamlanarak 4°C’'de
bekletilen érneklerden 5’er ul alinarak parafilm Gzerinde 1 pl yukleme tamponu
(100 mg "Orange G" + 55 ml gliserol + 45 ml 1x TAE ile hazirlanmis stok
solusyondan) ile karistirilmistir. Daha sonra elektroforez tankina yerlegtirilen
jelin kuyucuklarina sirasiyla yuklenmistir. Tankin kapagi kapatildiktan sonra
ornekler 100 Volt'luk dogru akimda (Owl Lightning Volt OSP-300, ABD) 30
dakika yurutilmustir. Elektroforez sonrasi jel goéruntileme cihazinda
(Biospectrum 500 Imaging System, ingiltere) ultraviyole 1sik altinda
incelenmistir. ikinci tur sonucu beklenen yaklasik 244 nikleotidlik amplikonlarin
izlendigi ornekler pozitif olarak kabul edilmistir. Vero hicrelerinde (ATCC
CCL81) duretiimis standart TOSV izolati TOSV ISS.Phl.3, oOrneklerle ayni
saflastirma islemlerine alinarak PCR c¢alismalarinda pozitif kontrol olarak
kullaniimigtir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5 Pan-Phlebovirus PCR ikinci turu amplikonlarinin agaroz jel
elektroforezi ile goriintilenmesi (1: Molekiler agirlik belirteci "100 bp ladder",

2-4: negatif 6rnekler, 5: negatif kontrol; 6: pozitif kontrol (244bc)).

4. Bulgular
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4.1 Toplanan Orneklerde Sayi ve Dagilim

2012 yilinda Ankara ilinde belirlenen 19 lokaliteden, 10 gunluk sure boyunca
yapilan ornekleme sonucunda, 239 (%23.75) adet sivrisinek ve 767 adet
(%76.25) kum sineg@i olmak Uzere toplam 1006 ornek toplanmigtir. Temmuz ay!i
suresince Orneklenen toplam sivrisinek ve kum sine@i sayisi sirasiyla 137
(%57.3) ve 398 (%51.9), Agustos ayi slresince érneklenen toplam sivrisinek ve
kum sinegdi sayisi 67 (%28.1) ve 326 (%42.5), Eylul ay suresince drneklenen
toplam sivrisinek ve kum sineg@i sayisi ise 35 (%14.6) ve 43 (%5.6) olarak

saptanmigtir (Sekil 4.1).

80
. Temmuz
70
B 2oustes
o % 57.3 ] e
50 % 51.9
% % % 42.5
30 % 28.1
20
% 14.6
10
% 5.6
Sivrisinekler (n:239) Kumsinekleri (n:767)

Sekil 4.1 Ornekleme suiresince toplanan sivrisinek ve kum sineklerinin aylara

goOre dagilimi
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Ornekleme siiresince toplanan 1006 sivrisinek ve kum sineginin 295' (%29.3)
Bolge 3, 282'si (%28) Bolge 1, 227'si (%22.6) Bolge 2, 101'i (%10) Bolge 5, 73'U
(%7.3) Bolge 6 ve 28'i (%2.8) Bdlge 4'de yer alan lokalitelerden toplanmistir.
Bolgelere gore sivrisinek ve kumsinegi sayillari Sekil 4.2. ve 4.3.de

verilmektedir.

80
70
60

50

0,
/° 40
30 % 24
20
10 % 6.4 ; % 6.8
- % 2.4 % 2.3 i -
0 1.
= sn BN
n:1 n:24 n:65 n:23 n:49 n:67 n:239

Bolge 1 Bolge2 Bolge 3 Bolge 4 Bolge 5 Bolge 6 Toplam

Sekil 4.2 Ornekleme siiresince toplanan sivrisineklerinin bolgelere gére dagilimi

Ornekleme sezonu boyunca toplanan 239 sivrisinegin cinsiyet dagilimlari 61
erkek (%25.5) ve 178 disi (%74.5) olarak tespit edilmistir. Morfolojik tur tayini
sonucunda, toplanan orneklerin 5 farkh tire ait olduklari tespit edilmis; en
yaygin olarak tespit edilen tlrin Culex pipiens (178/239, %74.4) oldugu
belirlenmis, bunu sirasiyla Anopheles maculipennis (50/239, %20.9), Anopheles
claviger (5/239, %2.1), Culiseta annulata (4/239, %1.6) ve Culex theileri (2/239,
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%1) takip etmigtir. Sivrisinek orneklerinin bolge ve 6rnekleme zamaninda goére

dagilimlari Tablo 4.1 ve 4.2'de verilmektedir (sayfa 44).
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/o 40

30 % 27

% 22.8
% 20.1
20
10 % 5.2
% 0.5 - % 0.6
—
n:271 n:203 n:230 n:5 n:52 n:6 n:767
Bolge 1 Bolge2 Bolge 3 Bolge 4 Bolge 5 Bolge 6 Toplam

Sekil 4.3 Ornekleme stiresince toplanan kum sinegi érneklerinin bolgelere gore

dagilimi

Ornekleme sezonu boyunca toplanan 767 kum sineginin cinsiyet dagihmi 383
(%49.9) disi, 384 (%50.1) erkek olarak izlenmistir. Morfolojik tur tayinleri
sonucunda erkek bireylerde toplamda 8 farkli tir saptanmis ve bunlarin iginde
de en yaygin olan tirin Phlebotomus papatasi (139/384, %36.2) olarak
belirlenmistir. Bunu sirasiyla Phlebotomus halepensis (105/384, %27.3),
Phlebotomus major s.l. (74/384, %19.3), Phlebotomus sergenti (34/384, %8.9),
Phlebotomus perfiliewi (17/384, %4.4), Phlebotomus simici (10/384, %?2.6),
Phlebotomus tobbi (3/384, %0.8) ve Sergentomyia sp. (2/384, %0.6) takip
etmigtir. Kum sinegi oOrneklerinin bodlge ve Ornekleme zamaninda gore

dagilimlari Tablo 4.3 ve Tablo 4.4'da verilmektedir.



Tablo 4.1 Ornekleme bdlgesine gére sivrisineklerin dagilimi

Bolgeler Bolge 1 Bolge 2 Bolge 3 Bolge 4 Bolge § Bolge 6 Toplam
Tiirler 013 | #| % |28 #| % | Q|3 %8| % Q0|3 |#| % |03 #| % |08 # % # | %
Cxppens 5 3 8 727 4 1 § 208 47 1 48 738 3 0 3 13 42 5 47 96 18 49 67 100 178 745
Amaculipenni 3 0 3 273 13 0 13 542 17 0 17 262 14 1 16 652 2 0 2 4 0 0 0 O 50 209
Aclavigerm 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 EEREUEEGEREEGE 0 0 0 ( BOEEOAEGENOE 5 | 21
Clannulata 0 0 0 0 4 0 4 166 0 0 0 0 EUEEORNORESGEN 0 0 0 0 EUENoSOENtN 4 | 1.7
Cxthelerr 0 0 0 0 2 0 2 84 0 0 0 0 ERCOEEIN 0 0 0 0 ROmbmoamiy 2 | 08
Toplam 8 3 11 100 23 1 24 100 64 1 6§ 100 22 1 23 100 44 5 49 100 18 49 67 100 239 100

