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OZET

OCAL, M. Nedeni Bilinmeyen Ates ve Merkezi Sinir Sistemi
Enfeksiyonu Olgularinda Flavi ve Fleboviruslarin Arastirilmasi.
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Uzmanlik
Tezi. Ankara, 2015. Bati Nil virusu (BNV), kene-kaynakl ensefalit virusu
(KKEV) ve Toskana virus (TOSV), dnemli vektér kaynakl ategli hastalik ve
menenjit/ensefalit etkenleridir. Bu arastirmada, dnceki raporlara goére virus
aktivitesinin gosterildigi bir boélgedeki lglncli basamak saghk kurulusu ve
referans merkezinde, ilgili viruslarin etken olarak varligi ve 6nemi aragtirilmistir.
Toplam 94 hastadan alinan serum ve beyin omurilik sivisi (BOS) 6rnekleri
incelenmis, 6rneklerde viral nikleik asit 6zgll ve jenerik PCR ile, antikor yaniti
ise ticari indirekt immunofloresan testleri (IIFT) ile arastinimistir. Toplam 8
olguda (8.5%) BNV veya TOSV enfeksiyonlari saptanmis, 7 olguda (%?7.4) ise,
daha 6nce gerceklesmis BNV veya TOSV maruziyeti gdsterilmistir. Iki olguda
viral RNA tayini ile néroinvazif BNV enfeksiyonu tespit edilmis, PCR Urlinlerinin
dizi analizi sonucunda, enfeksiyon olusturan viruslar BNV “kdken 1 grup 1a”
olarak tanimlanmigtir. Toplam 12 olguda (%12.7) KKEV IgG ve/veya IgM
antikorlari saptanmig ancak ek olarak uygulanan plak rediiksiyon nétralizasyon
testi'de (PRNT) 6zglilliik dogrulanamamistir. Toplam 2 olguda dogrulanmis, 4
olguda ise muhtemel TOSV enfeksiyonlari saptanmistir (6.4%). TOSV RNA'sI
saptanan olguda dizi analizi sonucunda enfeksiyon olusturan virus “TOSV
genotip A” olarak tanimlanmigtir. Viral RNA saptanan olguda klinik izlem
sirasinda gegici pansitopeni ortaya ¢ikmig; bu durum TOSV enfeksiyonlarinda
ilk kez rapor edilmistir. Sonuc olarak bdlgemizde sliregelen BNV ve TOSV
aktivitesi dogrulanmus, ilgili etkenlerle enfeksiyonlarin diger bolgelerimizde de
izlendigine dair kanitlar elde edilmistir. TOSV ve BNV, nedeni bilinmeyen ategli

hastalik, menenjit ve ensefalit durumlarinda etken olarak degerlendirilmelidir.

Anahtar kelimeler: Bati Nil Virusu, BNV, kene-kaynakl ensefalit virusu, KKEV,

Toskana Virus, TOSV, menenijit, ensefalit



ABSTRACT

OCAL, M. Investigation of Flavi and Phleboviruses in Febrile Diseases
and Central Nervous System Infections of Unknown Etiology. West
Nile virus (WNV), tick-borne encephalitis virus (TBEV) and Toscana virus
(TOSV) are among frequently-observed vector-borne viruses causing febrile
disease and/or meningitis/encephalitis. The impact of these viruses were
investigated at a referral center in Ankara province, Central Anatolia in 2012,
where previous reports suggested virus circulation. Serum and/or
cerebrospinal fluid samples from 94 individuals were evaluated. Viral nucleic
acids in clinical samples were sought via specific and generic PCRs and
antibody responses in clinical samples were investigated via commercial
indirect immunofluorescence tests (IIFTs). In 8 (8.5%) patients, infections of
WNV or TOSV were identified, where previous exposure to these viruses have
been revealed in 7 (%7.4) individuals. In 2 patients, neuroinvasive WNV
infections were dignosed via viral nucleic acid detection, where the virus
strains were characterized as lineage 1 clade la via sequencing of the
amplicons. TBEV IgG and/or IgM antibodies were detected in 12 cases (12.7%)
but antibody specificity could not be confirmed via plaque reduction
neutralization test (PRNT). Confirmed and probable TOSV infections were
identified in 2 and 4 cases (6.4%), respectively. In one case with detectable
TOSV RNA, the infecting isolate was characterized as TOSV genotype A via
sequencing of amplicons. A transient pancytopenia was noted in this patient,
which is reported for the first time in TOSV infections. In conclusion, circulation
of BNV and TOSV was confirmed in our region, with further data indicating
virus activity in other regions as well. These viruses must be considered in

cases of fever, meningitis and encephalitis of unknown etiology.

