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Flaviviridae ailesi Flavivirtis cinsi, sivrisineklerle bulasma gdsteren, aralarinda Bati
Nil, Deng, Zika virUs gibi, tim dinyada 6nemli saglik sorunu olusturmus virusleri
icermektedir. Bazi flavivirusler, sivrisinekleri enfekte etmekte ve yasam déngulerini
cesitli tur sivrisineklerde tamamlamaktadir. Belirli bir bélgede vektdr kaynakli ya da
patojen olmayan virls aktivitesinin bilinmesi, hastalik riskinin degerlendirilebilmesi
ve epidemiyolojik 6zelliklerin incelenebilmesi igin, eklembacakhlarin sirveyansi
6nem tasimaktadir. Bu c¢alismada, o©nceden Bati Nil virlisid olgularn ve
maruziyetinin saptandigi, ayrica cesitli sivrisinek flavivirtslerinin ilk kez rapor
edildigi Trakya boélgesinden toplanan &rneklerde jenerik PZR ydntemiyle
flavivirGsler arastiriimig, saptanan virisler DNA dizi analizi ile tanimlanmis ve
bulgular tartisiimistir. Calisma kapsaminda 2016 yili Agustos-Eylil aylarinda 3 ilde
38 lokalitede standart ydontemlerle 6rnekleme sonucu, 1461 sivrisinek 6rnegi
toplanmigtir. Morfolojik incelemeler, érnekler arasinda en sik saptanan tirin Culex
pipiens s.l. (%54,4) oldugunu gdstermis, bunu Anopheles maculipennis
s.l. (%25,6), Aedes albopictus (%6,1), Aedes caspius (%5,7) ve digerleri takip



etmistir. Toplanan drnekler; bdélge, cinsiyet ve tire gbére toplam 104 havuz olarak
viris taramasina alinmis, % 5.7'sinde (6/104) pozitiflik saptanmigtir. Edirne ili
cevresi kaynakli An. maculipennis s.l. érnekleri iceren bir havuzda Anofeles
flavivirist varyanti 1 ile en ylksek homoloji gbésteren bir dizi karakterize edilmis,
nikleotid ve amino asit karsilagtirmalari, saptanan virisun yeni bir flavivirls olarak
tanimlanabilecegini ortaya koymustur. Ur. unguiculata, Ae. caspius ve Cx. pipiens
s.l. 6rnekleri iceren toplam bes havuzda ise, Edirne gevresinde Ur. unguiculata
turlerinde daha 6nceden tespit edilen, ancak kesin olarak tanimlanamamig bir
flavivirise yakinlik gdsteren diziler tanimlanmistir. Disi ve erkek Ur. unguiculata
ornekleri iceren iki havuzda da ayni virise ait DNA formlari saptanmistir. Bu
formlardan parcali ve kismi okumalar elde edilebilmis, ancak dizilerin iyi korunmus
oldugu ve kodlama yapabilecek 06zellikte oldugu izlenmigtir. Bdylece dogadan
toplanmis sivrisinek érneklerinde ayni flavivirise ait RNA ve DNA formlarinin ilk
kez gosterilmistir, dogal enfeksiyonlar sirasinda bu formlarin olusabildigi ortaya

konulmustur.

Anahtar kelimeler: Bati Nil Virlsu, flavivirts, Sivrisinek, Trakya, DNA
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Flavivirus genus of the family Flaviviridae includes mosquito-borne viruses with
significant global health impact, such as West Nile, Dengue and Zika viruses.
Moreover, certain flaviviruses only infect various mosquito species and complete
their replication cycle without the involvement of vertebrate hosts. Arthropod
surveillance provides information on regional vector-borne or non-pathogenic virus
circulation, for understanding virus epidemiology and risk assessment. In this
study, we carried out flavivirus screening in mosquitoes via generic PCR, in
eastern Thrace region with previously documented West Nile and mosquito
flavivirus activity. The detected strains were characterized via sequencing. A total
of 1461 mosquitoes were collected from 38 localities in 3 provinces, during
August-September, 2016. Morphological identification revealed Culex
pipiens s.l. (54,4%) to be the most abundant species, followed by Anopheles
maculipennis s.l. (25,6%), Aedes albopictus (6,1%), Aedes caspius (5,7%) and

others. The individuals were pooled in a total of 104 specimens, according to
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species, sex and collection sites. Flavivirus screening provided positive results in
5.7% of the pools (6/104). A sequence with the highest nucleotide homology to the
Anopheles flavivirus variant 1 was characterized in a pools with An. maculipennis
mosquitoes, collected around Edirne province. Comparison of nucleotide and
putative amino acid sequences revealed the strain as a candidate for a novel
flavivirus. In five pools comprising Ur. unguiculata, Ae. caspius ve Cx. pipiens s.l.
mosquitoes, another novel sequence, characterized previously in Ur. unguiculata
species around Edirne province, was detected. In two Ur. unguiculata pools
comprising male and female individuals, DNA forms of the particular flavivirus was
identified. Although sequencing reads from these specimens were partial and
fragmented, they were well-conserved and retained protein coding capacity. This
is the first detection of RNA and DNA forms of a particular mosquito flavivirus in
field-collected specimens, confirming the occurence of these forms during

infections in nature.

Keywords: West Nile virus, flavivirus, mosquito, Thrace, DNA
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1. GIRIS

Tarkiye 6nemli vektor turleri igceren sivrisineklerin dagihmi agisindan kritik cografi
konumda olan bir Ulkedir. Daha 6nce yapilan g¢alismalarda Turkiye’de bulunan
sivrisinek turlerinin 64 taksondan olustugu bulunmustur. Bunlar iginde en dnemli
sivrisinek taksonlari Culex, Anopheles ve Aedes tirleridir. Ulkede bulunan tiir
cesitliligi vektdr kaynakl olugan hastaliklarin da cesitliligine yoén vermistir. Bu
hastaliklarin yayilimi ve vektér kaynakli olmasi halk sagligr acisindan buyidk énem
tasimaktadir [1], [2].

Hastallk yapici arbovirUslerin  6nemli  bir kismi sivrisinekler tarafindan
tasinmaktadir. Arbovirlis grubu icinde yer alan flavivirisler diinya genelinde halk
sagligi acisindan dnemli olan yiksek derecede patojenik virtsleri icermektedir. Bu
virislerin en édnemlileri Bati Nil Virist (BNV), Japon Ensefalit Virtst (JEV), Kene
kaynakli Ensefalit Virisli ve Deng Virisi (DENV) olarak siralanabilir [3]. Daha
dnce yapilan ¢alismalarda tGlkemizde flaviviris gruplarindan Bati Nil Virisu Trakya
bdlgesinde tespit edilmigtir. Trakya bdlgesi bulundugu cografi konum, barindirdidi
kozmopolit insan popillasyonu ve kus gdclerinin ana rotalarinin Uzerinde
bulunmasi gibi nedenler acisindan viris konaklarina rezervuar olabilecek
potansiyelde bir bdlgedir. Bu bélgenin 6zellikle kus gbéglerinin 6nemli bir gegis
noktasi olmasi, bdlgedeki viris sirkilasyonu agisindan blyik énem tasimaktadir
[4]. Bununla birlikte Glkemizin son yillarda Suriye’den gé¢ almasi ve bu insanlarin
karsilastigi cesitli faktdrler; 6érnedin barinak yetersizligi, saglik hizmet kosullarinin
uygun olmamasi, hijyen olmayan yasam kosullari, sivrisinek tUreme alanlarina
yakin yerlesim yerlerinde ¢oklukla bulunma gibi nedenlerden dolayi, sivrisineklerle
bulagsan hastaliklarin daha fazla ve hizli yayllmasina elverigli ortam
hazirlamaktadir. insan gécli &nemli bir faktér oldugundan dolayr  Trakya
bdlgesinde de virisin dinamiklerini degistirme ihtimalini ortaya ¢ikarmigtir. Bu Tez
calismasinin temel amaci olan, Trakya bdélgesinde 6zellikle milteci yerlesim yerleri
ve cgevrelerinde yapilan flaviviris taramasi, bdlgede virlslerin patojen yayilimlarini

daha ayrintili ve net gérmek agisindan yararli olmustur.



Bu tez calismasi ile, Trakya bdlgesinin belirli lokalitelerinden yapilan arazi
calismalarindan toplanan &6rneklerde bdlgede bulunan sivirisinek tarlerinin
orneklenmesi ve drneklenen tim ergin sivrisinek bireyleri icin flavivirlis taramasi
yapilarak, Trakya bdlgesi icin flaviviris dagdiliminin ortaya koyulmasi

amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sivrisinekler ve Genel Ozellikleri

Sivrisinekler, tibbi entomoloji ve veterinerlik alanlarinda en énemli eklem bacakh
gruplarindan biridir. Dunya’da 3.500'den fazla tir ve alt tir ile temsil
edilmektedirler. Culicidae ailesinde Diptera takiminda c¢ift kanatlilar olarak
siniflandirilmaktadir. Turlerin buyldk bir kismi Anopheles, Culex ve Aedes

cinslerine aittir [5].

Sivrisineklerin yasam dénglstinde ergin dncesi evreler; yumurta, 4 larva evresi ve
pupa evresidir ve bu evreler durgun sularda gecer. Onemli yasam habitatlari
arasinda akarsu kenarlari, géletleri, yagmur suyu birikintileri, batakliklar, su ile dolu
agac kavuklari gibi dogal alanlar ile otomobil lastikleri ve su rezervuarlari gibi
yapay alanlar da bulunmaktadir. Ergin digiler omurgali hayvanlarin kanini emmek
icin 6zellesmis alti igneli sokucu-emici agiz pargalarina sahiptirler. Hastalik tagiyan

vektdr olmalarina kan emici 6zellige sahip olmalari neden olmaktadir [5].

Sivrisineklerin Trias déneminden yaklasik 200-245 milyon yil dnce ortaya ¢iktigi
tahmin edilmektedir. Bununla birlikte, ilk tanimlanan sivrisinek fosilleri Kuaterner
Doénem'in (37-58 milyon yil éncesi) Eosen ¢aginda ortaya ¢ikmistir ve bu fosiller
modern Culex turleriyle goériinis acisindan c¢ok benzerdir. Aedes sivrisinek
turlerine ait fosiller 30 milyon yil énce orta Oligosen c¢agindaki kalintilarda ortaya
ctkmistir [6]. GUnumizde Antarktika kitasi hari¢ her kitada, hatta 3.000 metre ve

Uzeri yukseklikte bulunabilirler [5].

Sivrisineklerin kan emici 6zelliginin kus ve memelilerin ortaya ¢iktigi ge¢ mezozoik
¢agda yani 100 milyon yil 6nce gelistigi diusunulmektedir. Bu dusince, bazi
sivrisinek turlerinin yalniz belirli sogukkanli hayvanlarla beslenmesini, memeli ve
kuslarin varhdini tespit etmek icin gerekli bazi duyusal reseptdrlerden neden

yoksun oldugunu agiklamaktadir [5]. Sivrisinek ve insanlarin uzun siredir iligkili



olmasina ragmen, sivrisineklerin insan patojenlerini bulastirmasindaki roli 19.
yuzyilin ikinci yarisinda fark edilmistir. Sivrisineklerin patojen bulastirdigi ilk olarak,
1876 yilinda Sir Patrick Manson tarafindan filaryal nematodun insanlarda sebep
oldugu lenfatik fil hastahdinin tespiti olmustur [7]. Bunun ardindan 1898'de sitma,
1900'de sart humma, 1902'de deng, 1933'te bati at ensefalitinin sivrisinek kaynakli
hastaliklar oldugu kesfedilmistir [8].

2.2, Eklembacakli Kaynakh Virusler

Arbovirts (artropod kaynakh viris) terimi, kan emici bir eklembacakl tarafindan
bulastirilan virisin yasam déngusinid tanimlamak amaciyla kullanilir [9].
Arbovirtslerin yagam dongusinde en az iki konakgl, bir eklembacakli ve bir
omurgali s6z konusudur. Genellikle virisler, omurgali konaginda yeterli dizeyde
viremi olusturur ve duyarli eklembacakllara aktarim saglanir. Arbovirislerin
biyolojik iletiminde yatay ya da dikey yollar s6z konusu olabilir. Yatay yolla
bulagsma, enfekte vektdrler arasi cinsel birlesme ve disi vektérin kan emme
sirasinda omurgall konakgiya virls aktarimi yoluyla ortaya c¢ikar. Dikey yolla
bulasma ise, digi bir vektérden, digsi veya erkek bir yavruya aktarim seklinde

gerceklesir [10].

Arbovirtslerin dogal yasam dénguleri, siklikla vektér eklembacakhlar ile rezervuar
tirler — ara konaklar arasinda siiregelir. insanlar siklikla viriis dénguisiine katkida
bulunmayan, tesadifi ya da son konak olarak izlenir. Ancak sari humma, DENV
gibi bazi enfeksiyonlar, insanlarda vektdrlerin enfeksiyonuna imkan taniyan
dizeyde viremi olusmasi sonucunda, vektdrin insandan kan emmesi, ilgili virisin
déngistine dogrudan katki yapabilir [11]. Bdyle virUsler, sivrisinek-insan-sivrisinek
iletim dénglsini devam ettirebilirler. Bazi enfeksiyonlarda ise sehir ve kirsal
bélgelerde farkli ara konaklar ve vektérleri iceren daha karmasik déngiler
izlenebilir. Halk saghgi agisindan 6nemli arbovirtsler icin en 6énemli konakgilar

kuslar ve kemirgenler, en 6nemli eklembacakli vektorleri ise sivrisineklerdir [12].
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ﬁ%l](“ 1. insanlarin tesadifi ya da son konak oldugu arboviriislerin yasam déngiisi
Arbovirlsler kiresel bir dagihma sahiptir, fakat siklikla tropikal bélgelerde, uygun
iklim kosullarinin izlendigi surelerde sogukkanli eklembacaklilarda siklikla
bulunurlar [11], [14], [15]. Her bir arboviris, ekolojik faktérler tarafindan
sinirlandirilan ve bulagsma déngusuniu etkileyen belirli bir cografi dagilima sahip
olabilir. Genel olarak en 6nemli sinirlayici ¢evresel faktorler yagis, sicaklik ve
nemdir. Bu faktorler, eklembacakli vektérlerinin ve omurgali konakgilarininin diger
ekolojik faktorler ve bitki 6rtisu ile, cografi dagihmlarinin belirlenmesinde etkili olur
[14].

Arboviral amplifikasyonun hizli bir sekilde epidemik seviyelere dogru ilerlemesi
icin, uygun vektér ve omurgali konak¢l populasyonlarinin uygun cevresel
kosullarda bir araya gelmesi gerekmektedir [16]. Arboviral hastaliklarin
epidemiyolojik 6zellikleri karmasiktir ve her etken icgin farkli ézellikler tasiyabilir
[12]. Arbovirlsler siklikla bir ya da birden fazla cevresel faktdrdeki degisiklik
sonucu hizli ve yaygin bir amplifikasyon saglayabilecek sekilde, disik yogunluklu

bir replikasyon dizeyini surdurir [16]. Ortaya c¢ikan salginlar, viral genomdaki



mutasyonlar, konakgi spektrumunu degistiren ya da genisleten faktérler; ayrica
omurgalilarda virilans ya da viremi duUzeyi, vektdr spektrumu ya da
kompetansindaki degisikliklere bagh olabilir. Vektdér veya omurgali konak tirlere
bagl salginlar, cevresel degisikler, yeni olusan nigler, ticaret, seyahat gibi
aktivitelerden de etkilenmektedir. Kuresel 1sinma ve artan kentlesme, vektér ve
duyarl konak populasyonlarini énemli derecede etkilemektedir [16]. Gegtigimiz 20
yilda, cesitli nedenlerle kiresel 6lgtide arboviral salginlari ortaya ¢ikmis ve birgok

hastaligin prevalansinda artislar kaydedilmistir [12], [14].