Tablo 4.2 Ornekleme zamanina gdre sivrisineklerin dagihmi

Temmuz Agustos Eylul Toplam

Tarler Q 3 # % Q 3 # % Q 3 # % # %
Cx. pipiens 53 52 105 77 36 5 41 61 29 3 32 91 178 74.5
A.maculipennis 26 1 27 20 20 0 20 30 3 0 3 9 50 20.9
A.claviger 5 0 5 3 0 0 0 0 0 0 0 0 5 21
Cl. annulata 0 0 0 0 4 0 4 6 0 0 0 0 4 17
Cx. theileri 0 0 0 0 2 0 2 3 0 0 0 0 2 0.8
Toplam 84 53 137 100 62 5 67 100 32 3 35 100 239 100
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Tablo 4.3 Tur tayini yapilan erkek kum sineklerinin érnekleme bdlgelerine gore

dagihmi
Bolge1 Bolge2 Bolge3 Bolged Bolge5 Bolge6  Toplam
Tirler — # % # % # % # % | # % # % # %
P. papatasi 11 93 25 202103831 0 0 0 0 0 0 139 362
P. major .. 5 49 14 1131 08 0 0 0 0 0 0 74 193
P. tobbi 2 160 0 1 08 0 0 0 0 0 0 3 08
P. perfiliewi 3250 0 1 08 0 0 12 100 1 100 17 44
P.halepensis 1 08 85 685 16 129 3 100 0 0 0 0 105 273
P. simici 9 750 0 1 08 0 0 0 0 0 0 10 26
P. sergenti 33 2 0 0 1 08 0 0 0 0 0 0 34 89
Sergentomyiasp. 2 16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0O 2 05
Toplam 120 100 124 100 124 100 3 100 12 100 1 100 384 100

Tablo 4.4 Tur tayini yapilan erkek kum sineklerinin érnekleme zamanina  goére

dagilimi
> Temmuz Agustos Eylul Toplam
Tarier & % # % # % # %
P. papatasi 83 403 50 299 6 946 139 36.2
P. major s.1. 47 228 23 138 4 364 74 19.3
P. tobbi 1 0.5 2 1.2 0 0 3 0.8
P. perfiliewi 14 638 3 1.8 0 0 17 4.4
P. halepensis 19 92 85 509 1 9 105 | 27.3
P. simici 8 3.9 2 1.2 0 0 10 26
P. sergenti SZNIS 5l 2 1.2 0 0 34 8.9
Sergentomyia sp. 2 1 0 0 0 0 2 0.5
Toplam 206 100 167 100 11 100 384 100
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4.2 Toplanan Sivrisinek Orneklerinde Virus incelemeleri

BNV saptanmasi igin tlr tayini sonrasi sivrisinekler tarih, lokalite ve tir
dagilimlarina gore havuzlanarak toplam 65 havuz halinde incelemeye alinmistir.
Virus arastirimasi igin incelenen havuzlarin birey sayisi ve diger ozellikleri
Tablo 4.5, 4.6 ve 4.7'de verilmektedir. Incelenen tiim havuzlar BNV antijenleri

ve viral RNA acgisindan negatif olarak izlenmistir.

Tablo 4.5 Ornekleme bélgeleri 1 ve 2 kaynakli sivrisinek havuzlari ve ézellikleri

Bolge Havuz No Lokalite Tarih  Birey sayisi Tir Dagilimi Cinsiyet

1 L1 7/4/2012 2 Cx. pipiens <
2 L1 7/31/2012 1 Cx. pipiens ]
3 L1 8/1/2012 1 Cx. pipiens 2
1 4 L1 9/7/2012 1 Cx. pipiens g
5 L1 9/8/2012 1 Cx. pipiens
6 L2 71512012 2 Cx. pipiens <
7 L2 7/5/2012 3 An. maculipennis ©
8 L3 7/6/2012 1 Cx. pipiens ¢
9 L3 8/1/2012 1 Cx. pipiens
10 L3 9/7/2012 1 Cx. pipiens ¢
11 L4 7/4/2012 1 Cx. pipiens ¢
12 L4 7/31/2012 1 Cx. pipiens 2
5 13 L4 7/31/2012 5 An. maculipennis 0
14 L4 7/31/2012 3 Culiseta annulata 2
15 L4 8/1/2012 1 An. maculipennis Q
16 L4 8/1/2012 1 Culiseta annulata ¢
17 L4 8/1/2012 2 Cx. theileri 2
18 L4 8/3/2012 6 An. maculipennis Q
19 L4 9/7/2012 1 An. maculipennis <

Tablo 4.6 Ornekleme bdlgesi 3 kaynakh sivrisinek havuzlari ve ézellikleri



Bolge Havuz No Lokalite Tarih Birey sayisi Tur Dagihmi Cinsiyet

20 L6 7/5/2012 3 Cx. pipiens
21 L6 7/5/2012 5 An. maculipennis Q
22 L6 7/6/2012 1 Cx. pipiens e
23 L6 7/6/2012 1 An. maculipennis Q
24 L6 7/31/2012 10 Cx. pipiens e
25 L6 7/31/2012 S An. maculipennis
26 L6 8/1/2012 4 Cx. pipiens ®
2 L6 8/1/2012 1 An. maculipennis =
28 L6 8/2/2012 2 An. maculipennis .
29 L6 8/2/2012 8 Cx. pipiens =
3 30 L6 8/3/2012 3 Cx. pipiens =
31 L6 9/7/2012 1 Cx. pipiens
32 L6 9/7/2012 1 An. maculipennis e
33 | 7 71312012 1 An. maculipennis e
34 L7 71412012 3 Cx. pipiens =
35 | 7 7/6/2012 7¢ Cx. pipiens Q
36 | 7 7/31/12012 S Cx. pipiens
37 L7 8/1/2012 S Cx. pipiens
38 L7 8/2/2012 1 Cx. pipiens =
39 L7 8/2/2012 2 An. maculipennis ®
40 | 7 9/7/2012 1 Cx. pipiens .
41 | 74 9/7/2012 1 An. maculipennis =

Tablo 4.7 Ornekleme bélgeleri 4, 5 ve 6 kaynakli sivrisinek havuzlari ve

ozellikleri

Bolge Havuz No Lokalite Tarih Birey sayisi Tur Dagilimi Cinsiyet

42 L8 7/4/2012 8 An. maculipennis &
43 L8 7/4/2012 1 An. claviger
44 LS8 7/6/2012 3 An. maculipennis @
4 45 L8 7/6/2012 4 An. claviger T
46 LS 7/4/2012 1 Cx. pipiens P
47 L9 7/4/2012 2 An. maculipennis =
48 L9 7/5/2012 1 An. maculipennis 3
49 L10 7/4/2012 2 Cx. pipiens )
50 L11 7/3/2012 1 An. maculipennis T
51 L12 7/5/2012 S Cx. pipiens 3
52 L12 7/31/2012 2 Cx. pipiens =
5 53 L12 9/7/2012 12 Cx. pipiens =
54 L13 7/5/2012 10 Cx. pipiens o
55 L13 7/6/2012 1 An. maculipennis
56 L13 8/2/2012 6 Cx. pipiens =
5% L13 9/7/2012 14 Cx. pipiens .
58 L14 7/6/2012 3 Cx. pipiens T
59 L15 7/4/2012 16 Cx. pipiens 3
60 L16 7/5/2012 9 Cx. pipiens 2
5 61 L16 7/6/2012 2 Cx. pipiens )
62 L18 7/4/2012 5 Cx. pipiens T
63 L18 7/5/2012 18 Cx. pipiens 3
64 L18 7/6/2012 8 Cx. pipiens P
65 L19 7/6/2012 6 Cx. pipiens 2
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4.3 Toplanan Kum sinegi Orneklerinde Phlebovirus-TOSV incelemeleri

Ornekleme sezonu boyunca toplanan 383 disi kum sinegi (383/767, %49.9),

Phlebovirus ve TOSV RNA'sinin saptanmasi amaciyla bireysel olarak isleme

alinmigtir. incelenen disi kum sineklerinin bélge ve érnekleme zamanina goére

dagihimi Tablo 4.8'de verilmektedir. islemler sonunda tim érnekler viral RNA'lar

acisindan negatif olarak degerlendirilmistir.