Key words: West Nile Virus, WNV, Tick-borne encephalitis virus, TBEV,

Toscana Virus, TOSV, meningitis, encephalitis
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1. GIRIS

Sivrisinek, tatarcik ve kene gibi kan emen artropodlar araciligiyla duyarli
omurgall konaklar arasinda tasinan viruslar arboviruslar olarak adlandirilir (1).
Arboviruslar, endemik bdlgelerde yasayan yerli nlifus ve ziyaret edenlerde
atesli hastalik ve merkezi sinir sistemi enfeksiyonlarinin en édnemli etkenleri
arasinda yer almaktadir. Insan patojeni olan arboviruslarin biyiik kismi;
Arenaviridae, Bunyaviridae, Filoviridae, Flaviviridae ve Reoviridae ailelerinde
siniflandirlmaktadir. Vektorlerin goriildiigii Bati Asya, Avrupa ve Akdeniz
havzasinda, atesli hastalik ve merkezi sinir sistemi (MSS) tutulumu yapan
arboviruslar arasinda Bati Nil virusu (BNV), Toskana virus (TOSV) ve kene-

kaynakl ensefalit virusu (KKEV) énemli yer tutmaktadir (2, 3).

Bu viruslarin aktiviteleri tilkemizde saptanmis ve ilk olgular 2009-2010
yillarinda rapor edilmistir. Ancak olgularin ayrintili olarak incelendigi prospektif
klinik calismalar bulunmamaktadir (4). Bu calismada, Hacettepe Universitesi
Hastanesi'nde saptanan nedeni bilinmeyen ates ve merkezi sinir sistemi
enfeksiyonlarinda BNV, KKEV, TOSV ve diger fleboviruslar arastiriimistir.
Galismada ilgili viruslara ait IgM ve IgG sinifi antikorlarin saptanmasinda
standardize yontemler kullanilmig, BNV ve flebovirus RNA'lari ise "nested PCR"
yontemiyle arastirilmistir. Viral etiyoloji saptanan olgularin klinik ve laboratuvar
bulgulari degerlendirilmis, RNA saptanan olgularda ise filogenetik analizlerle
saptanan izolatlarin Tirkiye ve diger endemik bdlgelerde goriilen viruslarla

benzerlikleri incelenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Bati Nil Virusu
2.1.1 Tarihge

Bati Nil Virusu (BNV) ilk olarak 1937 yilinda Afrika kitasinda, ginimiiz
Uganda’sinda yer alan Bati Nil bdlgesinde atesli, hafif bir hastalik geciren bir
kadindan izole edilmistir (B 956 susu)(5). 1950l yillarin baslarinda Bati Nil
atesinin etiyolojik ajani olarak kabul edilmistir ve Kuzey Afrika ve Orta Asya'da

ategsli cocuklardan zaman zaman izole edilmistir (6).