Uluslararasi arbovirts siniflandirmasinda vektdr araciliiyla bulag gosteren kesin
ya da muhtemel 534 virlis tanimlanmis ve bunlarin 134 ‘Gndn insan patojeni olarak
raporlanmistir [15]. Arbovirlsler taksonomik agindan zengindir; 8 viral aile ve 14
cinste yer alan birgok viriisten olusur ve eklembacakllar yoluyla aktarilir. Halk
saghgr agisindan en oOnemli arbovirisler, Flaviviridae; Togaviridae, ve
Bunyaviridae ailelerinde siniflandirilir (Cizelge 1) [17]. TUm bu ailelerde yer alan
virisler RNA genomu tagsir ve replikasyonu RNA (zerinden gerceklesir. RNA
virislerinin genetik cesitliligi ve ylksek mutasyon kapasitesi, arbovirlslerin
omurgall ve eklembacakli konaklara adaptasyon ve birbirini takip eden replikasyon
dongulerini gercgeklestirebilmeleri icin dnem tasir [18]. DNA genomu tasiyan
arbovirtsler nadirdir [19], [20].



Cizelge 1. insan igin énemli Bunya, Flavi ve Togavirislerin dzellikleri [21].

. . . Rezervuar Cografi
Aile Cins Viriis konak Bulas yolu Hastalik dagilim
Kaliforniya Ate K.Amerika,
Bunyavirus ensefaliti, La Memeli Sivrisinek > Avrupa,
ensefalit
Crosse, Tahyna Asya
Tatarcik Gerbil - Avrupa,
- hummasi (kemirici) Tatarcik Ateg, miyalji Afrika, Asya
Phlebovirts Al
Bunyaviridae Rift Valley atesi Memeli Sivrisinek S Afrika
ensefalit
Nairoviriis KKHFV Memeli Kene Hemorajik | Avrupa,
ates Asya, Afrika
Hantaan, Salailarla Amerika,
Hantavirls Puumala, Sin Kemirici >alg HFRS, HPS Asya,
direkt temas
Nombre, vb Avrupa
Ates; Tim
Deng tip 1-4 ngmun, Sivrisinek hemorajik dunygda
insan ates, sok tropikal
sendromu bélgeler
Sari humma ngmun, Sivrisinek Hemorajlk_ Afrlka,_ G.
insan ates, hepatit Amerika
Asya,
. Lo Ates, Afrika, K.
Bati Nil Kus Sivrisinek ensefalit Amerika.
Avrupa
. N Ates,
Japon ensefaliti Kus, domuz Sivrisinek . Asya
ensefalit
Flaviviridae Flavivirls Murray Vgl!ey Kus Sivrisinek Ates, . Avustralya
ensefaliti ensefalit
Kyasanur Forest Primat, Hemorajik H|nd|stgn,
hastaligi kemirici Kene ates Suudi
Arabistan
Omsk hemorajik Memeli, Hemorajik
; S Kene Asya
atesi kemirici ates
St.Louis o Ates, .
ensefaliti (SLE) Kug Sivrisinek ensefalit Amerika
Powassan Memeli Kene Ates, . Asyg,
ensefalit Amerika
Kene ensefaliti . Ates, Avrupa,
(TBE) Memeli, kug Kene ensefalit Asya
Cikungunya,
Sindbis, Ross Amerika
River, Onyong- Kus, Ates, Asva ’
Togaviridae Alphavirts nyong, Mayaro, kemirici, Sivrisinek poliartrit, v,
. . Avustralya,
Semliki Forest, maymun ensefalit Afrika
EEE, WEE,
VEE

KKHFV: Kinm-Kongo hemorajik atesi viriisu; HFRS: Renal sendromlu hemorajik ates; HPS:
Hantaviris pulmoner sendromu; ABD: Amerika Birlesik Devletleri; EEE: Dogu at ensefaliti; WEE:
Bati at ensefaliti; VEE: Venezuela at ensefaliti; SSS: Santral sinir sistemi.

2.3.

Flaviviriislerin Yapisi ve Genel Ozellikleri

FlavivirGs cinsi, Flaviviridae ailesi icerisinde yer alir ve 70’i askin virsu igerir [3].
Bu virtsler tek sarmalli, pozitif polariteli, yaklasik 11 kb olan bir RNA genomuna

sahiptir [22]. Genomun 5 've 3' uglarinda yaklasik 100 ve 400 ila 700 nt lik




kodlanmayan bdlgeler (“untranslated region”, UTR'ler) bulunur; bu bdlgeler tek bir
aclk okuma c¢ercevesini (“open reading frame”, ORF) sinirlandirir [23].
FlavivirUsler, ek olarak 3'-NCR genomik RNA'dan kéken alan, kiugik (0.3-0.5 kb)

boyutlu, replikasyonu ve patojenite ile iligkili kodlamayan bir RNA Uretirler.

Viral genom yapisal proteinler olan kapsid (C), premembran / membran (PM / M)
ve zarf (“envelope”, E) proteinleri ile yapisal olmayan, post-translasyonel
parcalanma ile olgun viral proteinleri olusturan buyuk bir poliproteini kodlar (Sekil
2) [22] . Flavivirislerde RNA'nin ikincil yapisi ve islevi korunsa da, genomun dizi
kompozisyonu, uzunlugu ve fonksiyonel bélgelerin konumlari, farkli cinsler

6zellikle kene ve sivrisinek kaynakl virtslerde farkhlik gésterir.
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proteini proteini
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Sekil 2. Flavivirlslerin virion ve genom yapisi [24], [25].

Flaviviris virionlari 40-60 nm ¢apinda, kiresel sekilli olup lipid zarf icerir ve zarf
Uzerinde iki ya da (¢ membran proteini bulunur. Bati Nil, kene kaynakli ensefalit ve
Deng viristuinde (DENV) ana zarf gilikoprotein E, membrana paralel olan dimerik,
cubuk seklinde bulunur ve E protein dimerleri balik sirti benzeri bir diizen iginde,
ikozahedral simetriyi olusturacak sekilde dizenlenir. Lipidler flaviviris zarfinda

virion agirhginin - %17’sini  olustururlar ve bu lipidler konakgl hicre



membranlarindan kazanilir. Virionlar, glikolipid ve glikokarbonhidrat yapisinda,
icerigi konakgi hicreye (omurgall veya artropod) bagli olarak degisiklik gdsteren
karbonhidratlar da icerir. [22]. Flaviviral kapsidi, tek bir protein kapsomer
tarafindan olusturulur [22]. Olgun virionlar, C - kapsomer (11 kDa) ve E - blylk
zarf (50 kDa) proteinlerini icerir. Virlisun yapisal olmayan proteinleri NS1 (46 kDa),
NS2A (22 kDa), NS2B (14 kDa), NS3 (70 kDa), NS4A (16 kDa), NS4B (27 kDa) ve
NS5 (103 kDa) seklindedir. Yapisal olmayan proteinlerin temel islevi viral
replikasyon ve transkripsiyonu dizenlemek ve konagin antiviral yanitini module
etmektir. Bunlardan NS1, viral replikaz icin kofaktdr aktivitesi gdsterir ve
kompleman aktivasyonunu dizenler. NS2A virusin bir araya geliginde etkilidir ve
Bati Nil gibi bazi virlslerde interferon yanitinin baskilanmasindan sorumludur.
NS2B, proteolitik aktivite icin kofaktér goérevi goriir. NS3 ise serin proteaz, NTPaz,
RNA trifosfataz ve helikaz aktivitesi gosterir. NS4A ve NS4B endoplazmik
retikulum degisiklikleri ve konak savunmasinin kontroliinde goérev alir. NS5 ise
RNA-bagimli RNA polimeraz aktivitesi ile virisin ana replikaz enzimi ve en iyi
korunmus bdélgesidir. Tim cinslerde serin proteaz, RNA helikaz ve RNA-bagimli

RNA polimeraz motifleri genomun benzer bélgelerinden kodlanir [22].

24. Flaviviriislerde Hiicre ici Replikasyon

Flavivirislerde replikasyon, viral hemagglutinin E’nin hiicre ylUzeyindeki 6zgul
reseptore tutunmasiyla baslar. E zarf proteini, nétralizan antikorlarin ana hedefidir
ve koruyucu bagisikhigr uyarir. E proteini ayni zamanda flavivirislerde izlenen
nétralizan olmayan, capraz reaktif antikorlarin da hedefidir. Hicre reseptérine
tutunmanin ardindan virls, reseptére bagiml endositoz mekanizmasini kullanarak
hicre icerisine alinir. E proteinindeki pH’ya bagl konformasyonel degisiklik sonucu
viris zarfi ile endozomal membranin flizyonu gerceklesir ve ardindan

nikleokapsid sitoplazmaya gecer [22].

Viral genom replikasyonu ve translasyon ER ile iligkili membran sisteminde
gerceklesir. Yeni viral genomlarin sentezi igin, RNA bagimli RNA polimeraz enzimi
genoma komplementer negatif polariteli RNA sentezler ve cift iplikli replikatif

formlari olusturur; bu molekulin kalip olarak kullaniimasi ile yeni pozitif polariteli



viral RNA’larin olusmasi saglanir. Sentezlenen yeni RNA’lar ya viral proteinlerin

sentezini surdurdr ya da kapsid igerisine paketlenir.

Genomik RNA, ayni zamanda viral proteinleri kodlayan mRNA olarak gérev yapar.
Viral mRNA'da tim yapisal ve yapisal olmayan proteinleri kodlayan tek bir acgik
okuma cercevesi (“open reading frame”, ORF) bulunur. 5 ve 3’ uglarindaki
kodlamayan bdlgeler, viral RNA aktarimi, replikasyon ve paketlemeyle ilgili
motifleri igerir. Flavivirislerde genomik RNA'nin translasyonu, ailenin diger
Gyelerinden farkl olarak “cap” bagimlidir ve flavivirtislerin genomlari, 5'-terminal tip
| “cap” yapisini icermektedir [22]. Sentezlenen viral poliproptein, olgun yapisal ve
yapisal olmayan proteinlerin ortaya ¢ikmasi i¢in hiicresel ve viral NS2B-NS3 serin

proteazlar tarafindan iglenir.

VirGisun olgunlasmasi endoplazmik retikulumda gercgeklesir. Trans-golgi aginda
tasinma sirasinda pre M proteini pargalanir, olgun M proteini iceren enfektif virion
olugsur. Viral parcaciklar ekzositoz ile salinmadan 6nce sitoplazmik vezikiller

yoluyla taginir [22].

2.5. Flaviviriis Konaklari ve Yayilim

Genom organizasyonlari ve hicre ici replikasyon déngleri 6zdes olmasina karsin,
flavivirGslerin konak spektrumu ve bulasma yollari énemli dizeyde cesitlilik
g6sterir. Bilinen insan patojeni olan flavivirisler kan emici eklembacaklilar ve
omurgall konaklar arasinda dolasimlarini sirdurdr ve ¢ift konakh virtsler olarak
tanimlanir. Bunlar arasinda sivrisinekler ve omurgalilar ile keneler ve omurgalilar
arasinda yasam doéngusini devam ettiren, filogenetik olarak farkli gruplar
olusturan izolatlar bulunur. Yaygin olarak taninan ve kiresel halk sagligi sorunu
olusturan sivrisinek-omurgali flavivirisleri arasinda en iyi bilinenler, Deng virlsu
(DENV), sari humma virlsu, Japon ensefalit virisi (JEV) ve Bati Nil virlsu
(BNV)'diur [22]. Bunlarin disinda St Louis ensefaliti virlisi ve (SLEV) and Murray
Vadisi ensefaliti virlisl, bdlgesel olmakla birlikte 6nemli sayida Kisiyi
etkilemektedir. Halk saghgi agisindan ciddi bir yuk getiren kene-omrurgali virusleri

arasinda ise kene kaynakli ensefalit virlist, Langat virlisi ve Powassan virlsi
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sayllabilir [26], [27]. Sayilan bu virlsler, endemik bdlgelerde, 6zellikle de saglik
olanaklari kisith ve gelismekte olan Ulkelerde &nemli dizeyde morbidite ve
mortalite olusturan, ayrica uygun ekolojik kosullar s6z konusu oldugunda yeni
bélgelerde de salginlar olusturabilen virUslerdir [3]. Eklembacaklilar ve omurgalilar
arasinda dolagim gosteren flavivirislerde bulagsma siklikla, ilgili eklembacaklinin
kan emmesi yoluyla meydana gelir. Bunun disinda kan ve kan 4rdnleri
transflizyonu, organ transplantasyonu, pastérize edilmemis st ve sit Urlnlerinin
agiz yoluyla alinimi veya aerosoller yoluyla bulasma s6z konusu olabilmektedir
[22].

Bircok flavivirls ise, eklembacakli-omurgali dénglisiine sahip degildir ve sadece
omurgalilar ya da eklembacaklilarda saptanir. Omurgalilara 6zgul flavivirisler, ki
bunlar vektéri  bilinmeyen flavivirlsler olarak da adlandiriimaktadir;
kemirgenlerden izole edilen virtsler (6rnegin Modok virlisii) ve yarasalardan izole
edilen virlsler (6rnegin Rio Bravo virlisl) olarak iki grupta incelenebilir [26], [27].
Bu virUslerin duyarl turler arasinda dolagiminin, horizontal gegis yoluyla devam
ettirildigi  disUnUlmektedir [28], [29]. Bir grup flavivirls ise sadece
eklembacaklilarda saptanir ve siklikla béceklere 6zgil flaviviris (BOFV) olarak
isimlendirilir. Yapilan incelenemeler, BOFV'lerin iki filogenetik grupta kiimelendigini
ortaya koymustur (Sekil 3). [30]. Bunlardan ilki, ¢ift konakli flavivirlislere genetik
yakinlik gdsterir ve cift konakli BOFV olarak adlandirilir. Bu gruba dahil izolatlar
gérece az sayidadir ve ayrintili olarak incelenmeyi beklemektedir. ilk tanimlanan
virs, 2004 yilinda Fildisi Sahili’nde Uranotaenia mashonaensis tiriinde saptanan
Nounane virustur [31]. Bunun diginda sekizi askin izolat, bu grupta yer almaktadir.
Bunlarin dogal konaklari ve yasam ddnguleri bilinmemektedir. Sivrisinek-omurgali
virisleri ile filogenetik yakinliklari nedeniyle, omurgali konadi henlz
saptanamamis ya da omurgali hicrelerini enfekte edebilme yeteneklerini

kaybetmis virtsler olduklari disintlmektedir.
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Sekil 3. Flavivirus cinsinin filogenetik agaci [22]
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ikinci grup BOFV ise genetik olarak diger tim flavivirislerden farkhilik gésterir,
klasik BOFV olarak da adlandirilir ve literatiirde BOFV terimi siklikla bu grubu
ifade etmek amaciyla kullanilir. Bu grubun Uyeleri ¢ok genig bir cografik dagilima
sahiptir ve Antartika digindaki butin kitalarda sivrisineklerden izole
edilebilmektedir. ilk tanimlanan ajan Aedes aegypti hiicre kiltiriinde izole edilmis
ve enfekte hlcrelerde olusturdugu sitopatik etkiler dolayisiyla “Cell Fusing Agent
Virus” (CFAV) adi verilmigtir [32]. Takip eden calismalarda, bu virisun Arjantin,
Endonezya, Meksika, Porto Riko ve Tayland gibi Ulkelerden toplanan
sivrisineklerde bulundugu ve laboratuvar kolonilerinde de saptanabildigi
gosterilmistir [33—-37]. Ardindan 1999 yilinda Kenya’da Kamiti nehri virist ve
2003-2004 yillarinda Japonya ve Endonezya’da Culex flavivirisu izole edilmistir ve
taramalarda bun ve benzeri izolatlarin Asya ve Amerika kitalarinda farkli
bdlgelerde bulundugu ortaya konulmustur [38]-[47]. Son on yilda, 6zellikler yeni
nesil dizileme gibi ileri molekuler yéntemlerin kullaniminin yayginlagmasi ile birgok
BOFV’ler tanimlanmis, bir kismi da hiicre kiiltirlerinde izole edilmistir. Bunlar
arasinda farkli gruplar tarafindan bagimsiz olarak saptanan ve genis bir alanda,
bazi durumlarda kitalararasi varligi gésterilmis olan Aedes flavivirlisli, Palm Creek
virisl, Quang Binh virlisti, Aedes caspius flaviviris, Hanko flaviviriisii, Culex

theileri flavivirisu yer almaktadir [36, 48-51] (Cizelge 2).
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Cizelge 2. Bbcede 6zgu flavivirislerin cografi dagihimi ve dogal konakgi araligi
[30].