Tablo 4.8 Virus incelemesinde kullanilan disi kum sineklerinin 6rnekleme

bdlgelerine ve zamanina gore dagilimi

Temmuz Agustos Toplam
Bolgeler | Lokalite | # % # % # % # %
s L1 38 19.8 43 27 1 8 251 89 233
Bolge 1

L2 49 255 8 51 5 156 62 16.2

Boige 2 13 11 57 5 3.0 1 3.1 17 44
L4 i/ 36 55 346 0 0 62 16.2

L5 0 0 0 0 0 0 0 0
Bolge 3 L6 28 147 28 17.6 12 375 68 (AT
L7 20 105 13 8.2 5 156 38 99

L7 2 1 0 0.0 0 0.0 2 0.5

Bolge 4 L8 0 0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
L9 0 0 0 0.0 0 0.0 0 0.0

L10 2 1 0 0 0 0 2 05

Bolge 5 L11 2 1 1 0.6 0 0 3 0.8
L12 28 14.7 6 38 1 3.1 35 9.1

L13 0 0 0 0 0 0 0 0

L14 2 1 0 0 0 0 2 0.5

Boige 6 L15 0 0 0 0 0 0 0 0
L16 1 0.5 0 0 0 0 1 0.3

L17 1 0.5 0 0 0 0 1 0.3

L18 1 0.5 0 0 0 0 1 0.3

Toplam | 192 100 159 100 32 100 383 100

5.TARTISMA
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Sivrisinekler ve kum sinekleri, insan sagligi agisindan 6nemli birgok
hastaligin yayilmasi ve bulasmasinda etkili olmaktadir. Sivrisinekler, Arthropoda
subesi, Insecta sinifi, Diptera takiminda yer alan Culicidae ailesi igerisinde
incelenmektedir (139). Culicidae ailesinde yer alan alt familyalardan 6zellikle
Anophelinae ve Culicinae, insan saghgi agisindan en énemli trleri icermektedir
(140). Culicinae alt ailesinde Aedes, Uranotaenia, Culiseta, Culex, Mansonia,
Coquillettidia, Orthopodomyia ve Ochlerotatus cinsleri yer alir (141, 142).
Culicidae ailesinde siniflandirilan sivrisinekler, yuksek adaptasyon ve yayilim
yetenekleri, ayrica populasyon yogunluklarini etkin bir sekilde arttirabilme
Ozellikleri sonucu dinyada, kutuplar hari¢ tum bdlgelerde bulunabilmektedirler
(143,144,145). Sivrisinek turleri tropikal, subtropikal ve ihman iklim kusaklarinda
bulunan Ulkelerde 6nemli halk saghgi sorunlari olusturan sitma ve filariasis gibi
paraziter hastaliklarin yani sira, birgok arbovirus enfeksiyonunda da vektor rolu
oynamaktadir. Bunlarin arasinda Bunyaviridae ailesinde siniflandirilan Rift
vadisi atesi virusu, Togaviridae ailesinde siniflandirilan Chikungunya virusu ve
Flaviviridae ailesinde yer alan Sari Humma, Deng atesi, Japon Ensefaliti, St.
Louis ensefaliti ve Bati Nil viruslari en énemli etkenlerdir (32). Bati Nil Virusu
(BNV), sivrisineklerle bulasan diger arboviral enfeksiyonlar arasinda, 1999
yilinda Amerika kitasina virusun gegisi ile tUm dunyada en yaygin bulunan
etken haline gelmistir (32). Virusa maruz kalan kigilerin %15-20'sinde atesli
hastalik etkeni olan BNV, ileri yas, altta yatan hastalik varhigi gibi risk
faktorlerine sahip kisilerde 6nemli morbidite ve mortaliteyle sonuclanabilen
merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari meydana getirmektedir (50). BNV'nin
dogadaki enzootik dongusu ormanlik ya da sulak alanlarda go¢cmen ya da
yerlesik yabani kuslar ve bunlardan kan emen ornitofilik sivrisinekler arasinda
devam eder. Sehirler ve daha kurak bolgelerde ise peri-domestik kuslar ve
insanlarin da aralarinda bulundugu diger duyarli memeli tlrlerine virus, farkl
beslenme davraniglari gostererek kopru vektor gorevi yapan sivrisinekler turleri
tarafindan aktarilir (32).
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Farkh sivrisinek turlerinin BNV ile enfekte olma ve virusu bulagtirma
etkinlikleri farklillk gostermektedir. Yapilan galismalar 11 cinste yer alan (Culex,
Ochlerotatus, Aedes, Anopheles, Coquilletidia, Aedemomyia, Mansonia,
Mimomyia, Psorophora, Culiseta ve Uranoteania) 65'i askin sivrisinek tlrinuin
BNV ile enfekte olabilecedine isaret etmektedir (34,146,147,148). Buna karsin
Culex cinsi sivrisinekler tum dunyada BNV bulagmasindan sorumlu primer
vektor olarak kabul edilmektedir. Virusun replikasyonu ve duyarli turlere
bulastiriimasi konusunda kompetan olarak izlenen Culex sivrisinekleri arasinda
C.pipiens, C.tarsalis, C.quinquefasciatus, C.stigmatosoma, C.thriambus ve C.
nigripalpus sayllmaktadir (146, 148). Cesitli Culex turlerinin BNV yayiimasindaki
rold, ilgili tirin beslenme tercihleri, cografi ve ekolojik faktorlerle iligkili olarak
degisiklik gostermektedir. Amerika Birlesik Devletleri'nde birgok kus turi ve
insandan kan emme 6zelligine sahip C.tarsalis, BNV bulagsmasinda daha etkin
gorunurken, Avrupa Ulkelerinde C.pipiens 6ne ¢ikmaktadir (149, 150). BNV'nin
belirli bir bélgede vektor tercihinde, o bdlgede bulunan ve vektér kompetansi
gOsteren sivrisinek turlerinin yogunlugu, bunlarin beslenebilecedi konaklarin
varhdi, ayrica bdlgenin cografi ve iklim 6zellikleri etkili olmaktadir. Klinik olarak
onemli diger flaviviruslardan Deng atesi ve sari humma viruslarinin vektora olan
Aedes sivrisineklerinin de BNV ile enfekte olabilecegi bilinmekle birlikte, bu
tarler virusun dogal sartlardaki yagsam dongusunde primer vektor olarak kabul
edilmemektedir (151, 152, 153, 154). BNV enfeksiyonlari, virus replikasyonu
icin kompetans goOsteren ¢esitli turlere ait sivrisineklerin dogadan toplanan erkek
bireylerinde de saptanabilmektedir. Bu durum, virusun vektor tirlere gecisinde
digi sivrisineklerin viremik turlerden kan emmesinin yani sira vertikal gegis

potansiyeline de isaret etmektedir (155).

Avrupa, Orta Dogu ve Asya'da bulunan sivrisinek tlrlerinin arasinda
C.pipiens s.s., C.theileri, C.modestus s.s., C.univittatus, Oc.caspius ve
An.maculipennis s.l., BNV icin vektor ozelligi gosteren turlerdir ve virusun
bulunduklari bolgelerde bulasmasinda énemli rol oynadiklari kabul edilmektedir
(62). Potansiyel vektor tlrlerde gergeklestirilen birgok incelemeye ait sonuclar,

bu gérisii dogrular niteliktedir. Ornegin, italya'da insan salginlarinin ortaya
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ciktigl bir bolgenin ¢evresinde saptanan uygun habitatlarda, C. pipiens ve Oc.
caspius turu sivrisineklerde BNV saptanmis (156); takip eden g¢alismalarda
enfekte sivrisineklerin yayilim gdsterdigi bolgelerin genigledigi dikkati cekmigtir
(157, 158). Fransa'da yapilan arastirmalar, 6zellikle sulak bolgelerde bulunan
BNV tasinmasinda C. modestus ve Oc. caspius, buna karsin sehir ve
cevresindeki kirsal alanlarda virus yayiliminda daha ¢ok C. pipiens’in sorumlu
oldugu gdsterilmistir (159). ispanya'da ise BNV genomik RNA dizileri C.
perexiguus turu sivrisineklerde saptanmis ve bulagsmada bu turin etkili oldugu
dusundlmustar (160). Komsu Portekiz'de ise C. pipiens, C. theileri ve An.
maculipennis turlerinin insan BNV olgularinin ortaya c¢ikisi ile iligkili oldugu
g6zlenmistir (161). Rusya'da BNV iligkili salginlarin ortaya ¢iktigi Volvograd
bdlgesinde, sehirlesmis alanlardaki bulagmalarda C.pipiens 6ne ¢ikarken, sehir
cevresi kirsal veya yari kirsal bolgelerde ise C. modestus'un vektor olarak daha
etkin rol oynadigi gézlenmistir (162). C. perexiguus, C. pipiens ve Oc. caspius
tirleri de, israil'de sivrisinek ve olgu sayilarindaki mevsimsel degisikliklerden
bagimsiz olarak BNV bulagsmasina neden olan primer vektorler olarak
saptanmistir (163). BNV olgularin 2009 yilinda salgin halinde ortaya cikigi
ulkemizdeki salginla benzerlikler tagsiyan Yunanistan'da, olgularin yogunlastigi
bdlgelerde yapilan érneklemelerde C.pipiens sivrisineklerinde virus saptanmistir
(164).

Calismamizda, 2009 yilindan bu yana BNV olgulari rapor edilen Ankara
ilinde, vektor sivrisinekler arastiriimis ve toplanan orneklerde viral antijen ve
nakleik asitler incelenmistir. Bu ¢alisma seroprevalans bulgulari ve semptomatik
olgular ile virus aktivitesinin gosterildigi Ankara ilinde (74, 75), BNV vektorlerine
yonelik gerceklestiriimis ilk calisma olma 06zelligini tagsimaktadir. Calismamiz
kapsaminda 2012 yili yaz sezonu igerisinde, Temmuz-Eylul aylarinda 10 gun
sure ile 6 bdlgede belirlenen toplam 19 lokalitede ornekleme yapilmistir.
Orneklemede standart 1sik tuzaklari kullaniimig; érnekleme dahil edilen bélgeler
ise BNV ya da Phlebovirus enfeksiyonu olgulari saptanan ve/veya sivrisinek-
kum sineg@i yayillimi oldugu belirlenen yerler ve cevrelerini icerecek sekilde

secilmigtir.
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Calismalar sonunda %25.5'i erkek ve %74.5'i disi olmak Uzere toplam
239 sivrisinek toplanmistir. Morfolojik inceleme ile toplanan 6rneklerde tir
dagilimi  %74.4 C.pipiens, %20.9 An.maculipennis, %2.1 An.claviger, %1.6
Culiseta annulata ve %1 C. theileri olarak belirlenmigtir. BNV saptanmasi igin
toplanan sivrisinek ornekleri, tur tayinlerinin ardindan 6rnekleme tarihi, lokalite
ve tlurlere gore 1-18 birey igeren toplam 65 havuz halinde gruplandiriimistir.
Sivrisinek havuzlari standart yontemlerle isleme alinarak parcalanmis; elde
edilen homojenatlarda ticari bir immunokromatografik BNV antijen testi
(Vectest) ve "nested" PCR yodntemi ile BNV antijenleri ve RNA'sI arastiriimistir.
incelenen havuzlarin tamaminda viral antijen ve niikleik asitler negatif olarak

izlenmistir.

Tarkiye“de saptanan 61 sivrisinek turlu icinde, BNV igin vektor ozelligi
tasiyan birgok tur de bulunmaktadir. Aralarinda C.pipiens gibi yaygin bir BNV
vektorinin de yer aldigi 13 Culex turd sivrisinek de bunlara dabhildir (70).
Bunlarin belli baslilari arasinda incelenen her bodlgede varligi gosterilen
C.pipiens, C. hortensis, C. litinicus, C. martini, C. mimeticus, C. modestus, C.
perexiguus, C. terrans, C. theileri, C. torrentium ve C. tritaeniorhychus sayilabilir
(165). Ancak BNV vektora olarak, virus varhdinin cgesitli sivrisinek tirlerde
arastirildigi caligmalar oldukga sinirli sayidadir. Bunlardan ilki 2003-2004
yillarinda Sanliurfa ilinde gercgeklestirilmis, toplanan 6457 sivrisinek BNV varhgi
acisindan Vero hidcre kaltiri, Vectest ve gercek zamanhi PCR ile
degerlendirilmistir (85). Incelenen o&rneklerin  %56'si  C.pipiens, %24'U
Ochlerotatus caspius, %20'si Aedes spp. olarak tanimlanmigtir. Sivrisinekler 20-
25 bireylik havuzlar olusturulmak suretiyle gruplandirilmig, daha sonra 1150
ornek Vero hucrelerine inokulasyon, 2648 ornek Vectest, 2189 ornek gergek
zamanli PCR, 470 ornek ise ise hem Vectest hem gercek zamanli PCR ile
degerlendirilmistir. Vectest ve PCR ile degerlendirilen bazi havuzlarda Vectest
pozitifligi izlenmesine karsin, ayni érneklerin gergcek zamanli PCR sonuglarinin
negatif olmasi nedeniyle, izlenen reaktif sonuglar yalanci pozitiflik olarak
degerlendirilmistir (85). Ayni calismada bolge sakinlerinde ndétralizan antikor

seroprevalansi %9.4 oraninda saptanmistir. 2010 yilinda Manisa basta olmak
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uzere Ozellikle Ege bolgesinde bulunan illeri etkileyen BNV salgini sonrasi,
Tarkiye Halk Sagligr Kurumu (o zamanki adiyla Saglik Bakanligi Refik Saydam
Hifzisihha Merkezi Bagkanligi) yuraticuliginde gergeklestirilen bir ¢calismada;
Manisa, Sakarya, Mugla ve Edirne illerinden haziran-ekim 2011 tarihleri
arasinda toplanan sivrisinekler, BNV agisindan incelenmistir. Mugla ilindeki 4
lokaliteden 2018, Edirne ilindeki 3 lokaliteden 1080, Manisa ilindeki 6
lokaliteden 820 ve Sakarya ilindeki 5 lokaliteden 780 olmak Uzere 4698 6rnegin
incelendigi bu ¢calismada en sik saptanan tur C. pipiens (%99.6) olarak izlenmis;
onu Anopheles claviger (15 ornek), C. theileri (2 6rnek), Culiseta longiareolate
(1 6rnek) ve Ochleratatus spp. (1 6rnek) takip etmigtir. Tum 6rneklerin 20-40
bireylik havuzlarda incelendigi bu ¢alismada gergek zamanli PCR ve "nested"
PCR ile test edilen havuzlarda BNV RNA'si saptanmamistir (166). Ulkemiz
sivrisineklerde BNV nukleik asitleri ilk kez 2012 yili Temmuz ayinda Trakya
bolgesi Edirne ili cevresinde 23 lokasyonda gergeklestiriien bir saha
calismasinda saptanmistir (167). Bu ¢alismada incelenen 9261 sivrisineklerde
izlenen turler Ochlerotatus caspius (%90.9), Culex pipiens (%4.7), Anopheles
pseudopictus (%3) ve Anopheles maculipennis (%1.3) olarak rapor edilmis; 232
havuz halinde flaviviruslar-BNV'ye ek olarak phlebovirus ve alfavirus ailelerinin
de arastinldigi bu calismada 37 havuzda (%15.9) BNV RNA'sI saptanmistir.
Pozitif havuzlarin 9%89.2'si Oc.caspius, %10.8'si C.pipiens bireylerinden
olugsmustur. Calismada boélgede bulunan BNV kdkeninin "Lineage 1" oldugu
ortaya konulmus; sivrisinek turleri ve oOrnekleme istasyonlari arasinda viral
niikleik asit dizileri arasinda yiiksek dizey homoloji saptanmistir. Ulkemizde
"Lineage 1" viruslarin varhg, ilk kez i¢c Anadolu bélgesi Ankara ve Eskisehir
illerinde 2011 yilinda insan ve atlarda es zamanli olarak ortaya c¢ikan
semptomatik enfeksiyonlar sirasinda gdsterilmistir (168). Sivrisineklerde
saptanan BNV dizileri, Ankara-Eskisehir illerinde izlenen BNV dizileri ile
%94.00-96.34 homoloji gostermistir.