. izolati . y y y
Virus Var/Yok Cografik Dagilimlan Dogal Konak Aralig:
Aedes flavivirus Evet Japonya {'2003'), Italya. Ae. albopictus, Ae. flavopictus,
(AEFV) (2008), ABD (2011), Tayland Cx. pipiens
(2012)
Aedes galloisi
flavivirus Evet Japonya (2003) Ae. galloisi
(AGFV)
Calbertado virus
Evet Kanada (2003), ABD (2006) Cx. tarsalis, Cx. pipiens
(CLBOV)
Laboratuvar (1975), Porto Riko
Cell fusing agent (2002), Endonezya (2004)
) i Evet Meksika (2007), Tayland (2008), Ae. albopictus. Ae. aegypti, Culex spp.
virus (CFAV) ABD (2012)
Cx. interrogator, Cx. maxi, Cx.
Japonya (2003), Endonezya
o (2004), Cin (2006), Guetamala nigripalpus, Cx. pipiens, Cx.
Culex flavivirus E (2006), ABD (2006), Meksika , _ ,
) vet (2007), Trinidad (2008), Uganda quinguefasciatus, Cx. restuans, Cx.
) (2008), Argentina (2009) tarsalis, Cx. tritaeniorhynchus,
Cx. usquatis
- ispanya (2006), Portekiz (2009-2010),
Culex theileri . G
Yunanistan (2010), Tayland (tarihi belli ) e
favivirus Evet degil) Cx. fuscocephala, Cx. pipiens,
Cx. theileri
(CTFV)
‘Hanko virus Finlandiya (2005), ispanya (2008), Ae. caspius, Ae. detritus, Ae. vexans,
) Evet italya (2007), Portekiz (2007)
(HANKV) Cx. pipiens, Cx. perexiguus, Cx. theileri
Kamiti River
Evet Kenya (1999) Ae. macintoshi
virus (KRV)
Nakiwogo virus
Evet Uganda (2008) Mansonia qfricana nigerrima

(NAKYV)

BOFV’lerin eklembacaklilar arasinda aktariminda vertikal ve veneral yollarin etkili
oldugu ortaya konulmustur. BOFV'lerin disi ve erkek bireylerde ve tiim gelisim
evrelerinde bulunmasi, vertikal yolun bu virlslerin persistansinda 6nemli rol
oynadigina isaret etmektedir. Veneral aktarim da, deneysel verilere gére vertikal
yol kadar agirlikli olmasa da, BOFV bulas! ile sonuclanmaktadir [34], [47], [50],
[52], [53]. Klasik BOFV’ler, hicbir omurgalida saptanamamis, virlis izolatlar
herhangi bir omurgali kdkenli hicre kultirinde Uretilememigtir. Bu nedenle

izolasyon calismalarinda siklikla Ae. albopictus kaynakli C6/36 hucreleri kullanilir.
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Bu hicrelerde virls izolatina gore farkl tip sitopatik etkiler izlenir [32],[54]. Enfekte
bireylerde, sivrisinek ve virise goére farkhliklar goérilmek Uzere orta bagirsak,
tukrik bezleri, yumurtaliklar, testisler, bas ve yag cisimlerinde viral genom

saptanabilmektedir [54].

2.6 Tiirkiye’de Flavivirtisler

Bati Nil Virtst (BNV), flaviviral enfeksiyonlar arasinda tlkemizde en fazla bilgi
bulunan etkendir. Kamuoyu ve tibbi cevrelerin ilgisini BNV’ye yoénlendiren ana
gelisme, 2010 yilinda ortaya ¢ikan ve Bati Anadolu'da birgok ili etkilemis olan
atesli hastalik ve merkezi sinir sistemi tutulumu bulgulari ile karakterize salgindir
[55]. Bu salginda 12 serolojik olgu dodrulanmis ve 35 muhtemel BNV olgusu rapor
edilmig, olgu fatalite orani %21 gibi yiksek bir dizeyde izlenmis, mortalite
acisindan risk faktérleri hipertansiyon, seker, kronik akciger hastaliklari olarak
saptanmigtir. Bu salginda taninin serumda antikor tayinine dayanmasi nedeniyle,
enfeksiyon etkeni virls izolati hakkinda bilgi elde edilememistir. Bununla birlikte,
2010 yili 6ncesinde cesitli bodlgeler ve gruplar Uzerinde gercgeklestiriimis sero-
surveyans calismalari, toplumda BNV maruziyetinin meydana geldigini net olarak
ortaya koymustur [55]. BNV maruziyeti, ¢esitli hayvan tirlerinde de gdsterilmistir.
BNV’nin etken oldugu sporadik olgu sunumlari, salgini éncesinde de Ankara ve
izmir illerinden bildirilmistir [56], [57]. Siralanan bu bilgiler, Ulkemizde viriis

aktivitesinin mevcudiyeti ve yayginhgi konusundaki 6n verileri olusturmustur.

Tarkiye’de dolagimda bulunan BNV’nin genetik yapisi konusundaki ilk veriler,
Eskisehir ve Ankara illerinde izlenen at ve insan olgularinin incelenmesi sonucu
elde edilmistir [4]. Etkilenen olgularda tanimlanan BNV zarf geni kismi dizileri,
dolagimdaki virisin kéken 1 (“lineage 1”) soy 1a (“‘clade 1a”) oldugunu ortaya
koymustur. BNV izolatlari genomik cesitliliklerine gére farkh kdken ve soylarda
incelenmektedir [58], [59]. Bunlardan koéken 1, yaygin bir dagilima sahiptir,
cogunlugu yiksek virllansa sahiptir ve Avrupa ve Akdeniz ¢evresi salginlarinin
énemli bir béliminden sorumludur [60], [61]. Bununla birlikte, kbken 2 izolatlari,
son yillarda Avusturya ve Macaristan’da saptanmig, ardindan Balkan ulkeleri ve
Yunanistan’a yayilarak meydana getirdigi salginlarda énemli élgtide insan ve kus

élimiine sebep olmustur [62]. Italya gibi bazi Ulkelerde her iki kékenin dolagimi
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saptanmigtir [63]. Bunlarin digsinda Avrupa, Hindistan ve Rusya gibi Ulkelerde yeni
BNV kdkenleri (kbken 3-7) oldugu dusinilen izolatlar tanimlanmistir [58].

Eskisehir bdélgesinden rapor edilen enfekte atlardan birisinden yapilan virls
izolasyonu basarili olmus ve ilgili BNV izolatinin (izolat T2) tim genomu
dizilenmistir [4]. Elde edilen genom verileri, ilgili virisin en yakin akrabasinin 1967
yihinda Orta Afrika Cumhuriyeti'nde izole edilen BNV ArB310/67 susu oldugunu
ortaya koymus ve Tirkiye’de bulunan BNV kdken 1 izolatlarinin Akdeniz Havzasi,
Dogu Avrupa ve Orta Dogu’da saptanan virUslerden farkli oldugunu gdstermistir.
Takip eden yillarda da Trakya ve i¢ Anadolu’dan BNV olgu bildirimleri yapilimis,
saptanan virtslerin tamami k&ken 1, soy 1a izolatlarina benzer olarak
tanimlanmistir [64], [65].

BNV’nin duyarli konaklara bulagmasinda rol oynayan temel vektdr, Culex cinsi
sivrisineklerdir. Bununla birlikte farkli cinslerde bir¢cok sivrisinegin de virls
replikasyonunu destekledigi ve vektdr olarak islev gérebilecedi bilinmektedir [66].
Avrupa’da Cx. pipiens s.l., Cx. theileri, Cx. modestus s.s., Cx. univittatus, Aedes
caspius ve Anopheles maculipennis s.l., BNV vektdrleri olarak kabul edilmekte ve
bu tirlerin bulasmada rol oynadigi kabul edilmektedir [61]. Cx.pipiens s.l. Anadolu
faunasinda yaygin olarak bulunmaktadir ve vektér potansiyeli tasidigi bilinen diger
sivrisinek turlerinin de bir kismi Ulkemizde saptanmistir [1]. Ulkemizde BNV
vektdru sivrisineklerin arastirildigi ¢calismalar az sayidadir. Glineydogu Anadolu
bdlgesinde, serolojik olarak virisin tespit edildigi bir bélgede toplanilan érnekler
Cx. pipiens, Ae. caspius, ve Aedes spp. olarak tiplendiriimig, ancak viral antijen ya
da RNA saptanmamistir [67]. Benzer sekilde, 2010 salgininda izlenen olgularla
iligkili bdlgelerden toplanilan, biyik kismi Cx. pipiens s.l. olarak tanimlanmis
orneklerde de viris antijeni ve RNA’sini saptamaya yonelik calismalar negatif
sonug¢ vermistir [68]. Ankara bélgesinde yapilan bir diger calismada da, Cx.
pipiens s.l. ve diger potansiyel vektor tlrler saptanmis ancak viral enfeksiyon

yakalanamamigtir [69].

Tarkiye kaynakli sivrisineklerde BNV varligi ilk defa 2012 yilinda Edirne

bdlgesinde toplanan 6rneklerin incelenmesiyle gdésterilmistir [68]. Bu calismada
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Ae. caspius (%90.9), Cx. pipiens s.I. (%4.7), An. pseudopictus (%3) ve An.
maculipennis s.l. (%1.3) turlerinden olusan 9261 incelenmisg; Ae. caspius ve Cx.
pipiens s.l. havuzlarinin sirasiyla %15.6 ve %36.3’sinda BNV kdken 1 soy 1a
dizileri saptanmistir. Elde edilen kismi virUs dizileri ile Orta Anadolu kaynakh diziler
arasindaki %94.00-96.34 homoloji, sivrisinek ve omurgali enfeksiyonlari arasinda
dolayli baglantiya isaret etmistir. Farkli bdlgelerden elde edilen omurgal ve
sivrisinek drneklerinin incelendigi bir diger ¢alismada ise tum Turkiye'de yaygin
BNV maruziyeti gbsterilmis, Mersin bdlgesinde toplanmis 3 Cx. pipiens s.l. ile
Edirne bolgesi kaynakli 1 Ae. caspius havuzunda BNV dizileri saptanmig, ayrica
Adana, Mersin ve Mugla illerinde atlarda viremi rapor edilmistir [70]. Calismada
viremik turler ve sivrisinek havuzlarinda karakterize edilen tim BNV dizileri,
oncekilere yiksek dizeyde benzerlik goésteren kéken 1 soy 1a olarak
tanimlanmistir. Son olarak Kirklareli ilinden 2014 yilinda toplanmis bir Cx. pipiens
s.l. havuzunda kéken 1 soy 1a BNV saptanmistir (izolat T8) [71]. Ancak ¢alismada
kullanilan saptama ydntemi, viral genomda daha &dnceki ¢alismalardan farkli bir
bblgeyi (NS5) hedeflemis ve elde edilen dizinin analizlerinde, prototip Turkiye
izolati T2'ye gbre %4’G0 asan varyasyon ile Amerika Birlesik Devletleri, Arjantin,
israil ve Macaristan kaynakl dizilerle daha yakin filogenetik iligki gosterdigi
saptanmigtir [71]. Bu durum, Ulkemizde dolasan BNV izolatlarinin, daha &énce
kismi zarf (E) geni dizilerine dayanan analizlerde saptanmayan bir genetik
cesitlilige sahip olabilecegini isaret etmigtir. Yakin zamanda Marmara bélgesinde
hasta bir tayda saptanan kdken 2 dizileri, Turkiye'de BNV’nin énemli dizeyde
genetik cesitlilige sahip oldugunu disiundiirmektedir. Benzer bulgular italya ve

Israil gibi gesitli Akdeniz gevresi lilkelerinden de rapor edilmistir [63], [72].

BNV’nin aksine BOFV’ler konusunda Turkiye adresli ¢alismalar az sayidadir.
Ancak bazi virtslerin izole edilerek tanimlanmasi mumkidn olmustur. Bunlarin
arasinda Ege bélgesi'nde saptanan “Cx. theileri flavivirisi-Turkiye (CTFT)” ve
Trakya boélgesi'nde saptanan “Aedes caspius flavivirisu-Turkiye” bulunmaktadir
[71].
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3. YONTEM

3.1. Arazi Caligmalari

Bu tez calismasinda kullanilan érnekler 2016 yilinin Adustos ve Eylul aylarinda
belirlenen lokalitelerden toplanmistir (Sekil 4). Trakya bdlgesi virls rezervuarlari
ve konaklar agisindan énemli bir bélge oldugu icin arazi ¢alismalari bu bélgedeki

énemli sehirlerde planlanmistir.

istanbul ve Kirklareli sehirlerinden toplam 18 farkli lokaliteden 2016 yili Adustos
ayinda toplanan 6érnekler Dr. Sirn Kar tarafindan bagislanmistir. Ayrica ayni yil
Eylul ayinda Edirne ve Kirklareli'nin kdylerinde bulunan toplam 20 farkl lokaliteden
ekibimiz tarafindan &rnekler toplanmigtir. Ergin drneklemi akilt aspiratdr, 1s1k
tuzaklar ve agiz aspiratdrleri kullanilarak yapilmigtir. Tuzak lokaliteleri ve bu
lokalitelere ait cevresel dis etmenlerinde kaydedildigi akillh telefon ve tablet
bilgisayarlarda kullanilabilen FASTFIELD adhi uygulama ile tim veriler
kaydedilmistir [73].

Arazi calismasinda toplanilan érnekler kuru buz tizerinde H. U. Biyoloji Bélimii
Ekoloji Anabilim Dali EBAL Labarotuvar'ina getirilmistir. Orneklerin tiir teshisleri,
uygun teshis anahtarlari, viris RNA’sinin korunmasi amaciyla, buz akuleri
Uzerinde uygun Kkosullarda vyapilmistir. Teghis edilen &rnekler molekuiler
calismalari yapmak (izere Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarina gétirilmiis ve molekiler ¢alismalar yapilimistir. Ornekler tuzak

lokalitelerine gére maksimum 50 birey olacak sekilde havuzlanmistir.
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Sekil 4. Ornekleme yapilan lokaliteleri gdsteren bélge haritasi. (Her bir lokalite
kirmizi nokta ile isaretlenmistir.)