Calismamizda sivrisineklerde BNV incelemeleri, virusun dolasimi
serosurveyans verileri ve olgu raporlari ile dogrulanmis bir bolgede; saptanan

olgularin ikamet ettikleri bolgeler de kapsanarak yapiimis olmasina karsin,
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pozitiflik saptanamamigtir. Bu durumun muhtemel nedenleri incelenirken,
oncelikle BNV arastirilmasinda kullanilan sistemler g6zonine alinmali ve
yalanci negatiflik olasiliklari degerlendirilmelidir. Bizim g¢alismamizda, BNV
antijenlerinin saptanmasi amaciyla, immundifuzyon temelli, kolloidal altinla
konjuge edilmis monoklonal antikorlar ile viral antijenlerin yakalanmasi esasina
dayanan ticari bir sistem kullanilmistir (169,170). Bu sistem, sivrisinekler ve kus
orneklerinde kullaniimak Uzere optimize edilmis, uygulama kolayligi ve ek cihaz
gerektirmemesi nedeniyle Ozellikle saha arastirmalarinda yaygin olarak
uygulanan, performans 6zellikleri iyi bilinen bir sistemdir (170). Testin 6zellikle
kug oOrneklerinde duyarlihdinin hucre kulturd izolasyonunda yuksek, PCR
yontemleri ile karsilastirilabilir dizeyde oldugu rapor edilmesine karsin,
sivrisinek orneklerinde duyarliigi PCR yodntemlerine gore daha duguk olarak
bildirilmektedir (170). Bu yontemle yanhg pozitiflikler de izlenebilimekte, elde
edilen sonuclarin PCR ve diger yontemlerle dogrulanmasi, mumkin olmadigi
durumlarda ise yeniden drnekleme yapilmasi dnerilmektedir. Ayni sistem 2003-
2004 Sanliurfa sivrisinek orneklerinin de degerlendiriimesinde kullaniimisg,
ancak saptanan pozitiflikler virus izolasyonu ya da PCR ile dogrulanamamistir
(85). Calismamizda viral nukleik asitlerin saptanmasi amaciyla virusun farkli
"Lineage’larinin  amplifikasyonunu duyarlh olarak gerceklestirebilen; kuslar,
sivrisinekler ve insan olgularinda uygulama alani bulmus bir "nested" PCR
sistemi kullanilmistir (138). Viral genomda zarf glikoproteinlerini hedefleyen
primerlerin iki turlu reaksiyon seklinde kullanildigi bu sistem, Ulkemizde dizi
verisi bulunan tim PCR pozitif érneklerin saptanmasinda kullanilmisg; sivrisinek
orneklerinde de virusu amplifiye edebildigi gdsterilmis bir sistemdir. Ankara ve
Eskisehir bolgelerinde saptanan olgularda da ayni protokol uygulanmistir
(84,168). Dolayisiyla, uygulanan saptama sisteminin dolagsimda bulunan
viruslara duguk duyarhlik gostermesi ¢ok dusuk bir olasiliktir. Bilindigi gibi,
molekuler analizlerde 6zellikle RNA'nin ¢aligilmasi s6z konusu olan durumlarda,
hedef molekulin DNA'ya gore daha dusuk olan stabilitesi ve RNaz enzimleri,
calismalarda yalanci negatif sonuglara neden olabilmektedir. Bu durumun
onlenmesi i¢in gcalismamizda tum sivrisinek bireyler, orneklendikleri gin buz

akuleri ile canl olarak laboratuvara ulagtiriimig, tur tayininin ardindan -80°C'de
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saklanmisg, parcalama islemleri RNaz icermeyen sarf malzemeleri kullanilarak,
RNaz inhibitdrl bulunan ticari soltsyonlar ve kitlerle yapilmigtir. Laboratuvarda
hazirlanan ("in house") bir PCR metodu kullaniimasindan dolayi, calisilan her
ornekte bir internal kontrol amplifikasyonu yapilmamistir. Bununla birlikte, ortak
amlifikasyon karigimlari hazirlanarak, uygun pozitif ve negatif kontrollerle
gerceklestiriien PCR reaksiyonlari sirasinda bireysel orneklerin negatif olarak
izlenmesi ihtimali godzardi edilebilir duzeydedir. S6z konusu parcalama ve
saptama yaklasimlari, Trakya bolgesi kaynakli sivrisineklerde basaril bir sekilde

uygulanmis ve BNV izolatlarini saptamistir (171).

Calismamizda oOrnekleme suresince toplam 239 sivrisinek toplanmisg,
morfolojik incelemeler en sik saptanan turin (%74.4), dnemli bir BNV vektoru
olan C. pipiens oldugunu ortaya koymustur (Tablo 4.1). En yiuksek sayida
sivrisinek 6rnegi Temmuz ayi sirasinda toplanmig (n:137, Tablo 4.2), érnekleme
bolgeleri arasinda da farkhliklar izlenmistir (Tablo 4.2). Calisma slresi ve
ornekleme istasyonu sayisi yeterli olmasina karsin, sezon boyunca toplanan
sivrisinek orneginin benzeri galismalarla karsilastirildiginda gérece az sayida
oldugu izlenmektedir (85,171). Bu durum, virusun vektorlerde saptanamamis
olmasinin da baslica nedeni olarak degerlendiriimektedir. Calisma planimiz,
hastalik etkenlerini tasiyan sivrisinek ve kum sineklerini saptayabilmek amaciyla
yapilmigtir; bu nedenle bolgesel sivrisinek ekolojisi ve populasyonlar dinamikleri
konusunda sinirli duzeyde veri saglayabilmektedir. Bununla beraber bolgede
BNV vektoru olarak sivrisineklere yonelik ilk arazi ¢aligmasi olmasi ve olgularla
iligkili bolgelerde tur dagilimi konusunda bilgi saglamasi agisindan degerlidir.
Ankara ilinde calismamiz baglamadan saptanan bir BNV olgusunun yasam
alani ve c¢evresinde yapilan ornekleme c¢alismasinda sivrisinek ornegi
saptanamamistir (84). Sivrisinek havuzlarinda BNV saptanmasina etkili oldugu
bilinen bircok ekolojik faktdor bulunmaktadir. Modelleme calismalar da,
orneklemenin yapildigi ay ve incelenen bolgelerdeki bitki ortusu, sulak alan ve
yerlesim &zelliklerinin, pozitif sivrisinek havuzlarinin éngérilmesinde etkin
olabilecegini gostermektedir. Belirli bir bolgede sivrisineklerde BNV saptanmasi,

insan olgularinin ortaya ¢ikmasi ya da sayisinin artmasi acisindan prediktif
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Ozellige sahiptir (172). Ankara bolgesinde BNV vektorleri ve ekolojik
Ozelliklerinin saptanabilmesi igin, takip eden sezonlarda kapsamli ¢alismalar

yapilmasi gerekmektedir.

Kum sinekleri Diptera dizisi Nematocera dizi bélumu Psychodidae ailesi
Phlebotominae alt ailesinde siniflandirilan, buydklikleri 1-4 mm buUyuklukte
canlilardir. Léger ve Depaquit 'ye gore Yeni Dinya kum sinekleri Hertigia,
Warileya, Lutzomyia ve Brumptomyia olmak uzere dort; Eski Dunya kum
sinekleri ise Chinius, Phlebotomus, Austraophlebotomus, Idiophlebotomus ve
Sergentomyia olmak Uzere bes cins i¢inde siniflandinimaktadir (173). Kum
sinekleri, Yeni Zelanda ve Pasifik Adalari dsinda tropikal ve subtropikal iklim
kusaklarinda yaygin olarak bulunurlar. Genel olarak 40° Guney ve 50° Kuzey
enlemleri arasinda dagilim gosteren kum sineklerinin farkli cinslerine Asya,
Afrika, Avrupa'nin gineyi, Orta ve Glney Amerika ve Avustralya'da
rastlanmaktadir (136, 174). Eski Dunya'da bulunan kum sinekleri genellikle
insan ve hayvanlara yakin habitatlarda bulunurken, Yeni Dunya'da siklikla
ormanlik boélgelerde yasamlarini surdurarler (175). Sinirh ugus kapasitelerine
bagli olarak beslenme bodlgelerinden genellikle fazla uzaklagsmayan kum
sinekleri, sicak ve nemli ortamlari tercih ederler. TUm bireyler ¢evredeki seker
kaynaklarindan beslenirken, disiler yumurtlama o6ncesi kan emer ve yumurtalar
larva icin beslenme kaynagi olarak islev gorecek toprak ve organik madde
iceren mikrohabitatlara birakilir. Enfeksiyon etkenleri, duyarh tlrlere disi kum
sineklerinin kan emmesi sirasinda bulastirilir. (176). Saha ve modelleme
calismalari, iklimsel degisikliklerin de etkisiyle Phlebotomus tiriG kum
sineklerinin, Akdeniz c¢evresinde yer alan bilinen habitatlarinin, yeni bolgeleri

icerecek sekilde genisleme gdsterdigine isaret etmektedir (177, 178).