3.2 Laboratuvar Calismalari

3.2.1. Sivrisinek havuzlarinda homojenizasyon ve niikleik asit

saflagtinimasi

Sivrisinek havuzlari buz Uzerinde tutularak, %5 fetal dana serumu, %1
penisilin/streptomisin ve %1 L-glutamin iceren Eagle’s MEM (minimal essential
medium) vasati eklenmis; 3-6 adet 4.5 mm tungsten boncuklar (QIAgen, Almanya)
kullanilarak vortekslenmek suretiyle (Velp Rx3, italya) homojenize edilmistir.
Pargalanma sonrasi ornekler 4.000 rpm'de 4 dakika santrifijlenmis (Hettich
Mikro12-24, Almanya), slUpernatan alikotlanmis ve RNA saflagstirmasi amaciyla

kullaniimistir.

Orneklerden niikleik asit saflastirlmasi amaciyla, spin-kolon yéntemine dayanan
ticari bir sistem oln High Pure Viral NUkleik Asit Kit (Qiagen, Almanya), Ureticinin

talimatlari dogrultusunda uygulanmigtir.
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High Pure Viral NUkleik Asit Kit (100) (Roche, Almanya) icerigi:
High Pure Spin Kolonlar, 100 adet

- Tapler (2 ml'lik), 1000 adet
- “Binding Buffer”

- “Inhibitor Removal Buffer”
- “Wash Buffer”

- Elution Buffer

- Poly A, Liyofilize

Proteinaz K, Rekombinant, Liyofilize

High Pure Viral NUkleik Asit Kit (100) (Roche, ALMANYA) Calisma ProtokolU:

1. Liyofilize Poly A tipun tzerine 500 pl elisyon tamponu eklenir.

2. inhibitér uzaklastirma tamponu tizerine 20 ml %96-100 etanol eklenir.
3. Yikama tamponu igerisine 40 ml %96-100 etanol eklenir.

4, Liyofize Proteinaz K izerine 5 ml elisyon tamponu koyulur.

5. Ornek bagina 400 pl baglama tamponu igerisine, 4 ul Poly A ve 50

Proteinaz-K karisimi eklenir ve ters-diiz edilerek karistirilir.

6. Hazirlanan baglama tamponu igceren Poly-A karisimi 1,5 ml’lik tplerin her

birine 455 pl olacak sekilde dagitilir.

7. Sivrisinek ekstratlari tiplere 200 pl hacimde eklenir ve 15 saniye

vortekslenir.
8. 72°C de 10 dakika inktbe edilir ve spin santriftij yapilir.

9. Spin-kolon filtreli tipler hazirlanir ve her bir spin-kolon tiptne 500 ul olacak
sekilde inhibitér uzaklastirma tamponu koyularak aktarilir. 8000 rpm’de 1 dakika

santrifijlenir ve filtreli tpler temiz tlplere aktarilir. Kirli tGpler atilir.
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10. Uzerine 400 pl yikama tamponu eklenir ve 8000 rpm’de 1 dakika
santrifjlenir, filtreli ttpler temiz taplere aktarilir. Kirli ttpler atilir.

11.  10.adim tekrarlanir.
12. Alkolden arindirmak icin bos ttpler 8000 rpm’de 1 dakika satrifujlenir.

13.  Filtreli tiplere 50 pl elisyon tamponu eklenir ve 1 dakika inkibasyondan
sonra 8000 rpm’de 1 dakika santriflijlenir. Filtreli tipler atilir, alta gecen sivi
ekstrakte edilen nikleik asidi icermektedir. Bir sonraki ¢calisma agsamasina kadar
ornekler -80°C derin dondurucuda saklanabilir. Calismalarimizda RNA
parcalanmasini en aza indirmek amaciyla beklemeden komplementer DNA
sentezi agsamasina gecilmistir.Viruslere ait DNA formlarinin saptanmasi amaciyla
saflastirlan RNA’lar alikotlanarak, komplementer DNA sentezi yapiimadan

dogrudan polimeraz zincir reaksiyonuna alinmistir.

3.2.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Ekstrakte edilen RNA'nin cDNA’ya cevrilmesi amaciyla ticari bir sistem olan
“‘RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher SCIENTIFIC, ABD)”
kullanilmigtir. cDNA sentezi, elde edilen UrUnlerin farkh hedeflerin taranmasina

olanak vermesi amaciyla, random hekzamer primerleri ile gergeklestiriimistir.

1 Ornek icin cDNA Sentezi Protokolii:

Distile SU.......cooiiii 6 pl
Random primer.............coooiiiiiiiiiins 1l
RNA. e 6 ul

- Protokolde gdsterilen icerikler, ‘verilen miktarlar X &6rnek sayisi’ kadar

karistirilarak hazirlanir ve 0.2 ml’lik tuplere 7’ser pl dagitilir.

Uzerine 6 ul hedef RNA eklenir ve karisim 70°C’de 5 dakika inkiibe edilir.

- Baska bir tipte asagidaki karisim hazirlanir ve inkibe edilen karisimin

Uzerine 7’ser ul dagitilir.

Reaksiyon Tamponu (5X).......... 4 ul
10MMANTP......oi 2 ul
Ters transkriptaz enzimi............. 1l
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- Hazirlanan karigimlar termal déngu cihazina yerlestirilir ve 42°C’de 1 saat,
70°C’de 5 dakika inktbe edilir.

- Reaksiyon sonunda cDNA'lar elde edilmis olur. Bir sonraki calisma

asamasina kadar -80°C derin dondurucuda saklanir.

3.2.3. Orneklerinde Flaviviriis RNA'sinin Arastiriimasi

Yapilan polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) karigimi érnek basina, 2.4 mM
MgCI2, 0.6 mM dNTP ve her bir primerden 0.6 pmol olacak sekilde 1.5 ml’lik
ependorf tupinde PZR karisimi hazirlanmistir (Cizelge 3). Toplam &rnek
sayisina gére hazirlanan karisim, vorteks cihazinda karistiriip 3000 rpm’de 10
saniye santrifij edildikten sonra, her bir drnek icin hazirlanan ve Uzerinde
numaralari yazili steril 0.2 ml'lik PZR tuplerine 27 pl olacak sekilde dagitilmigtir.

Daha sonra ustlerine 3’er yl cDNA 6rnegi konulup 1si déngl cihazina

(Techne®

TC-3000, Techne Inc., ABD) yerlestiriimistir (Cizelge 4). Ikinci tur
PZR karisimi icin 1.turdan farkh olarak sadece primer dizileri degismistir. 2.tur
PZR karisiminda NS3 ve NS4 primerleri kullaniimigtir. 2. tur PZR karigimi
hazirlanihp, her bir 6rnek icin 27 pl karisimdan alinarak PZR tiplerine
dagitilmistir. Her bir tipun Gzerine 3 pl 1.tur PZR Urin0 konulmustur (Cizelge 5).
PZR protokolinin birinci ve ikinci turlari  ayni sicakhk dénguileri ile

gercgeklestirilmistir.

Gizelge 3. iki turlu Flaviviris PZR icin kullanilacak jenerik primer dizileri ve BNV
NY99-flamingo382-99 izolati genomundaki yerlesimleri (GenBank ulagim
kodu:AF196835) [74].

1. 5' - GCATCTAYAWCAYNATGGG - 3' (9035-9053 nt)
Tur 5' - CCANACNYNRTTCCANAC - 3' (10129-10146 nt)
2. 5 - GCNATNTGGTWYATGTGG - 3’ (9103-9120 nt)
Tur 5 - CATRTCTTCNGTNGTCATCC - 3’ (10103-10122 nt)

*I:Inozin; M:A/C; N:A/T/G/C; R:A/G; Y:C/T; W:G/C
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Gizelge 4. iki turlu flavivirlis 1.tur PZR igin karigim icerigi ve reaksiyon kosullari

igerik Kosullar
10X Tampon | 3 pl 94°C’ de 5 dakika
MgCl, (25mM) | 2.4l | 94°C’ de 1 dakik

50°C’ de 3 dakika N
dNTP (10mM) | 0.6 pl 40 déngu

72°C’ de 1 dakik
NS1 0.6 €1 daki

NS2 0.6 pl 72°C’ de 10 dakika

Taq Polimeraz 0.3 pl

DdH.O 19.5 ul

Kalip DNA 3ul

Toplam hacim 30 pl

Gizelge 5. iki turlu flaviviriis 2.tur PZR igin karigim igeridi ve reaksiyon kosullari

igerik Kosullar
10X Tampon | 3 ul 94°C’ de 5 dakika
MgCl, (25mM) | 2.4pul | 94°C’ de 1 dakik

50°C’ de 3 dakika -
dNTP (10mM) | 0.6 pl 40 déngu

72°C’ de 1 dakik
NS3 0.6 pl e 1 daxi

NS4 o6 | 72°C de 10 dakika

Taq Polimeraz 0.3 pl

DdH.0 19.5 ul

1.tur PZR uriina | 3 pl

Toplam hacim 30 pi
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Yukaridaki protokoller dogrultusunda reaksiyon karigimi (10X Buffer, 25mM Mg*?,
Taq polimeraz 5U/ul, Biomatik, Wilmington, Delaware, ABD),(10 mM dNTP,
Fermentas), hazirlanir ve tipler termal déngi cihazina yerlestirilerek Cizelge 4’teki

program calistirilir.

PZR islemlerinde pozitif kontrol olarak Vero hicreleri (ATCC CCL81)'nde
cogaltilmis WNV NY99-4132 izolati kullaniimistir.

3.2.4. Amplifikasyon lrinlerinin agaroz jel elektroforezinde

goriintiilenmesi

Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Stok 50X TAE (Tris-Baz-Asetik Asit-EDTA) soliisyonunun hazirlanmasi:

- Tris -Base 242 g (Applichem, Almanya)

- Asetik Asit 57.1 ml (Merck, Almanya)

- EDTA 100 ml 0,5 M (pH 8.0) (Applichem, Almanya)

Tris ve asetik asit 600 ml distile suda ¢oézilerek Gzerine 100 ml 0,5 M EDTA

eklenmis ve toplam hacim distile su ile 1 litreye tamamlanmis ve hazirlanan 50X
TAE otoklavlanmistir. Agaroz jelin hazirlanmasinda ve yiritme tamponu olarak
kullaniimasi sirasinda 50X TAE stok solisyonu, 1X’e gevrilerek kullaniimigtir.

1. Stok solisyonu, 1X TAE’ye cevirilirken; 20 ml 50X TAE, 80 ml distile su iginde
dilie edilmistir.

2. Jel icin 1 gr agaroz tartilarak tzerine 50 ml 1X TAE eklenmig, mikrodalga firinda
agaroz ¢dzinunceye kadar isitiimistir.

3. Agaroz ¢dzunirken ¢ok fazla kaynamamasina dikkat edilmig, isindiktan sonra
sogutulmus ve igerisine 2 yl etidyum bromdr (10 mg/ml) eklenmistir.

4. Hazirlanan jel, elektroforez tankinin icindeki kaliba dokilmis ve oda
sicakliginda jelin donmasi i¢in 20 dk bekletilmigtir.

5. Jel donduktan sonra kalip icindeki taraklar ¢ikartilmis ve elektroforez tankina
yerlestirilerek jel ylizeyi kaplanana kadar 1X TAE tamponu ile doldurulmustur.

6. Orneklerden 5 pl alinarak 1.5 pl yiikleme tamponu (Orange G, DNA loading
dye) ile pipetaj yapilarak karistirimis ve son kuyucuk bos birakilarak diger
kuyucuklara 6.5'ar pl dagitiimigtir.
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7. Son kuyucuga olgek olarak kullanmak amaciyla 100-1500 baz cifti araligina
sahip ‘DNA ladder’ yuklenmigtir.

8. Gug¢ kaynagi calistirilarak (Owl Lightning Volt OSP-300, ABD) 100 Voltta 25-
30 dakika yuratalimustar.

9. Yurutme islemi bittikten sonra jel UV igiginda goéruntilenmis ve sonuglar

degerlendirilmistir (Sekil 5).

1500 bp
1000 bp
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

Flaviviriis PK (960 bp)

Sekil 5. Flaviviris PZR agaroz jel géruntusu (bp: baz gifti)

3.2.5. Sivrisineklerde tespit edilen flaviviriislerin tanimlanmasi

Elektroforez ile beklenen buyuklikte PZR drind tespit edilen &rneklerde
tanimlama, ikinci tur kaynakli amplikonlarin her iki amplifikasyon primeri ile gift
yonli DNA dizi analizi ile gergeklestiriimigtir. DNA dizi analizi ¢alismalari hizmet
alimi yéntemiyle tamamlanmistir. Elde edilen ham dizilerin birlestiriimesi, islenmesi
ve analizinde acik erigsim yazihimlar olan Bioedit (versiyon 7.0.9.0) [75] ve MEGA
(versiyon 6.06) [76] programlari kullaniimistir. Nikleotid ve kodlanan protein
taramalari, Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Saglik Enstitileri Gen Bankasi
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/) veritabani ve araclari kullanilarak
yapilmigtir. Dizi benzerlik arastirmalari i¢cin Amerika Birlesik Devletleri Ulusal
Biyoteknoloji Enformasyon web sitesi Gzerinden BLAST algoritmalari BLASTNn,
MEGABLAST, BLASTx ve BLASTp kullaniimistir [77]. NUkleotid ve protein
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hizalamalari ve dizi karsilastirmalari, Bioedit paketi icerisinde yer alan CLUSTAL
W yazilimi [78] kullanilarak yapiimistir. Filogenetik ve molekuler evrimsel analizler
icin en uygun modellerin belirlenmesi amaciyla, MEGA yazilimi kapsaminda
bulunan “Find best DNA/protein-substitution model” araci kullanmistir. Filogenetik
analizlerde “Maximum likelihood” yéntemi kullaniimig, nukleotid ve protein bazli
agaclar “Tamura-Nei” ve “Jones-Taylor-Thornton” modelleri kullanilarak, 1000

replikasyon igin “bootstrap” analizi ile olusturulmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Toplanan 6rnek sayisi ve dagilimi

Trakya boélgesinde Agustos ve Eylul 2016 aylarinda yapilan &érneklemelerde,
toplam 38 lokaliteden toplam 1461 sivrisinek toplanmigtir. Agustos ayinda yapilan
o6rneklemelerde toplam sivrisinek sayisi 1236 (%84,60), Eylul ayinda yapilan

orneklemelerde toplam sivrisinek sayisi 225 (%1,71) olarak saptanmistir (Sekil 6).

% 3
45 W Agustos

35 meyliil
0 y

5
0
5
0
5
0 I

Istanbul (n:48) Kirklareli (n:1216) Edirne (n:197)

Sekil 6. Ornekleme siiresince aylara gére sehirlerden toplanan sivrisinek dagilimi

Ornekleme boyunca iki ayda toplanan 1461 sivrisinedin 48'i (%3,28) Istanbul
bélgesinden, 1216’s1 (%83,23) Kirklareli bdlgesinden, 197’si (%13,4) Edirne
bblgesinden toplanmigtir.  Sehirlere  gbre sivrisinek sayilari  Sekil 6’da

g6sterilmektedir.

Yapilan arazi ¢aligmalari siresince toplanan 1461 sivrisinegin cinsiyet dagilimlari
938 disi (%64,2) ve 523 erkek (%35,8) olarak saptanmistir (Sekil 7).
Laboratuvarda yaptidimiz tur tayini sonucunda toplam 12 farkh sivrisinek taru

tespit edilmistir. Bolgede en yaygin olarak bulunan tirler Cizelge 6’ da verilmistir.
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Sekil 7. Toplanan sivrisineklerin bdlgelere gére cinsiyet dagilimi

Calismamizda toplam 1461 sivrisinek 6rnegi, 104 havuz icerisinde incelemeye

alinmigtir. incelenen turler arasinda en sik saptanan Cx. pipiens s.I. olmus
(%54,4); bunu Anopheles maculipennis s.l. (%25,66), Aedes albopictus (%6,09)
ve Aedes caspius (%5,68) takip etmistir (Cizelge 6).