Kum sinekleri de sivrisinekler gibi bazi 6nemli insan patojenleri igin vektor
gérevi gormektedir. Bunlarin en o©Onemlileri arasinda Eski Dunya'da
Phlebotomus, Yeni Dinya'da Lutzomia turleri tarafindan tasinan leishmaniasis
hastaligi bulunur (179). Bunun disinda bartonellozis gibi bakteriyel hastaliklar
ve cesitli virus hastaliklari da kum sinekleri tarafindan duyarl insan ve hayvan

populasyonlarina aktarilabilmektedir. Kum sineklerinin vektor roli oynadigi
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viruslar Bunyaviridae ailesi Phlebovirus cinsinde yer alan Phleboviruslar,
Rhabdoviridae ailesi Vesiculovirus cinsinde yer alan Chandipura virus ve
Reoviridae ailesi Orbivirus cinsinde bulunan Changuinola virus'tur (175).
Chandipura virus, Asya'da, Ozellikle Hindistan bolgesinde yuksek mortalite ile
seyreden ates ve ensefalit tablosuna neden olmakdadir. Changuinola virus
enfeksiyonlarinin ise hafif seyirli atesli hastlaliklarla iligkili bulunmustur. Her iki
virusun da epidemiyolojisi konusunda bilgiler sinirlidir (179,180). Phlebovirus
cinsinde siniflandirilan viruslar arasinda "sandfly fever" Sicilya virusu (SFSV) ve
"sandfly fever" Napoli viruslari (SFNV) "flebotom atesi", "tatarcik hummasi" ya
da "U¢ gunlik ates" olarak isimlendiren atesli hastaliklar; Toskana virus (TOSV)
ise atesgli hastaliklarin yani sira aseptik menenijit etkenidir (94). Adi gecgen
viruslara ek olarak; bu viruslarin genomik dizi ve antijenik farkhliklar tasiyan
varyantlari "sandfly fever" Kibris virusu (SFCV) ve ilk kez ulkemizde izole edilen
"sandfly fever" Turkiye virusu (SFTV)'nin de insanlarda agir seyirli atesli hastalik
etkeni oldugu bilinmektedir (123). Phleboviruslar kum sinekleri arasinda vertikal
ve horizontal yollarla gegis gosterir; enfekte memelilerde viremi slre ve dizeyi
sinirhdir ve viruslarin kum sineklerine kan emmesi sirasinda aktarilmasi gugtir.

Cesitli memelilerin rezervuar rolt oynadigi dusinulmektedir.

Atesli hastalik etkeni olan phleboviruslar SFSV ve SFNV igin kum sinegi
vektor Phlebotomus papatasi, merkezi sinir sistemi tutulumu olusturan TOSV
icin vektorler ise P. pernicious ve P. perfiliewi olarak ortaya konulmustur.
Belirtilen kum sinegi turlerinin vektor potansiyeli laboratuvar kosullarinda
saptanmig, endemik Ulkelerde tekrarlayan virus izolasyonlari ile sahada
oynadiklari rol ortaya konmustur (94). Bununla birlikte SFSV-SFNV ve TOSV
adi gecen tlrler disinda bazi kum sinegdi tirlerinde de saptanmistir. Ornek
olarak SFSV ve varyantlari, P.papatasi'nin yani sira P. pernicious, P. ariasi, P.
major s.l., P. neglectus, P. longicuspis ve Sergentomyia minuta; SFNV P.
pernicious, P.perfiliewi ve P. longicuspis; TOSV ise S.minuta kum sineklerinde
goOsterilmistir (181, 182, 183, 184). Bu tlrlerin tamaminin virus yasam
dongusuinde belirgin rolleri olup olmadigi acik degildir. Bununla birlikte SFSV ve

TOSV RNA'si saptanan S.minuta gibi kum sineklerinin agirlikli olarak
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surungenler Uzerinden beslenmesi, henlz ortaya ¢cikmamig rezervuar turlerin de
virus yasam dongusunde yer alabilecegini dusundurmektedir (181). Kum
sineklerinde yapilan calismalar; insanlarda hastalik etkeni oldugu iyi bilinen
SFSV-TOSV gibi phleboviruslar diginda, yeni izolatlarin da tanimlanabilmesine
olanak saglamistir. 1985 yilinda Yunanistan'in Korfu adasinda toplanan P.
major s.| érneklerinde bir SFSV varyanti olarak karakterize edilen "Korfu virusu"
izole edilmig (185); 2006 yilinda Kibris Rum Kesimi'nde izlenen bir atesi hastalik
salgininda da yine bir SFSV varyanti olan SFCV saptanmistir (119). Bir bagka
virus izolatl da, Tunus'ta gergeklestirilen saha c¢alismalarinda P.pernicious
havuzlarinda saptanmis; SFNV'ye benzerlik gosteren bu izolata da "Punique
virus" adi verilmistir (186). SFNV serokompleksinde siniflandirilmasi dnerilen bir
diger izolat, "Massilia virus" ise Fransa'nin Marsilya bodlgesinde P.perniciosus
tiri kum sineklerinde saptanmistir (187). ispanya'da Granada sehrinde ise,
yine SFNV ile genetik benzerlie sahip, Massilia virus ve tanimlanamayan bir
diger virus arasinda "reassortment" sonucu ortaya ¢iktigi disinilen "Granada
virus" tanimlanmistir. (188). Kibris virusu disindaki phlebovirus izolatlarinin
bazilarina insan maruziyeti serolojik olarak gdsterilmistir; ancak klinik
orneklerde saptanmamis olmasi nedeniyle hastalik etkeni olarak rolleri henuz
acikliga kavusmamistir. SFSV ve SFCV'ye benzerlik gosteren bir phlebovirus
varyantl olan "Sandfly Fever" Turkiye Virusu (SFTV) ise; Ulkemizde Akdeniz,
Ege ve i¢c Anadolu bélgelerinde ortaya ¢ikan atesli hastalik salginlarinda izole
edilmistir (123). Ankara bdlgesinde yapilan ¢alismalarda, SFTV'nin vektorleri

olarak P.major s.l. tirt kum sinekleri belirlenmistir (127).

Tarkiye'de yayilim gosteren kum sinekleri, Phlebotomus ve
Sergentomyia cinslerine ait tlrlerle temsil edilmektedir. Bugine kadar
gerceklestirilen galismalara gére Phlebotomus cinsine ait kum sinegi turlerinin
Marmara, Ege, Akdeniz, i¢ Anadolu, Dodu ve Giineydogu Anadolu'da;
Sergentomyia cinsine ait olanlarin ise Marmara, Ege, Akdeniz, i¢ Anadolu ve
Guneydogu Anadolu’da yayilim gosterdigi tespit edilmistir (189-202). SFSFV,
SFNV ve TOSV vektori olarak kesinlesen tirler disinda, yeni phlebovirus

izolatlarinin saptandigi  kum sinegi turleri de ulkemizde vyaygin olarak
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bulunmaktadir. Bununla birlikte phleboviruslarin vektor kum sineklerinde

arastinldigi tek bir calisma bulunmaktadir (81).