Cizelge 6. Bolge ve drnekleme zamanina goére sivrisinek dagilimi

AGUSTOS EYLUL
ISTANBUL KIRKLARELI EDIRNE KIRKLARELI

TURLER Disi| erkek| % | Disiferkek| % | Disi]erkek| % |Disi]erkek] % |Turler] % | Havuz|
Aedes albopictus 0 0 0 79 4 698 0 0 0 6 0 214 8 609 6
Aedes caspius 0 0 0 16 0 134 64 0 324 3 0 1071 8 568 11
Anopheles claviger 1 0 208 14 0 117 0 0 0 0 0 0 15 1,02 4
Anopheles hyr. var. pseudopictus 0 0 0 2 0 0,16 0 0 0 0 0 0 2 0,13 1
Anopheles hyrcanus s.s. 0 0 0 1 0 0,08 0 0 0 0 0 0 1 0,06 1
Anopheles maculipennis s./. 26 17 89,5 277 26 255 24 5 147 0 0 0 375 2566 26
Anopheles plumbeus 0 0 0 4 0 033 0 0 0 0 0 0 4 0,27 3
Coquillettidia richiardii 0 0 0 26 0 218 0 0 0 0 0 0 26 1,77 2
Culex pipiens s 2 2 833 254 451 593 62 9 36 10 1 392 791 54,14 39
Culex theileri 0 0 0 0 0 0 28 1 147 0 0 0 29 1,98 5
Culiseta annulata 0 0 0 0 0 0 2 0 1,01 0 0 0 2 0,13 2
Uranotaenia unguicul ata 0 0 0 34 0 2,86 2 0 1,01 1 7 28,5 44 3,01 4
TOPLAM 29 19 100 707 481 100 182 15 100 20 8 100 1461 100 104
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4.2. Sivrisinek Orneklerinde Flaviviriis incelemeleri

incelenen sivrisinek havuzlarinin %5.76’sinda (6/104) 6n degderlendirmelerde
BOFV olarak tanimlanan diziler saptanmistir. Diziler 3 Ur. unguiculata, 1 Ae.
caspius, 1 An. maculipennis s.I. ve 1 Cx. pipiens s.l. iceren havuzlarda tespit
edilmistir (Cizelge 7). BOFV dizileri Ur. unguiculata havuzlarinin %2.85'i (3/104),
Ae. caspius havuzlarinin %0,01’i (1/104), An. maculipennis s.l. havuzlarinin

%0,01’i, (1/104) ve Cx. pipiens s.l. havuzlarinin %0,01’i (1/)'inde saptanmistir.

Cizelge 7. Flavivirls pozitif olarak izlenen havuzlarin 6zellikleri

Ornekiumaralari  Konum  Yiikseklikigm) Koordinatlar Tarih  OrnekBayisi Turler Saptanan®irusler
TK698 Kirklareli 2 41,883825 27,991461 10/08/16 58 Culex®ipiens.|. BilinmeyenMlavivirts
TR366 Edirne 196 41,814912 26,816839 08/09/16 2 Uranoteania@inguiculata  Bilinmeyentlaviviris
TR370 Edirne 103 41,614347 26,966446 09/09/16 7 Anopheles@naculipennisB.l.  Anofeleslaviviris
TR379 Kirklareli 7 41,869730 27,975023 10/09/16 6 Uranoteania@inguiculata  Bilinmeyentlavivirts
TR380 Kirklareli 7 41,869792 27,974980 10/09/16 2 Uranotaenia@inguiculata  Bilinmeyentlaviviris
TR381 Kirklareli 23 41,874105 27,981692 10/09/16 3 Aedes@aspius Bilinmeyentlavivirts

Edirne ve Kirklareli gevresinden toplanmis, farkli tirleri iceren toplam bes havuzda
(havuz kodlari: TK698, TR366, TR379, TR380, TR381), 575-875 b¢’lik diziler elde
edilmigtir. Saptanan dizilerde nikleotid ve amino asit dizilerinde sirasiyla %0.4-0.9
ve %0.6-1.6 cesitlilik izlenmistir. BLASTn taramalari, tum dizilere en yuksek
benzerlik gdsteren GenBank girislerinin, Ulkemizde Edirne bdlgesinde Ur.
unguiculata tirQ sivrisinekte saptanmis olan ancak kesin olarak tanimlanamamis
bir flavivirls oldugunu goéstermistir (kod: T5, GenBank erisim kodu: KU958267)
[71]. Ayrica ispanya’da Ae. vexans turl sivrisineklerde DNA formunda saptanmis
Flaviviris AV-2011 (GenBank erigsim kodlari: JF707859 ve JF707860) ile ayni
oldugu gbézlenmistir [79]. Flaviviris AV-2011 dizileri ayrica, Ulkemizde Kirklareli
cevresinde 2014 yilinda toplanmis Cs. annulata érneklerinde RNA formunda da
saptanmistir (kod: T11, GenBank erisim kodu: KU958176) [71]. AdI gecen dizilerin

nikleotit ve kodlanan amino asit kargilastirmalari Cizelge 8 ve 9'da verilmektedir.
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Cizelge 8. Saptanan Flaviviris AV-2011 ve benzeri dizilerin nikleotit (422 bg)
karsilagtirma matrisi. Benzerlikler yluzde olarak verilmektedir (T11:KU958176,
T5:KU958167).

AV2011* | T11 15 TR366 | TR379 | TK698 | TR380 | TR381

AV2011* | - 97.3 682 |73.9 73.6 73.6 73.6 73.6
T11 97.3 - 68.9 |744 741 741 74.1 741
15 68.2 68.9 |- 86.4 86.7 86.7 86.7 86
TR366 | 73.9 744 1864 |- 99.7 99.7 99.7 99
TR379 [73.6 741 |186.7 |99.7 - 100 100 99.2
TK698 73.6 741 |86.7 |99.7 100 - 100 99.2
TR380 [73.6 741 |86.7 |99.7 100 100 - 99.2
TR381 73.6 741 |86 99 99.2 99.2 99.2 -

* JF707859 ve JF707860 kodlu es diziler

Cizelge 9. Calismada saptanan Flaviviris AV-2011 ve benzeri dizilerin amino asit
(140 amino asit) karsilastirma matrisi. Benzerlikler ylzde olarak verilmektedir
(T11:KU958176, T5:KU958167).

AV2011* | T11 15 TR366 | TR379 | TK698 | TR380 | TR381

AV2011* | - 89.2 |642 |755 75.5 75.5 75.5 75.5
T11 89.2 - 67.1 |74.8 74.8 74.8 74.8 74.8
T5 64.2 671 |- 74.2 74.2 74.2 74.2 72.8
TR366 | 75.5 748 742 |- 100 100 100 98.5
TR379 [75.5 748 [ 742 100 - 100 100 98.5
TK698 75.5 74.8 [742 100 100 - 100 98.5
TR380 [75.5 748 | 742 100 100 100 - 98.5
TR381 75.5 748 728 |98.5 98.5 98.5 0,98.5 |-

* JF707859 ve JF707860 kodlu es diziler
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92

76

90

791 JF707819.1| Mediterranean Culex Flavivirus strain HU932 04

gi|397738397|emb|HE574574.1| Culex theileri flavivirus RP-2011 gene for viral polyprotein genomic RNA isolate 178
o[ 9il1397738395|emb|HE574573.1| Culex theileri flavivirus RP-2011 gene for viral polyprotein genomic RNA isolate 153
JF707818.1| Mediterranean Culex Flavivirus strain HU902 04

gi|727345890|emb|HE997067.1| Culex theileri flavivirus partial RARp gene for RNA polymerase genomic RNA strain 172

JF707820.1| Mediterranean Culex Flavivirus strain HU945 04

W T4.KU958177

W T9.KU958171

W T3.KU958172

¥ T1.KU958173

W T2.KU958174

W T10.KU958175

gi|508083555|gb|KC510667.1| Mosquito flavivirus isolate YNCxFV-A64-09 NS5 gene partial cds

gi|385246817|gb|JQ518484.1| Culex flavivirus strain SDDMO06-11 polyprotein gene partial cds

81 100 gi|440647088|dbj|AB701773.1| Culex flavivirus RNA complete genome strain: Toyama791
87 gi|251823497|dbj|AB488437.1| Culex flavivirus gene for polyprotein (NS5 region) partial cds strain: Toyama-13
981 gil440647092|dbj|AB701775.1| Culex flavivirus RNA complete genome strain: Toyama1431
AB981186.1 Mosquito flavivirus gene for polyprotein complete cds strain: YDFV/Oct/2013
| —92|:NC 012671.1 Quang Binh virus complete genome
81 gi|777762617|gb|KM088043.1| Mosquito flavivirus isolate AMH010436 nonstructural protein 5 gene partial cds
_|—— NC 030400.1 Nakiwogo virus strain Uganda08 polyprotein gene partial cds

gil777762611|gb|KM088040.1| Mosquito flavivirus isolate AMHO10516 nonstructural protein 5 gene partial cds
_|j|: gi|511775180|gb|KF006336.1| Flavivirus sp. isolate CFLV NEI1 non-structural protein 5 gene partial cds
97

KC505248.1 Palm Creek virus isolate 56 polyprotein gene complete cds

NC 024299.2 Nienokoue virus isolate B51/CIl/2004 complete genome

100

981 9i|335355340|gb|JF707860.1| Flavivirus AV-2011/Spain strain GI6 01 NS5 protein-like gene partial sequence
100] 1 gi|335355339|gb|JF707859.1| Flavivirus AV-2011/Spain strain GI102 01 NS5 protein-like gene partial sequence

¥ T11.KU958176
W T5.KU958167
@®TK6E98
@®TR380
@®TR379
@®TR366
@®TR381
gi|335355336|gb|JF707856.1| Flavivirus AV-2011/Spain strain HU973 04 NS5 protein-like gene partial sequence

gi|335355338|gb|JF707858.1| Flavivirus AV-2011/Spain strain HU2316 06 NS5 protein-like gene partial sequence
| gi|335355337|gb|JF707857.1| Flavivirus AV-2011/Spain strain HU974 04 NS5 protein-like gene partial sequence

NC 012932.1 Aedes flavivirus genomic RNA complete genome strain: Narita-21

KJ741266.1 Aedes flavivirus strain Bangkok complete genome
NC 005064.1 Kamiti River virus complete genome

NC 001564.2 Cell fusing agent virus strain Galveston complete genome

KU201526.1 Xishuangbanna aedes flavivirus complete genome

69 EU569288.1 Calbertado virus isolate 1024 NS5 protein gene partial cds
97 NC 027819.1 Mercadeo virus isolate ER-M10 complete genome

NC 030290.1 Culiseta flavivirus strain 502-13 complete genome

761 KM088035.1 Mosquito flavivirus isolate AMHO007352 nonstructural protein 5 gene partial cds
100 KM088039.1 Mosquito flavivirus isolate AMH010210 nonstructural protein 5 gene partial cds
KMO088038.1 Mosquito flavivirus isolate AMHO003274 nonstructural protein 5 gene partial cds

KX148548.1 Anopheles flavivirus-like 1 polyprotein gene partial cds

KX148546.1 Anopheles flavivirus variant 1 complete genome
77
99 KX148547.1 Anopheles flavivirus variant 2 complete genome
99 r KMO088036.1 Mosquito flavivirus isolate AMH010122 nonstructural protein 5 gene partial cds

1001 KM088037.1 Mosquito flavivirus isolate AMH003236 nonstructural protein 5 gene partial cds
@® TR370
KT192549.1 Parramatta River virus isolate 92-B115745 complete genome

HE997070.1 Ochlerotatus caspius flavivirus partial RARp gene for RNA polymerase genomic RNA strain 207

HE997074.1 Ochlerotatus caspius flavivirus partial RdRp gene for RNA polymerase genomic RNA strain 595

61 98 HE997071.1 Ochlerotatus caspius flavivirus partial RdRp gene for RNA polymerase genomic RNA strain 350

HE997072.1 Ochlerotatus caspius flavivirus partial RARp gene for RNA polymerase genomic RNA strain 174
gi|335355222|gb|JF707799. 1| Mediterranean Ochlerotatus Flavivirus strain GI1 05 NS5 protein gene partial cds
gi|374094754|gb|JQ268258.1| Hanko virus polyprotein gene complete cds

W T7.KU958170

WV T6.KU958169

W KY345399.0chlerotatus caspius flavivirus Turkey

Sekil 8. TK698, TR366, TR379, TR380, TR381 ve TR370 kodlu havuzlarda
saptanan kismi flaviviris nikleotit dizilerinin analizi. Filogenetik aga¢ “Maximum
likelihood” ydntemi ve “Tamura-Nei” modeli ile olusturulmustur. “Bootstrap”
degerleri agacta gdsteriimis ve 1000 replikasyon icin hesaplanmistir.
Karsilastirmada kullanilan virGslar GenBank ulasim kodlari ve izolat isimleri ile
belirtilmistir. Ulkemizden rapor edilen diziler ilgili kaynak ve GenBank ulasim
kodlari ile belirtiimistir (kirmizi daire: Calismada elde edilen dizi; mavi ters tg¢gen:
Tarkiye kaynakli diziler)
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W T10.KU958175
JF707818.Mediterranean Culex Flavivirus strain HU902_04

WKX652378.Culex theileri flavivirus Turkey 3

WKX652377.Culex theileri flavivirus Turkey 4

WKX652376.Culex theileri flavivirus Turkey 2

WKX652375.Culex theileri flavivirus Turkey 1

isolate153|CCC55432.1| viral polyprotein Culex theileri flavivirus RP-2011 HE574573.1
99 isolate178|CCC55433.1| viral polyprotein Culex theileri flavivirus RP-2011.HE574574.1

HE997067.Culex theileri flavivirus, RNA polymerase, strain 172

W T1.KU958173

W T2.KU958174

I— WT3.KU958172

W T4.KU958177

- WTO.KU958171

- AGNO03884.1 YNCxFV NS5 partial Mosquito flavivirus
Toyama1431|BAM74426.1]| polyprotein Culex flavivirus
SDDMO06-11|gb|AF149451.1| polyprotein partial Culex flavivirus

99| BAH83696.1 Toyama13 polyprotein partial Culex flavivirus

BAM74424.1 Toyama791 polyprotein Culex flavivirus
YDFV/Oct/2013|BAR88121.1| polyprotein Mosquito flavivirus

E:gi|229904920|ref|YP 002884239.1| polyprotein precursor Quang Binh virus
gi|l459649537|gb|AGG76014.1| polyprotein Palm Creek virus

96
AGN92948.1 CFLV NEI1non-structural protein 5 partial Flavivirus sp.
AJY53439.1 AHMO010516 nonstructural protein 5 partial Mosquito flavivirus
_ELLNE“MWOQO Virus|[ACV04605.2| polyprotein Nakiwogo virus
86 AJY53442.1 AHMO10436nonstructural protein 5 partial Mosquito flavivirus
991 JF707860.1 Flavivirus AV-2011/Spain strain GI6 01
99 JF707859.1 Flavivirus AV-2011/Spain strain GI102 01
WT11.KU958176
o8 | W T5KU958167
@®TR381
3 @TR366
o [l @TR379
— 66 | @TK698
@TR380
gi|655454925|reflYP 009041466.1| polyprotein Nienokoue virus
ACD93606.1 NS5 protein partial Calbertado virus
99 gi|1035966795|reflYP 009256193.1| polyprotein Culiseta flavivirus

64 YP 009164031.1 flavivirus polyprotein Mercadeo virus
AJY53438.1 nonstructural protein 5 partial Mosquito flavivirus
84 AJY53437.1 nonstructural protein 5 partial Mosquito flavivirus
AJY53434.1 nonstructural protein 5 partial Mosquito flavivirus
AORS51362.1 polyprotein partial Anopheles flavivirus-like 1
AJY53435.1 nonstructural protein 5 partial Mosquito flavivirus
991 AJY53436.1 nonstructural protein 5 partial Mosquito flavivirus
99 @ TR370
I_| AOR51358.1 polyprotein Anopheles flavivirus variant 1

991 AOR51360.1 polyprotein Anopheles flavivirus variant 2
AIM49244 .1 polyprotein Aedes flavivirus Bangkok

99
YP 003029843.1 flavivirus polyprotein Aedes flavivirus

99 CFAV-Galveston|gb|AIM49245.1| polyprotein Cell fusing agent virus
95 I— NP 891560.1 flavivirus polyprotein Kamiti River virus
AMS24261.1 polyprotein Xishuangbanna aedes flavivirus

ALC76576.1 polyprotein precursor Parramatta River virus
WT7.KU958170
W KY345399.0chlerotatus caspius flavivirus Turkey
AKC42439.1 non-structural protein 5 partial Ochlerotatus caspius flavivirus
W T6.KU958169
gi|374094755|gb|AEY84723.1| polyprotein Hanko virus
CCM73250.1 strain 207 RNA polymerase partial Ochlerotatus caspius flavivirus

89

CCM73252.1 strain 174 RNA polymerase partial Ochlerotatus caspius flavivirus
gi|528524761|emb|CCO25539.1| polyprotein partial Ochlerotatus caspius flavivirus
CCM73251.1 strain 350 partial Ochlerotatus caspius flavivirus

691 CCM73254.1 strain 595 partial Ochlerotatus caspius flavivirus

Sekil 9. TK698, TR366, TR379, TR380, TR381 ve TR370 kodlu havuzlarda
saptanan kismi flaviviris amino asit dizilerinin analizi. Filogenetik aga¢ “Maximum
likelihood” yoéntemi ve “Jones-Taylor-Thornton” modeli ile olusturulmustur.
“‘Bootstrap” degerleri agacta gdsterilmis ve 1000 replikasyon igin hesaplanmistir.
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Karsilastirmada kullanilan virislar GenBank ulasim kodlari ve izolat isimleri ile
belirtilmistir. Ulkemizden rapor edilen diziler ilgili kaynak ve GenBank ulagim
kodlari ile belirtilmistir (kirmizi daire: Calismada elde edilen dizi; mauvi ters lggen:
Tarkiye kaynakli diziler)

Orneklerde muhtemel DNA formlarinin arastiriimasi amaciyla yapilan ¢alismalar
sonucunda, dogrudan saflastirlmis nikleik asitler Gzerinden uygulanan PZR,
TR379 ve TR380 kodlu drneklerde pozitif sonug elde edilmigtir. Takip eden dizi
analizlerinde ancak kismi okumalar elde edilmis, TR379 kodlu &6rnekte 736
nukleotid, TR380 kodlu &érnekte ise 196 nukleotidlik kisimlar tanimlanabilmigtir.
Yapilan hizalama ve incelemelerde, érnek TR379 icin DNA formunda bulunan
dizinin 25 nikleatitlik bir bogluk icerdigi ancak dizi kompozisyonunun RNA formu
ile %100 uyumlu oldugu gorilmustir. Ornek TR380 icin ise DNA formunda bir
nukleotitlik degisiklik (pozisyon 504; T-C; Sekil 10) saptanmistir. Bu degisiklik
Flaviviris AV2011 dizilerinde de bulunmaktadir (Sekil 10). ilging olarak, prototip
dizilerde (JF707859 ve JF707860) yer alan “stop” kodonlari, saptanan RNA ya da
DNA formundaki dizilerde bulunmamaktadir (Sekil 10).
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AV2011 GAAGACCA'I'I'GGGTGGCCAGGAAGAA'I‘I’TTCCATGTGGAGTI'GGTGAAGTI'GGAGTCAACTATTTCGGATATTACCAGCAAGAGATCTCAAAGAAGGGTC
TR379-RNA ..... Teeeaene CorGannenaneneie e e C.G.ACC..GuvrvTurrranGeaConTTA oo A AG. e . A
TR379-DNA
TR3BO-RNA e €eG.CCG GuvvaTeurenesnGueCeaTuTA et AL AG. e A..A.
TR380-DNA

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
AV2011  GOTGGCTCATAGCCGATGACGTTGCCCOATGGGACACAAAGATCAC GAAGCCGACCTAGATGACGAGCTTTACCTGCTGCTTGAAATGGCAGACGACGA
TR379-RNA c. .G . c..c. .
TR379-DNA ALT..T TITIC A
TR380-RNA CALTIT LTLTICOALL
TR380-DNA

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

e

W2011  ATATCACAGGANATTGATARGAGCACTGTACAAAATCCLTTACCARACATCGTGGCGTTGTTTCOANGOAACCATCCTANCTACCGCAGEGCAACTGTA
TR379-RNA G..C..T..A. Ae.T. CCAC.oCoAuTene s ACG. T-AAueenensne G
TR379-DNA G..C..T..A... (ACG. .T.A.A. .
TR380-RNA G..C..T..A.. AT .CC.AL.CouCuuAr T ACG. . T.A A enennnne G
TR380-DNA

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
AV2011 ﬁbéAdebcﬁfccé6AAcfc)atcAAtbAbh;\%c%hhﬁékddTAAéfTédeTféfATéAAéAéAﬁiTAftAA%h}thAAAAct}xhbﬁddcédAAch
TR379-RNA  ..C..Ceuve'GevAueAennnensTunns AnaGe A TGTCAAL .C.oCorannne CA.A.C.....GA..G A
TR379-DNA . .C..C.....G...A....A........ “A.IG.A..TGTCA.A..C..C........CA.A.C.
TR380-RNA . .C..C.o. G.. A..o A.oo.ooo.Tooo AL G..A. TGTCA.A..C..C.oroinn CA-ALC.. ..
TR380-DNA

410 420 /30 4’10 450 460 /170 /180 490 500

........................................ S e e e I

AV2011  TTGAAGCCGAGGGCCTGTTGOATGCCTCCTTGOAGT CATGOAGGCATGETTGGACGCCCAT CTAGAAAAGATTCTATCGACCATCATGTTGCCGGAGA
TR379-RNA “C.AC....CC.G..A..A.A....C.C....AATTC.
TR379-DNA S CLLICIAC. .. .CC.G. AL A-A. .. C.C.ot AATTC. o 1 G- G.G. oo To Ger G T Go Ture
TR380-RNA ©C.riC.AC..-CC.G.-Ar-A-Ar 2 C.Cr” AATTC. .2 -G..G.Gur v Te GuraGuTu Ge Tarenn
TR380-DNA

510 520 530 340 350 360 570 580 590 600

. IR

V2011 COACGTGGTTGTAGCACAANCAACGCGGCTTTCCOAACAAGT CTACGETACATARACGCCACATCAAAGATANGGAAGAATTTGARAATTGACGAACCA
TR379-RNA -G. -AAC..C..T.AC. .C.CG..AG.C.....AG.T G
TR379-DNA T..T. S1G.LiLlIIIAAC..C..T.AC
TR380-RNA
TR380-DNA
AV2011
TR379-RNA
TR379-DNA
TR380-RNA
TR380-DNA
AV2011
TR379-RNA A.A..C..CC.AT.G.r.nn .
TR379-DNA ‘A.A..C..CC.AT.G.
TR380-RNA -A-A..C..CC.AT.G.
TR380-DNA

810 820 830 840 850 860 570

........................................ T T I

AV201L  ATTGTACTTITTCCACAGACGTGATTTACGCCTAGGATTCACAGECATARCTGCTATTGTGCCGARAACATGGGT
TR379-RNA “AG....G..TG.G..A.....AT.C..A..C..A.
TR379-DNA S1CC.C. AG.-.G..TG.G. A.....AT.C..A..C.
TR380-RNA CC.C..AG
TR380-DNA

Sekil 10. Flaviviral DNA formu saptanan &érneklerde elde edilen dizilerin RNA
formu dizileri ve prototip DNA formu dizisi (AV2011) ile karsilastiriimasi. Prototip
dizide bulunan “stop” kodonlar (757 ve 796. pozisyonlar, isaretli), saptanan
dizilerde yer almamaktadir.

Edirne bdlgesinden toplanan ve Anopheles maculipennis s.l. érnekleri igeren bir
havuzda (havuz kodu: TR370) saptanan 598 nikleotidlik dizide BLASTn taramasi,
elde edilen dizinin, Kenya, Liberya ve Senegal'de toplanan cesitli Anopheles
sivrisineklerinde yeni tanimlanmis flavivirislere (GenBank erisim kodlari:
KX148546-7, KM088035-9) benzerligini ortaya koymustur [80], [81]. En yUksek
dizey benzerligin Anofeles flavivirisu varyant 1 ve benzeri izolatla oldugu

izlenmektedir (nUkleotit dizeyinde %70.4, amino asit dizeyinde %81.3, Cizelge 10
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ve 11). Filogenetik analizler, Turkiye kdkenli Anofeles flavivirsunun, Afrika kékenli
dizilerden farkhlagmis oldugu ancak ortak ata paylastigini isaret etmektedir (Sekil
8 ve 9). Ornekte cDNA sentezi yapiimadan gerceklestirilen PZR negatif sonug

vermistir.

Cizelge 10. Calismada saptanan Anofeles flavivirUslarinin nikleotid (598 bg)
karsilastirma matrisi. Benzerlikler ylizde olarak verilmektedir (AFvar1: Anofel
flavivirisu varyant 1 (KX148546); AFvar2: Anofel flavivirisu varyant 2
(KX148547); AFvariL: Anofel flavivirisu varyant 1- benzeri virls (KX148548);
A7352: Sivrisinek flavivirisu izolat AMHO007352 (KMO088035); A0210: Sivrisinek
flavivirisu izolat AMH010210 (KMO088039); A0122: Sivrisinek flavivirisu izolat
AMHO010122 (KMO088036); A3236: Sivrisinek flavivirisu izolat AMH003236
(KM088037); A3274: Sivrisinek flaviviriisu izolat AMH003274 (KM088038)).

TR370 | AFvar1 | AFvar2 | AFvaril | A7352 | A0210 | A0122 | A3236 | A3274

TR370 - 70.4 69.2 69.8 67.7 67.8 68.5 68.8 68
AFvar1 70.4 - 94.3 79 78.5 78.7 76.5 76.7 78.5
AFvar2 69.2 94.3 - 78.2 78 77.9 78 7.7 77.7
AFvaril | 69.8 79 78.2 79.7 79.9 774 77 79.7

AT7352 67.7 78.5 78 79.7

- 99.8 76.5 76.7 99.3
A0210 67.8 78.7 77.9 79.9 99.8 - 76.5 76.7 994
A0122 68.5 76.5 78 774 76.5 76.5 - 99.1 76.9
A3236 68.8 76.7 7.7 77 76.7 76.7 99.1 - 77
A3274 68 78.5 7.7 79.7 99.3 994 76.9 77 -

Cizelge 11. Calismada saptanan Anofeles flavivirislarinin amino asit (198 amino
asit) karsilastirma matrisi. Benzerlikler ylizde olarak verilmektedir (AFvar1: Anofel
flavivirisu varyant 1 (KX148546); AFvar2: Anofel flavivirisu varyant 2
(KX148547); AFvariL: Anofel flavivirisu varyant 1- benzeri viris (KX148548);
A7352: Sivrisinek flaviviriisu izolat AMHO007352 (KMO088035); A0210: Sivrisinek
flavivirisu izolat AMH010210 (KMO088039); A0122: Sivrisinek flavivirisu izolat
AMH010122 (KM088036); A3236: Sivrisinek flavivirisu izolat AMH003236
(KM088037); A3274: Sivrisinek flavivirisu izolat AMH003274 (KM088038)).

TR370 | AFvar1 | AFvar2 | AFvarilL | A7352 | A0210 | A0122 | A3236 | A3274

TR370 80.3 80.3 81.3 78.7 78.7 78.2 78.2 78.2

AFvar1 80.3 100 90.9 91.4 914 91.9 91.9 90.9

AFvar2 80.3 100 90.9 91.4 914 91.9 91.9 90.9

AFvariL | 813 90.9 90.9 93.4 93.4 91.9 91.9 92.9

AT7352 78.7 91.4 91.4 93.4 100 914 914 99.4

A0210 78.7 91.4 914 93.4 100 914 91.4 99.4

A0122 78.2 91.9 91.9 91.9 91.4 914 100 91.9

A3236 78.2 91.9 91.9 91.9 91.4 914 100 91.9

A3274 78.2 90.9 90.9 92.9 99.4 99.4 91.9 91.9 -
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Sl
TR370 CGGATTCAAACATCGAAGATGAGAGGGCACTGATI'TTGTCGTI'GATTGAAGATCCGTACCATCGGGCTTTGGTTGATTCAATTTTCACAATGGCTI'ATCG
C G

AFvarl . I CP .T.GC....C..AG.CAC...C..... T..CAT...CC..A C.
AFvar2 .T. G Gl T TT..T.GC .C..AG.CAC...C..... T..CAT...CC..A.... ..C..
AFvarilL ....A..CG.T..T..G T.GT.A..AC....TC.A.CCA. T .C..TC.T...A.A..CC.TA. N

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

e e e e e e s e I I |
TR370 GAACATAGTGGCTCTGTTCCCAAGCAACCATCGCAGATTCGGGAGCGGAACAGTTATGGACGTAGTATCGAGGACTGATCAGCGTGGCTCAGGACAGGTG

AFvarl C LLT..TC oo T TG Te T..G..G..TC.C..A .G..C..A..

AFvar2 . ..G..G..CC.C..A. G..T..G..A..A

AFvarllL G..T..CC.T..A. C A G..T..T......
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

e e e e [ I I
TR370 GTCACGTACGCTCTAAACACCATCGGGGGAGCGAAAGGGGGG! CTCGGACGGAGTCTTGAATCCGTTGGGCTGCTCGACGCTGACGACCGAACGATCCAGC

AFvarl  ..... A..T..CT.G..T..A..AACCAAC..T....TCCAA..T..C..ATCA..... GG...CC. AAG. .A..A..AA
AFvar2  ..... Accave C..G..T..G..AACCAAC..T....TCCAA..G..T..ATCA..C..GG...CC. .AAG..A..A..AA
AFvariL ..G..T..T..C..G..... A..AACCAAT..T..G.TCCAA. .G..... ATCAT.A...G.A.CG. .G. A .G..T..TA.G..C..A...A

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

e e e e e e I I |
TR370 AATGGTTGAGAAACCATGGGGAGGAAGCATTGTCACGGATGACAGTGGCCAGTGATGACGTTGTCGTGGCAACTGACTCGGAGACTTTCCACACTTCTCT
A

AFvarl TC. A..C..T..C..G..T..
AFvar2 T. G..A..TG.A..C..T..C..G..T..C..A
AFvarlL CC ..... L I C..
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

e e -
TR370 CCAATATCTTAACAGGAACAGTAAAGTACGCAAGGACATCGGACCACTGGAGCCTTCACGACGTAGCGACAATTGGGAGGAAGTTGAGTTCTGTTCACAC
T

AFvarl  ......... G...C....TG.G..... T..G..... T..A....T.T....A..A........ C..T..... C.....A..... G
AFvar2 A..G..... A...C....TG.G ..... T..G..... T..A....TGT.A..A..A..GA....... Tovowe C..... A .....
AFvarlL T..... CT.G...C.C..T..... G..C..G..A..TG.G....TT..A..... G..TA....CT.T..... Covvnnns G..