Calismamizda kum sinegi dérneklemeleri; sivrisineklerle birlikte Ankara ili
cevresinde, 2012 yih temmuz-eyllil aylarinda gergeklestirilmistir. Mamak
ilcesinde 2008-2009 yillarinda saptanan SFTV olgulari ile iligkili olan belirli
lokaliteler de ornekleme bolgelerine dahil edilmistir. Virusun ilk tespitinin
yapildigi 2008 yilindan bu yana Ankara bdlgesinde SFTV aktivitesinin 2009-
2011 yillarinda devam ettigi bilinmektedir (124, 126). Ayni bdlgede 2010 yilinda
TOSV maruziyeti ve merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari da bildirilmigtir (127).
Calismada 10 gunluk sure boyunca 767 adet kum sinegi toplanmis (Sekil 4.1);
orneklerde cinsiyet dagillm hemen hemen esit olarak izlenmistir
(erkek/disi:1.003). Morfolojik tur tayini yapilan 384 erkek kum sineginde tur
dagihimlari P. papatasi (%36.2), P. halepensis (%27.3), P. major s.l. (%19.3), P.
sergenti (%8.9), P. perfiliewi (%4.4), P. simici (%2.6), P. tobbi (%0.8) ve
Sergentomyia sp. (%0.6) olarak belirlenmigtir. Temmuz ve agustos aylarinda
sirasiyla 398 (tum kum sinegdi o6rneklerinin %51.9'u) ve 326 6rnek (tUm kum
sinegdi 6rneklerinin %42.5') toplanmis; eylll ayinda ise belirgin olarak az sayida
kum sinegi yakalanabilmistir (43, %5.6) (Sekil 4.1). Ornekleme bélgelerine gére
sayllar incelendiginde; érneklerin %79.9'unun Bolge 1-3 (Bdlge 3: %29.3, Bolge
1:%28, Bolge 2: %22.6) kaynakli oldugu; kalan %Z20.1'lik kismin ise diger
bolgeler arasinda dagildigi izlenmektedir (Sekil 4.3). Kum sinegi tdrlerinin
bdlgelere gore dagihimlarina bakildiginda; Boélge 1' de adirlikh olarak P. major
s.l. (%49.2), Bolge 2' de agirlikh olarak P. halepensis (%68.5), Bolge 3' de ise
agirhkli  olarak P.papatasi (%83.1) saptanmistir (Tablo 4.3). Onceki
calismalarda SFTV vektéri olarak belilenen P.major s.l. toplam 6&rneklerin
%19.3'Unu olusturmus ve codunlukla Bolge 1 ve 2'de saptanmistir (%98.6).
TOSV vektoru olan P. perfiliewi ise erkek kum sinegi toplam sayisinin %4.4'Unu
olusturmus; Bolge 5 ve 6'da saptanan tek tur olarak belirlenirken, Bolge 1 ve

3'de nadir olarak izlenmistir (Tablo 4.3).

Ankara ve cevresinde izlenen kum sinegi cesitliligi ve tur dagilimi

konusunda kisitli veri bulunmaktadir. Yagci ve arkadaslarinin ¢alismasinda,
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Nisan 1994 - Ekim 1995 tarihleri arasinda Cubuk, Kazan ve Cayirhan ilgelerinde
secilen 3 lokalitede ornekleme yapilmig; %89.1' disi, %10.9'u erkek olmak
Uzere toplam 2248 kum sinedi toplanmistir (203). Orneklerde morfolojik
inceleme sonucu P. kyreniae, P.simici, P. alexandri, P.sergenti, P. perfiliewi ve
P.papatasi olmak Uzere 6 farkh tir tespit edilmig; baskin turin ise orneklerin
%98.4'UnU olugsturan P. perfiliewi oldugu izlenmistir. Bu ¢alismada Cubuk ve
Kazan ilgelerindeki lokalitelerin insan populasyonlarindan uzakta bulundugu ve
bu drnekleme noktalarinda sadece P. perfiliewi turt kum sineklerinin saptandigi
rapor edilmistir. P. perfiliewi ve P.sergenti turlerinin mayis, haziran, temmuz ve
agustos aylarini kapsayan tum ornekleme suresince; P.papatasi turlerinin ise
sadece adustos ayinda tespit edilebilmistir. insan ve hayvan populasyonlarinin
birlikte bulundugu érnekleme lokalitelerinde P. kyreniae, P.simici, P. alexandri,
P.sergenti ve P.papatasi bulunurken; P. perfiliewi hem issiz ve az yerlesimli
alanlarda hem de insan ve hayvanlarin yogun oldugu alanlarda izlenmistir
(203).

Ankara ili Mamak ilgesi ¢evresinde 2011 yili temmuz ayinda
gerceklestirilen ve bizim érnekleme lokalitelerimizin bir kismini (Bdlge 1 ve 2) da
iceren bir diger calismada; 11 lokalitede toplam 667 kum sinedi érneklemesi
yapilmig, drneklerin %66.1'ini disi kum sinekleri olusturmustur (81). Erkek kum
sinegi bireylerinin morfolojik incelemesi sonucu saptanan yaygin tarler P. major
s.l. (%38.9), P. sergenti (%20.4), P. halepensis (%17.7), P. papatasi (%10.2), P.
simici (%4), Larrousius spp. (%3.5), P. tobbi (%1.3) ve P. perfiliewi (%1.3)
olarak rapor edilmistir (81). Calismada disi kum sineklerinin bir kismi, biyolojik
barkodlama amaciyla yaygin olarak kullanilan sitokrom oksidaz | geni PCR ve
dizi analizi ile P. major s.l.,, P. sergenti ve P. papatasi olarak tanimlanmstir.
Bizim g¢alismamizda 1. No.lu boélge olarak tanimlanan semtte 2011 yilinda 8
lokalitede 6rnek yakalanmis; en yogun saptanan turler P.major s.l. (%45.6),
P.sergenti (%30.9) ve P.papatasi (%6.7) seklindedir. Ayni bdélgede 2012 yilinda
en yogun saptanan turler benzerlik géstermis ve dagilimlar P.major s.1.(%50),
P.sergenti (%27.9) ve P.papatasi (%9.3) olarak izlenmistir. Bolge 2 olarak

adlandirilan semtte ise 2011 yilinda 3 lokalitede 6rnek bulunarak, saptanan kum
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sinegi turleri P.halepensis (%47.7), P.major s.1.(%30.8) ve P.papatasi (%21.5)
olarak rapor edilmistir. Ayni bdlgede 2012 orneklemelerinde de tur dagilimi
degisiklik gostermemis, P. halepensis (%66.4), P.papatasi (%21.5) ve P.major
s.l. (%12.1) olarak izlenmistir. Goruldugu gibi her iki yilda ayni kum sinegi turleri
baskindir ve 6rneklemde yaklasik oranlari benzerlik gostermektedir. Ancak her
iki calismanin da, sivrisinek-kum sinegi ile iligkili viral enfeksiyon olgularinin
ortaya ¢iktigl bolgelerde yapilmig olmasi nedeniyle; gézlenen kum sinegi tir ve
yayginliklarinin Ankara ve cgevresine ait faunay! temsil yeteneg@i acik dedgildir.
Bununla birlikte, boélgede P. perfiliewi ve P.papatasi gibi vektor olarak rolleri net
olarak ortaya konulmus kum sinegdi turleri tekrarlayan saha calismalarinda
saptanmis; ayrica birgok farkli kum sinegi turiinin de bolgede varlidi izlenmigtir.
Dolayisiyla Ankara ilinin kum sinegi kaynakh hastaliklarin girisi ve aktivitesini

surdurebilmesi agisindan uygun sartlara sahip oldugu goérulmektedir.

Calismamizda toplanan 383 disi kum sinegdi, phlebovirus saptanmasi
amaciyla bireysel olarak isleme alinarak "nested" PCR ydntemi ile test edilmis
ancak viral RNA saptanamamistir. BNV arastirimasinda uygulandigi sekilde
ornekleme gunU buz akuleri ile canli olarak laboratuvara ulastirilan 6rnekler,
cinsiyet tayininin ardinda -80°C'de saklanmis; bireysel olarak isleme alinarak
standart yontemlerle RNA saflastirma ve cDNA sentezi iglemlerine alinmigtir.
Uygulanan PCR ydntemi, dejenere primerler ile viral genomda L segmentinde
bulunan RNA bagimli RNA polimeraz geninin kodlama yapan bdlgelerinin
korunmus bir bélimana hedeflemektedir ve SFSV-SFNV-TOSYV gibi patojenitesi
iyi bilinen viruslara ek olarak; Phlebovirus cinsinde siniflandirilan tim viruslari
saptayabilme 06zelligine sahiptir (93). Phlebovirus dagilimi bilinmeyen birgok
bdlgede tarama amaciyla kullanilan bu protokol; SFTV'de aralarinda olmak
Uzere bircok vyeni izolatin ilk kez saptanmasinda fayda gostermistir
(120,123,186,187). Ulkemizde kum sineklerinde phleboviruslarin ilk kez
saptanmasi 2011 yilinda Ankara bolgesinde gergeklestiriimis; arastirilan 441
disi kum sinegi 6rneginin 3'Unde SFTV dizileri gdsterilmistir (81). Virus nukleik
asitleri saptanan kum sinekleri sitokrom oksidaz | geni dizi analizi ile P.major s.l.

olarak tiplendiriimis; 4-6 Temmuz tarihlerinde kum sineklerinde saptanan
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dizilerin agustos ayinda tespit edilen SFTV olgulari ile yiksek duzey homoloji
gosterdigi izlenmigtir. Calismamizda kum sineklerinde phlebovirus arastirilmasi
amaciyla kullandigimiz yontemler, 2011 Ankara bolgesinde uygulanan
yaklasimla aynidir. Ayrica 2012 yili temmuz ayi 6rneklemeleri, 2011 yilinda kum
sineklerinde SFTV'nin saptandigi tarihlerde uygulanmig, buna karsin virus
sekanslari saptanmamigtir. Phlebovirus aktivitesinin izlendigi bolgelerde kum
sineklerinde enfeksiyon oranlari, virus ve bolgeye gore farkhliklar gérulmekle
birlikte %0.05 - 0.67 arasinda kaydedilmektedir (106,182,184,186,187,204).
2011 yiinda Ankara ilinde de bu oran %0.68 olarak izlenmigtir (81).
Calismamizin sonugclari ornekleme bolgelerinde 2012 yilinda SFTV ya da diger
phleboviruslarin dolasimda bulunmadigi ya da enfeksiyon oranlarinin
dusukligune bagl olarak elde edilen drneklem kapsaminda saptanamadigini

dusundurmektedir.
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6. SONUG VE ONERILER

Arboviruslar, yani kan emen eklem bacaklilar yoluyla bulasma 6zelligine
sahip viruslar, degisen epidemiyolojik o6zelliklerinin de katkisiyla tim dinyada
halk saghigi agisindan bir ciddi sorun olmaya devam etmektedir. iklim ve cografi
Ozellikleri ile birgok arbovirus igin uygun kosullara sahip olan ulkemizde;
Ozellikle son on yilda konuya verilen 6nem artmis olmakla birlikte, hastaliklarin
yaylhiminin  6ngoéruilmesi ve uygun onlemlerin alinmasi agisindan yeterli
duzeyde degildir. Arbovirus vektoru olarak gorev yapan organizmalarin dagilimi
ve tasidiklari etkenlerin arastinlmasi, hastalik epidemiyolojisinin ortaya

cikarilmasi agisindan kritik Gneme sahiptir.

Calismamizda, Ankara ilinde sahadan toplanan sivrisinek ve kum
sineklerinin tanimlanmasi ve Bati Nil virusu, Toskana virusu ve diger
phleboviruslarin arastirilmasi amacglanmistir. Serosurveyans verileri ve olgu
bildirimleri, her iki etkenin bdlgede aktivitesini strdirdiguni gostermektedir.
Kapsadigi drnekleme bolgesi agisindan ¢alismamiz, Ankara'da konuyla ilgili

gerceklestirilen en kapsamli arastirma olma 6zelligini tasimaktadir.

Calisma 2012 yih Temmuz-Eylll aylarinda 6 bélgede bulunan 19 lokalitede 10
gun suresince gergeklestiriimistir. Standart 1sik tuzaklarinin érnekleme amaciyla
kullanildigi  ¢alismada BNV antijen ve nudkleik asitleri, ticari bir
immunokromatografik test ve "nested" PCR; TOSV ve diger phlebovirus nukleik
asitleri de "nested" PCR ydntemiyle incelenmistir. Her iki PCR ydntemi de
yuksek duyarliliga sahiptir ve ulkemizdeki virus izolatlarini saptamada etkin

oldugu bilinmektedir.

Calisma suresince toplanan 1006 6rnegin %23.75'ini (239/1006) sivrisinekler,
%76.25'ini (767/1006) kum sinekleri olusturmustur. Toplanan sivrisineklerin
%25.5' (61/239) erkek, %74.5 (178/239) disi olarak tespit edilmis; tir
dagihimlari ise %74.4 (178/239) Culex pipiens, %20.9 (50/239) Anopheles
maculipennis, %2.1 (5/239) An. claviger, %1.6 (4/239) Culiseta annulata ve %1
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(2/239) Culex theileri olarak izlenmigtir. BNV antijen ve nukleik asit incelemeleri;
toplanan sivrisinek orneklerinin tarih, lokalite ve turlere gore olusturulmus 1-18

birey igeren toplam 65 havuzda uygulanmis ve negatif olarak izlenmistir.

Ornekleme siiresince toplanan kum sineklerinin %49.9'u (383/767) disi, %50.1'i
(384/767) erkek olarak izlenmistir. Erkek kum sineklerinde morfolojik tar
dagihmi tayini yapilmig, disi ornekler ise bireysel olarak isleme alinarak
phlebovirus niikleik asitleri agisindan degerlendirilmistir. Orneklerde saptanan
turler %36.2 (139/384) Phlebotomus papatasi, %27.3 (105/384) P. halepensis,
%19.3 (74/384) P. major s.l., %8.9 (34/384) P. sergenti, %4.4 (17/384) P.
perfiliewi, %2.6 (10/384) P. simici, %0.8 (3/384) P. tobbi ve %0.6 (2/384)
Sergentomyia sp. seklinde izlenmistir. Ornekleme bdlgelerinin bazilarinda
izlenen kum sinegi turleri ve yayginligi, 2011 yilinda ayni bdlgelerde yapilan
ornekleme verilerine benzer olarak degerlendirilmigtir. Disi kum sinegi 6rneklerin
incelenmesinde Phlebovirus nukleik asitleri saptanmamistir. Sivrisinek ve kum
sinekleri en yogun olarak temmuz ve agustos aylarinda ve incelenen 6 boélgenin

3'Unden toplanmistir.

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar ile ilgili asadida siralanan

hususlar dikkati cekmektedir:

1)Ornekleme bdlgelerinde BNV, TOSV ve diger phleboviruslar igin vektor
gOrevi yapan sivrisinek ve kum sinegi turleri saptanmigtir. Bu durum adi
gegen viruslarin bdlgedeki aktivitelerini slrdirecegi ve/veya ayni turleri
enfekte edebilen diger arboviral etkenlerin bdlgeye giris yapabilecegine

isaret etmektedir.

2)Ozellikle kum sinegi trleri agisindan drnekleme bélgeleri arasinda farklar
izlenmigtir. Bu durum, farkl bolgelerde farkli virus enfeksiyonlarinin
ortaya cikabilecegini dusundurmektedir. Bununla birlikte c¢alismamiz,
gorece kisitl sayida 6rnegin incelenmis olmasi ve érnekleme bdlgelerinin
secimi nedeniyle Ankara ili ve cevresindeki sivrisinek ve kum sinegi

epidemiyolojisi tam olarak yansitmiyor olabilir. Oniimiizdeki sezonlarda
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yapilacak daha kapsamli ¢alismalar, konuyla ilgili eldeki bilgilerin daha

saglikli olarak yorumlanabilmesine olanak saglayacaktir.

3)incelenen &rneklerde hedef viruslar gdsterilememisti.  Bu  durum,
ornekleme bodlgelerinde dusuk virus aktivitesine isaret ediyor olabilir.
Daha yuUksek sayida bireyin inceleneceg@i ¢alismalar, dusuk siklikta da

olsa dolagimda bulunan viruslarin saptanabilmesine imkan verecektir.
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