510 520 530 540 550 560 570 580 590

R R R EE R R R R R R R KRRl RE R Rl Ry R ary ey B R U RS TR FEERI R TR PR
TR370 CATTTCCATCAACTTTCCCTTCAAGACGGGCGGACATTGATTGTGCCTTGTCCCGAGCAAAACGAAATTATCGGATGGTCGCGGCTACAAAGGGCGGC
AFvarl [ C.CTG.GAA...C..G..T..C..CGTC G.AA.GA.G
AFvar2 [ CPIR C.CTG.GAA...C..G..T..C..CGTC. . ..G.A..GA.G
AFvarlL ..C....... CTG.GAA.T.C..... T..C..C.TG ..AA.G..G

Sekil 11. Elde edilen Anofeles flaviviris dizisinin, Afrika k&kenli Anofeles
flaviviriisu varyantlari ile hizalanmasi. incelenen bélge Anofeles flaviviriisu varyant
1 genomunda 9049-9641. nikleotidlere karsilik gelmektedir (AFvar1: Anofel
flavivirisu varyant 1 (KX148546); AFvar2: Anofel flavivirisu varyant 2
(KX148547); AFvariL: Anofel flavivirisu varyant 1- benzeri viriis (KX148548)
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5. TARTISMA

Sivrisinekler, birgok insan patojeni mikroorganizma igin vektér rolii oynamaktadir.
Vektér sivrisineklerin, hastalik etkenleriyle yasam boyunca enfekte kalarak, bu
patojenleri ara konaklar ve diger vyollarla bir baska sivrisinege kadar
aktarabilmeleri, hastalik epidemiyoloji ve kontroli acisindan 6nemli guclUklere
neden olmaktadir [11], [14]. Flaviviridae ailesi Flaviviriis cinsi, sivrisineklerle
bulagsma go6steren birgok vektdr kaynakli viriisu icermektedir. Bunlar; Bati Nil,
Deng, Zika o&rneklerinde oldugu gibi, tim dinyada 6nemli saglk sorunu
olusturmus ve olusturmaya devam eden virtslerdir [14], [16]. Belirli bir bélgede
hastalik varhgi, olgularin birikimi ya da salgin ihtimalinin 6ngérulebilmesi ve
epidemiyolojik &6zelliklerin incelenebilmesi igin, vektér kaynakli enfeksiyonlarda
eklembacaklilarin sirveyansi énem tasimaktadir. Sirveyans yoluyla incelenen
bdlgede patojenlerin varligi kadar, vektér potansiyeline sahip eklembacaklilarin
belirlenmesi, patojenik olmayan mikroorganizmalarin ve bunlarin hastalik
dongulerine katkilarinin belirlenebilmesi hastalik streglerinin anlagilabilmesi
acisindan da 6énemlidir. Calismamizda daha dénceden Bati Nil virisi olgularinin
saptandi§i, ayrica cesitli BOFV'lerin ilk kez rapor edildigi Trakya bdlgesinden
toplanan sivrisinek 6rneklerinde, generik PZR ydntemiyle flaviviris varlig
arastirlmig, saptanan virtsler ise DNA dizi analizi ile tanimlanarak elde edilen

bulgular tartisiimistir.

BOFV calismalari tlkemizde ¢ok kisith sayidadir, buna karsin gesitli virislerin
varligi gdsterilmis ve izolasyonlari yapilabilmistir [71], [82], [83], [65]. Edirne
cevresinde sivrisineklerde BNV varliginin gosterildigi ilk c¢alismada kullanilan
tarama yontemi BOFV'leri de saptama ¢zelligine sahiptir. Bu nedenle, bu calisma,
bu virtslerin incelendigi ilk rapor olarak kayida gecmigtir. Ancak daha dncede
belirtildigi gibi ¢alismalar sonucunda herhangi bir pozitiflik saptanamamistir [83].
Takip eden calismada ise Akdeniz, Ege ve Trakya boélgesi kaynakl sivrisinekler
incelenmis, Ege ve Trakya 6rneklerinde en az 3 farkli BOFV varligi gésterilmis,
ayrica 2 viris hucre kulturlerinde izole edilerek genomik karekterizasyonlari
yapilmistir [71]. Bu virlsler arasinda Kirklareli ve Canakkale illerinden toplanan

orneklerde izole edilen “Cx. theileri flavivirist-Tuarkiye (CTFT)” bulunmaktadir [65].
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CTFTye ait 4 farkl izolat tanimlanmis, bu virlslerin Portekiz’de izole edilen ve
ispanya’da kismi diziler seklinde tespit edilen virlislere benzerligi ortaya
konulmustur [65]. CTFT dizileri Cx. theileri ve Cx. pipiens s.l. tiru sivrisineklerde
saptanmaktadir. izolasyonu yapilan bir diger viriis ise, yine Portekiz, ispanya ve
Yunanistan gibi Akdeniz ¢evresi Ulkelerde ve Finlandiya’da benzerleri saptanmis
olan “Aedes caspius flavivirisu-Turkiye”dir (OCFT) [71]. Bu virisin de Kirklareli ili
cevresinde Ae. caspius sivrisineklerinde bulundugu gdsterilmigtir. CTFT ve
OCFT’nin genomlari ayrintili oarak incelenmis, farkli bdélgelerde tespit edilen
benzerleri ve diger BOFV'ler ile karsilagtirmalari yapilmistir. Bu calismada ise

taranan sivrisinek havuzlarinda CTFT ya da OCFT izlenmemistir.

Calismamizda saptadigimiz BOFV’lerden ilki, Anofeles flavivirisleri ile iliskili diziler
seklinde tanimlanmistir (Cizelge 10). Anofeles flavivirUsleri yakin zamanda viral
metagenomik arastirmalar sirasinda Liberya ve Senegal’de Anopheles gambiae
sivrisineklerinde tespit edilmis; incelenen 6rneklerde virls varyantlari saptanmis,
ayrica yapilan taramalar, virisun farkli bélge ve yillarda dolasimda bulundugunu
gdstermistir [80]. Bu virUslerin bir diger 6zelligi anofelin sivrisineklerde saptanan ilk
flavivirGsler olmalaridir. Rapor edilen yiksek dizey c¢esitlilidine ragmen,
tanimlanan BOFV’lerin hepsi culicine sivrisineklerinde tespit edilmistir [82].
Anofeles flavivirist ile iligkili diziler Kenya kaynakli An. gambiae ve An.
squamosus sivrisineklerinde de gosterilmigtir [80]. Calismada tespit ettigimiz
Anofeles flavivirist dizisi Edirne ili gevresi kaynakli An. maculipennis s.l. érnekleri
iceren bir havuzda saptanmistir (Cizelge 10-11) ve bu tirde ik kez
gosterilmektedir. Dizi karsilastirmalari, bunlarin, Anofeles flavivirlisu varyant 1 ve
iligkili izolatlari saptanan diziye en yakin virGsler oldugunu ortaya koymaktadir.
Filogenetik analizler, Turkiye kdkenli Anofeles flavivirisu dizisinin, Afrika kokenli
dizilerden farklilagsmis olduguna isaret etmektedir (Sekil 11). Flavivirls cinsinde
herhangi bir izolatin ayri bir tir olarak kabull icin genom dizileri ve serolojik
6zellikler 6nemlidir [22]. Bununla birlikte, birgok virlisun kolayca Uretilememesi ve
nétralizasyon yéntemlerinin guglukleri nedeniyle, ¢ogu izolat i¢in tam ya da tama
yakin genom dizileri kullaniimaktadir. Yaygin goériise goére, nikleotit dizeyinde
%16’1 asan cesitlilik, ilgili virist tir olarak tanimlamak icin yeterlidir [82]. Elde
ettigimiz Anofeles flavivirisu dizileri, Afrika kékenli dizilerden nikleotit dizeyinde

%29.4, amino asit dizeyinde ise %18.7 farklihk gdstermektedir (Cizelge 10-11);
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dolayisiyla yeni bir virlis adayidir. Bu gorisin dogrulanmasi igin viriise ait
kodlama yapan bdlgesinin énemli bir kismina ait diziler tanimlanmalidir. Anofeles
flavivirist dizilerinin disi bireyleri iceren havuzlarda saptanmis olmasi nedeniyle,
virisiin insanlar bagta olmak Ulzere c¢esitli omurgalilarla temasta oldugu da g6z

ondne alinmalidir.

Flaviviris taramalari sonunda, Trakya boélgesi kaynakli bes havuzda bilinen
BOFV’lerden farklilik gdsteren diziler saptanmistir. Bu dizilere niikleotit igerigi ve
filogeni olarak en yakin viris, 2014 yilinda Edirne ¢evresinde bir Ur. unguiculata
sivrisineginde tespit edilen, kesin olarak tanimlanamamis bir flaviviristur (Cizelge
9, Sekil 10) [84]. Calismada saptanan diziler ve &nceki dizinin, ispanya kaynakli
sivrisineklerde DNA formunda saptanmis Flaviviris AV-2011’un belirli bir kékeni ile
ortak ataya sahip olduklar izlenmistir (Sekil 10) [79]. Flaviviris AV-2011, ilk kez
tanimlandidi ispanya kaynakli érneklerde filogenetik olarak ayrisan iki farkli DNA
formunda tanimlanmig, DNA formlarinin birisi Ae.vexans, digeri ise Ae. caspius,
Cs. annulata ve Oc. detritus turQ sivrisineklerde tespit edimigstir [79]. Dizilerin RNA
formlari ise, ilk kez Kirklareli ¢evresinde 2014 yilinda toplanmis Cs. annulata
orneklerinde saptanmig, bdylelikle bu dizilerin replikasyon yetenegine sahip
muhtemel viris formlarina ait 6n bulgular elde edilmistir [84]. Havuzlarda
saptadigimiz diziler, genel olarak Ispanya ya da Tirkiye kokenli Flaviviris AV-
2011 dizilerinden %25'’i agkin nukleotit ve amino asit farki bulunmaktadir (Cizelge
8-9). Bu nedenle ilgili viriis yeni bir tiir teskil etme potansiyeline sahiptir. Bu
virisiin disi ve erkek bireylerde ve Ur. unguiculata, Ae. caspius ve Cx. pipiens s.|.
orneklerinde saptanmis olmasi (Cizelge 8-9), genis bir vektor cgesitliligine sahip

oldugunu distindirmektedir.

Flavivirislere ait DNA formlari, arazi ya da laboratuvar kolonisi kaynakli
sivrisineklerde saptanabilmektedir. Onceleri “cell silent agent (CSA)” olarak
tanimlanan bu formlar, Aedes tirleri basta olmak Uzere cesitli tirlerde
izlenmektedir. Deneysel ¢calismalar, Bati Nil ve Deng gibi patojen flavivirUslerin de,
uygun kosullarda DNA formu olusturabildigi goésterilmistir [13]. Dogal sekilde
olusan DNA formlarinin, replikasyon kompetan viris ya da defektif partikullerle
enfeksiyon sonrasi da endojen retrovirUslerin ters transkriptaz ve integraz

aktiviteleri ile iligkili oldugu diugunulmekte, bu sirecte konak hicrede kromozom

39



entegrasyonu da izlenebilmektedir [85]. Kromozom entegrasyonu sonrasinda viral
DNA formlari, konak hicre bdlinmesi sirasinda kopyalanmaktadir. Entegre
formlar genellikle kisa ve “stop” kodonlari tagsiyan parcali viral diziler icermekte,
bunlar da nadiren kisa viral transkriptler olusturabilmektedir. Flaviviral DNA
formlarinin  virls replikasyonu ve epidemiyolojisi acgisindan etkileri heniz

aydinlatiimamistir.

Calismada muhtemel yeni BOFV saptadigimiz bes havuzun ikisinde, viral DNA
formlari da tespit edilmistir. Bu érnekler disi ve erkek Ur. unguiculata sivrisinekleri
icermektedir. Dizi analizlerinde RNA'lara gére pargali ve kismi okumalar elde
edilebilmis, ancak dizilerin genel olarak iyi korunmus oldugu ve “stop” kodonu
tasimadigi izlenmigtir (Sekil 10). Bu bulgular, dogdadan toplanmis sivrisinek
érneklerinde ayni BOFV’e ait RNA ve DNA formlarinin gésterildigi ilk verileri teskil
etmektedir ve dogal enfeksiyon sirasinda bu formlarin olusabildigini acgik sekilde
ortaya koymaktadir. Benzer dizilere ait RNA formlarinin farkl tir sivrisineklerde
bulunabilmesine karsin DNA formlarinin sadece Ur. unguiculata 6rneklerinde
saptanmasi, sivrisinek turleri arasinda farkli mekanizmalarin etkili oldugunu
distindirmektedir. Calismada, saptama ydntemi nedeniyle, tespit edilen DNA’nin
entegre ya da ekstrakromozomal formda oldugunun incelenmesi mimkin

olmamistir.

Sonug ve Oneriler:

Vektor kaynakli virisler, degisen epidemiyolojik 6zellikler ve 6zellikle kiresellesen
dinyada hizli seyahat ve ticaret ile de iligkili olmak tzere, halk saglig! agisindan
sorun olusturmaya devam etmektedir. iklim ve cografi 6zellikleri nedeniyle birgok
etken acgisindan uygun kosullara sahip Ulkemizde, salginlar ve vaka gruplari ile
birlikte tum dinyada dikkat ¢eken Zika virlis gibi enfeksiyonlarla konuya ilgi
artmakla birlikte, uygun slrveyans ve eldeki bilgi, muhtemel risklerin
degerlendirilebilmesi acilarindan yeterli dizeyde degildir. Viral patojen vektdri
olarak gdrev yapan sivrisineklerin toplanmasi ve tagidiklari etkenlerin arastiriimasi,

dolasimda bulunan hastalik etkeni virslerin ortaya konulmasi kadar, bunlarla ya
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da vektérle dogrudan etkilesime girebilecek diger etkenlerin de saptanabilmesi icin
kritik 6neme sahiptir.

Calismamizda, Trakya bdlgesinde yer alan 3 buyilk ilimizde sahadan toplanan
sivrisinekler tanimlanmig, tasidiklari olasi virtsler patojenik ve non-patojenik gesitli
flavivirlsleri saptayabilen, dnceden tanimlanmis bir PZR ydntemi ile taranmistir.
Calisma 2016 yilinda, sivrisineklerin yuksek duzeyde aktif olduklari Agustos ve
Eylul aylarinda gergeklestiriimis ve toplamda 1461 6érnek elde edilmistir. Yapilan

flavivirls taramasi ile 6rneklerin %6.6’sinda viral diziler tespit edilmistir.

Calismamizdan elde etti§imiz temel sonuclar asagdida siralanmis, takip edilmesi
gereken hususlar belirlenmigtir:

1. Ornekleme sirasinda, vektdr potansiyeline sahip olan ve daha &énceden
Ulkemizde varligi saptanan BNV tasiyicisi turler tespit edilmistir. Bu gézlem, BNV
olgulari ya da muhtemel salginlar igin gerekli tedbirlerin alinmasi gerekliligine
isaret etmektedir. Bununla birlikte, bélgede daha 6nceden tespiti yapilmis

olmasina karsin, érneklerimizde BNV dizileri saptanmamigtir.

2. Edirne ili gevresinden toplanmis An. maculipennis s.l. érnekleri iceren bir
havuzda Anofeles flavivirislerine benzerlik gésteren diziler saptanmistir. Béylece,
bu viriisler Afrika kitasi disinda llkemizde ilk kez tespit edilmistir. Elde
edilen kismi diziler, Tiirkiye’de saptanan viriisiin, tanimlanmis Anofeles
flaviviriislerinden 6nemli 6lgiide genomik farklilik igerdigini ortaya koymus,
yeni bir flaviviriis olabilecegini géstermistir. Bu nedenle pozitif havuzda uygun
hicrelerle virts izolasyon galigmalari yapilmali, ek olarak virisun tim genomunun
tanimlanabilmesi icin alternatif yaklagimlar uygulanmalidir. Ayrica saptanan
Anofeles flavivirisinin yayginhdinin belirlenebilmesi icin de, takip eden

sezonlarda cevre bdlgelerde kapsamli galismalar planlanmalidir.

3. Flaviviriis saptanan orneklerin énemli bir kisminda, daha ©6nceden
tanimlanmamisg bir flaviviriis bulundugunu diisiindiiren veriler elde
edilmigtir. Bu yeni virls, 2014 yilinda Trakya bélgesinde farkli bir érnekleme

alaninda tespit edilmistir. ilgili viriisiin, bélgedeki sivrisinek tirlerinde yayginhigi
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arastirilmali, ayrica hicre kultiri izolasyon ve genomik karekterizasyon

calismalari yapiimaldir.

4. Muhtemel yeni flaviviris saptanan havuzlarin bir kisminda, virise ait RNA ile
DNA vyapisinda kismi diziler, ayni havuzlarda gosteriimistir. Belirli BOFV’lerin
DNA formlari, sahadan toplanmis sivrisineklerde saptanmakla birlikte, DNA
formlan ile birlikte RNA’larin da saptanmasi literatiirde ilk kez dokiimante
edilmigtir. Dizayn edilecek yeni primerler ile viral genomun muhtemel kromozom
entegrasyonu yoluyla, bunun gercgeklestigi bolgeler belirlenebilecektir. DNA
formlarini sadece belirli bir sivrisinek tiriinde saptanmig olmasi, farkli tirlerin bu
virdks ve diger flavivirislerin DNA formunun olusumu acisidan farkhlik
gosterebilecedi, boylelikle viris epidemiyolojisinde farkliliklarin ortaya c¢ikabilecegi
olasidir. ilgili bélgelerden yeni érneklemeler, bu konuda daha fazla bilgi elde

edilebilmesine olanak saglayacaktir.

5. Daha 6nceden bélgede sivrisineklerde yaygin olarak saptanmis olan BNV, 2014
yili tarihli 6rneklemede gérece disiuk insidans ile tespit edilmis, calismamizda ise
saptanamamigtir. Bu durum 6rneklemelerde yapilan eksiklikler ya da diger birgok
faktére bagli olabilecegi gibi, BOFV'lerin, cift konakli patojen flavivirislerin
replikasyonuna olan muhtemel etkileri sonucu da ortaya ¢gikmis olabilir. Boyle bir
baskilama, énemli halk sagligi sorunu olan bu virtslerin prevalansini azaltma
konusunda, dogal ve etkili bir yaklagim olanagi sunuyor olabilir. Konuyla ilgili gesitli
in vitro c¢aligmalar yapilmasina kargin, bu konuda net bulgular heniz elde
edilememigtir. Her iki grup flavivirislerin dolasimda oldugu bélgelerde yapilacak
vektdr surveyansi caligmalari, bu konuda dogrudan saha kaynakh bilgiler
saglayabilme olasiligi nedeniyle de 6énemlidir. Bahsi gegen virtslerin izolasyonu ile
de, bdlgesel sartlari olusturan in vitro koenfeksiyon ¢alismalari planlanabilmesine

yardimci olacaktir.
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EKLER

Ek 1. Pozitif havuzlarin sekans analizi
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TR379 GAAGATCATTGGGTCGCGAGGAAGAATTTTCCATGTGGAGTTGGCGGAACCGGGGTCAATTATTTCGGGTACTATCTACAAGAAATAGCARAGARAAGGAC
TR379D

TR380 AGGAAGAATTTTCCATGTGGAGTTGECGEACCEGEEGETCAAT TATTTCGGGTACTATCTACAAGAAATAGCARAGAAAGGAC
TR381 TTCCATGTGGAGTTGGCGGAACCGGEGGTCAATTATTTCGGGTACTATCTACAAGARAATAGCARAGRAAAGGAC
TE698 ATAGCARAGRAARGGAC
TR366
TR370
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TR3IT9 AGTGGCTGAT TGCCGACGACGTAGCTGGTTGGGACACAAAGGTCACGGAAGCTGATCTCGAAGACGAGCTATACTTGCTCCTCGAAATGACACCAGGCGA
TR379D

TR3IBO AGTGGCTGATTGCCGACGACGTAGCTGGTTGEGGACACAAAGGTCACGEGAAGCTGATCTCGAAGACGAGCTATACTTGCTCCTCGAAATGACACCAGGCGA
TR3B1 AGTGGCTGAT TGCCGACGACGTAGCTGGTTGGGACACAAAGGTCACGGAAGCTGATCTCGAAGACGAGCTATACTTGCTCCTCGAAATGACACCAGGCGA
TK698  AGTGGCTGATTGCCGACGACGTAGCTGGTTGGCACACAAAGETCACCEAAGCTGATCTCCAAGACCAGCTATACTTGCTCCTCGAAATGACACCAGGCGA

TR366 TGGGACACAARAGATCACGGARGCTGATCTCGAAGACGAGCTATACTTGCTCCTCGAAATGACACCAGGCGA
TR370 CGGATTCAAACATCGAAGATGAGAGGGCACTGATTTTGTCGTTGATTGAAGATCC
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TR379 GTACCATAGARAATTGATCAAGGCCETTTATAAAATGGCATATCAARACATAGTTGCCCTATTCCCCAGARATCATCCACGGTTCAGAAGCGGAACTGTG
TR3IT9D ATCCACGGTTCAGAAGCGGAACTGTG
TR3IBO0 GTACCATAGAARATTGATCARGGCCGTTTATAARATGGCATATCAARACATAGTTGCCCTATTCCCCAGRAATCATCCACGGTTCAGAAGCGGAACTGTG
TR3B1 GTACCATAGAARATTGATCARAGGCCGTTTATAARAATGGCATATCAAAACATAGTTGCCCTATTCCCCAGAAATCATCCACGGTTCAGAAGCGGARCTEGTG
TEG698 GTACCATAGAARAATTGATCARAGGCCGTTTATAARATGGCATATCAAAACATAGTTGCCCTATTCCCCAGAAATCATCCACGGTTCAGAAGCGGAACTGTG
TR3IG6 GTACCATAGARAAATTGATCAAGGCCGTTTATAARATGGCATATCARARACATAGTTGCCCTATTCCCCAGARAATCATCCACGGTTCAGAAGCGGARCTGTG
TR3T0 GTACCATCGGGCTTTGGTTGATTCAATTTTCACAATGGCTTATCGGAACATAGTGGCTCTGTTCCCAAGCAACCATCGCAGATTCGGGAGCGGAACAGTT
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TR379 TTCGACGTGCTGTCCAGAACAGACCAACGTGEATCAGEGGCAAGTTGTCACATACTCCATGAACACCATAACCAATGGARAAGAACCARAGTTGGTAGAATGA
TR379D TTCGACGTGCTGTCCAGAACAGACCAACGTGGATCAGGGCAAGTTGTCACATACTCCATGAACACCATAACCAATGGAAAGAACCAAGTTGGTAGAATGA
TR380 TTCGACGTGCTGTCCAGAACAGACCAACGTGGATCAGGGCAAGT TGTCACATACTCCATGAACACCATAACCAATGGARAGAACCARGTTGGTAGAATGA
TR381 TTCGACGTGCTGTCCAGAACAGACCAACGTGEATCAGGGCAAGTTGTCACATACTCCATGAACACCATARCCAATGGARAGAACCARAGTTGGTAGAATGA
TK698 TTCGACGTGCTGTCCAGAACAGACCARCGTGEGATCAGGGCAAGTTGTCACATACTCCATGAACACCATAACCAATGGARAAGAACCARGTTGGTAGARATGA
TR366 TTCGACGTGCTGTCCAGAACAGACCARACGTGGATCAGGGCAAGTTGTCACATACTCCATGARCACCATTACCAATGGARAGAACCAAGTTGGTAGAATGA
TR370 ATGGACGTAGTATCGAGGACTGATCAGCGTGECTCAGGACAGGTGEGTCACGTACGCTCTAAACACCAT CGEEGEGAGCEGAAAGEEGEGEGCTCGGACGGAGTC
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TR379 TAGAGGCCGAAGGCCTCTTGGACGCC CCACTGGACCTGATAGAAGAATGGCTCGACGAATTCCTAGAAGAGGTGUTATCTGCGATGET TGTGGLTGGA
TR379D TAGAGGCCGAAGGCCTCTTGGACGCC ~CCACTGGACCTGATAGAAGRAATGGCTCGACGAATTCCTAGAAGAGGTGCTATCTGCGATGGT TGTGGCTGGA
TR380 TAGAGGCCGAAGGCCTCTTGGACGCC - CCACTGGACCTGATAGARGAATGGCTCGACGAATTCCTAGAAGAGEGTGCTATCTGCGATGEGTTGTGGCTGGA
TR381 TAGAGGCCGAAGGCCTCTTGGACGCC - CCACTGGACCTGATAGARAGAATGGCTCGACGAATTCCTAGRAAGAGGTGCTATCTGCAATGGTTGTGGCTGGA
TE698 TAGAGGCCGAAGGCCTCTTGGACGCC CCACTGGACCTGATAGAAGAATGGCTCGACGAATTCCTAGAAGAGGTGUTATCTGCGATGET TGTGGUTGGA
TR366 TAGAGGCCGAAGGCCTCTTGGACGCC CCACTGGACCTGATAGAAGAATGGCTCGACGAATTCCTAGAAGAGGTGUTATCTGCGATGET TGTGGLTGGA
TR370 TTGAATCCGTTGGGCTGCTCGACGCTGACGACCGAAC - GATCCAGCAATGGTTGAGARACCATGEGGGAGGAAGCATTGTCACGGATGACAGTGGCCAGT
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TR370  GATGATGTGGTTGTAGCGACAAACAACAACGCCTTTCACACAAGCCTACGTTACATCACGGCAGCCTCAAAAGTTAGGAAGAATTTGAAANTARACGAAC
TR379D GATGATGTGGTTGTAGCGACAAACAACAACGCCTTTCACACAAGCCTACGTTACATCACGECAGCCTCAAAAGTTAGGARGAATTTGAAAATARACGAAC
TR380 GATGATGTGGTTGTAGCGACAAACAACAACGCCTTTCACACAAGCCTACGTTACATCACGGCAGCCTCAAAAGTTAGGAARGAATTTGAAAATARACGAAC
TR381 GATGATGTGGTTGTACCGACAAACAACAACGCCTTTCACACAAGCCTACGTTACATCACGGCAGCCTCAAAAATTAGGAAGAATTTGAARATAARCGAAC
TK698  GATGATGTGGTTGTAGCGACAAACAACAACGCCTTTCACACAAGCCTACGTTACATCACGGCAGCCTCAAAAGTTAGGAARGAATTTGAAAATARACGAAC
TR366 GATGATGTGGTTGTAGCGACAAACAACAACGCCTTTCACACAAGCCTACGTTACATCACGGCAGCCTCAAAAGTTAGGARGAATTTGAAAATARACGAAC
TR370 GATGACGTTGTCGTGGCAACTGACTCGGAGACTTTCCACACTTCTCTCCAATATCT TARCAGGAACAGTAAAGTACGCAAGGACATCGGACCACTGGAGC

610 620 €30 640 650 EE0 €70 680 €50 700
I

TR379 CGTCACCCCGCTACGAAAACTGGGAAGAAGTGGAGTTCTGCTCCCACCACTTCCACCCGCTAACCTTGTCAGATGGACGAATGCTAATCGCTCCCTGCCG
TR379D CGTCACCCCGCTACGAAAACTGGGAAGAAGTGGAGTTCTGCTCCCACCACTTCCACCCGCTARCCTTGTCAGATGGACGAATGCTAATCGCTCCCTGCCG
TR380 CGTCACCCCGUTACGAAARACTGGGARGAAGTGGAGT TCTGCTCCCACCACTTCCACCCGCTARCCTTGTCAGATGGACGAATGCTAATCGCTCCCTGCCG
TR381 CGTCACCCCGCTACGAARACTGGGAAGARAGTGGAGTTCTGCTCCCACCACTTCCACCCGCTARCCTTGTCAGATGGACGAATGCTAATCGCTCCCTGCCE
TR698 CGTCACCCCGCTACGARARACTGGGARGAAGTGGAGTTCTGCTCCCACCACTTCCACCCGCTARCCTTGTCAGATGGACGAATGCTAATCGCTCCCTGCCG
TR366 CGTCACCCCGCTACGAAAACTGGGAAGAAGTGGAGTTCTGCTCCCACCACTTCCACCCGCTAACCTTGTCAGATGGACGAATGCTAATCGCTCCCTGCCG
TR370 CTTCACGACGTAGCGACAATTGGGAGGAAGTTGAGT TCTGTTCACACCATTTCCATCAACTTTCCCTTCAAGACGGGCGGACATTGATTGTGCCTTGTCC
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TR379  TGACCARAACGARATAATCGGCCGATCGAGAATCCAAAAGGGGGGGATCGTGARCATGTCTGCGGCTGETTGTCTGGCARARGCCCATGCTCARATGTGE
TR379D TGACCAAAACGAAATAATCGGCCGATCGAGAATCCARAAAGGGGGGGATCGTGAACATGTCTGCGGCTGGTTGTCTGGCARARAGCCCATGCTCAAATGTGG
TR380 TGACCAAAACGAAATAATCGGCCGATCGAGAATCCAAAAGGGGGGGATCGTGARCATGTCTGCGGCTGETTGTCTGGCARARGCCCATGCTCARATGTGE
TR381 TGACCARAACGAAATAATCGGCCGATCGAGAATCCAAAAGGGGGGGATCGTGARCATGTCTGCGGCTGETTGTCTGGCARARGCCCATGCTCARATGTGE
TR698  TGACCARAACGAARTAATCGGCCGATCGAGAATCCAAAAGGGGGGGATCGTGARCATGTCTGCGGCTGETTGTCTGGCARARGCCCATGCTCARATGTGE
TR366 TGACCAAARCGAAATA
TR370 CGAGCAAAACGAAATTATCGGATGGTCGCGGCTACARAGGGCGGC

820 830 840 850 BEO 870
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TR379 GCICTGTACTTICTTCCATCGACGTGACCTCCGAGTAGGGTTTIGCGGCAATAACATCCATAGTCCCARAAGACATGGGET
TR3I79D GCTCTGTACTTCTTCCATCGACGTGACCTCCGAGTAGGGTTTGCGGCAATARCATCCATAGTCCC
TR3BO GCTCTGTACTTCTTCCATCGACGTGACCTCCGAGTAGG
TR3B1 GCTCTGTACTTCTTCCATCGACGTG
TEG98B GCTCTGTACTTCTTCCATCGACGTGAC
TR366
TR370
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TR379D: Ilgili havuzun DNA formuna ait dizi
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