Virus ilk tanimlamanin ardindan rezervuari olan gé¢men kuslarla
Avrupa’nin gliney bolgeleri, Asya ve Avustralya’ya yayillmistir (7). 1950'lere
kadar insanlarda ve atlarda sinir sistemi tutulumu olan vakalar bildirilmistir (8).
BNV 1950'lerde Akdeniz bdlgesinde epidemilere neden olmus ve virusun
epidemiyolojisi ve ekolojisi ilk olarak bu epidemilerde detayll olarak
tanimlanmistir (6). Tanimlanan ilk epidemi 1951 vyilinda, Israil'de Haifa
yakinlarindaki Maayan Zvi yerleskesinde ortaya cikmistir (9). Epidemi Temmuz
ayl sonundan Ekim ayina kadar strmis ve epidemi boyunca virusun neden
oldugu klinik bulgular detayh olarak tanimlanmig, ates, bas adrisi, kas agrisi,
istahsizlik, karin agrisi, ciltte dokiintiler ve kusma baslica semptomlar olarak
kaydedilmis, daha nadiren lenfadenopati, bogaz agrisi ve ishale neden oldugu
belirlenmistir. Misir'da 1951-1954 yillani arasinda gortlen epidemiler BNV'nin
ekoloji, epidemiyoloji ve klinik 6zelliklerinin daha iyi anlasilmasini saglamistir
(10). 1951 yihnda yukar Nil Deltasinda BNV’nin insan ve hayvanlarda
serosurveyansl, vektor izolasyonu ve tanimlanmasi, kuslar, atlar, artropodlar
ve insanlarda deneysel enfeksiyonlar ve ekolojik degerlendirmeleri iceren
kapsamli bir BNV arastirmasi baglatilmistir (10). Arastirmalar sonrasinda Nil
nehri boyunca BNV seroprevalansinin %60’lara ulastigi ve bdlgenin endemik
oldudu, virusun kiicik cocuklarda daha sik semptom verdigini ve siklikla
kendini sinirlayan, atesli hastaliga neden oldugu gorilmustir. Serosirveyans

calismalari sonucunda BNV'nin bir ¢ok kus ve memeli tird icin enfeksiydz



oldugu, atlarda semptomatik seyir goézlendigi ve siklikla fatal seyrettigi
gorilmis ve BNV nétralizan antikorlarin 6zelikle kuslarda yaygin oldugu

gosterilmigtir.

Noérolojik tutulum deneysel enfeksiyonlar sonucu nadiren gérulirken,
1957 yilinda Israil'deki bir epidemide huzurevinde yasayan yasl insanlarda
ciddi nérolojik tutulumu olan vakalar bildirilmistir (11). Ancak daha sonrasinda,
1962 yilinda Fransa ve 1974 yilinda Giliney Afrika’da goriilen epidemilerde
menenjit ve ensefalit vakalar bildirilmistir (12, 13). Zaman zaman Rusya,
Ispanya ve Hindistan’da benzer epidemiler bildirilse de 1980’lerin sonunda dek
buyutk epidemiler gorilmemistir (14). 1990'larin ortasina kadar BNV sporadik
vakalar ile iligkilendirilmis ancak Cezayir (1994), Romanya (1996), Tunus
(1997), Italya (1998) Rusya (1999)'dan nérolojik tutulumun 6ne ciktigi
epidemiler rapor edilmistir (14, 15).

1999 yilina kadar Eski Dinya ile sinirli kalan BNV Adustos 1999'ta
Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nin New York sehrinde baglayan ensefalit
salgininda izole edilmis ve virus Yeni Dinya ile tanismistir. Salginin éncesinde
ve salgin sirasinda kuglarda ytiksek fatalite oranlari ile seyreden salgin hastalik
dikkati cekmistir (16). Kuzey Amerika’da BNV'nin New York 1999 (NY99) susu
ilk defa Amerikan kargasindan izole edilmis ve hemen ardindan 1999 Agustos-
Kasim aylari arasinda toplanan diger kus tirlerinin karkaslarindan da izole
edildigi bildirilmistir. Es zamanh olarak BNV’ye 6zglil RNA, &limcil insan
olgularinin  otopsi  materyallerinden  toplanan  beyin  drneklerinden
tanimlanmigtir (17-20). 1999 yazi sonu itibariyle 59'u hospitalize edilmis 62

hasta akut BNV enfeksiyonu olarak raporlanmigtir (21).

BNV'nin Kuzey Amerika’ya nasil tagindigi halen bilinmemekle birlikte,
New York'taki salginda izole edilen BNV susunun kaynaginin Orta Dogu
oldugunu distindiren veriler bulunmaktadir (21). New York salginina neden

olan BNV susu, Eski Diinya suslari ile karsilastirildiginda, New York salgini ile



es zamanl olarak Israil'de gérillen salgindan izole edilen sus ile %99,7

oraninda homolog oldugu gorilmistir (19).

BNV'nin Kuzey Amerika'ya girmesiyle virus Ulke genelinde hizlica
yayllmistir. 2000 yazinda kuzeydogu eyaletlerinde 21 insan vakasi, sonraki yil
ise 10 farkl eyalette 66 vaka bildirilmistir (22). 2002 yazinda ise tlim Dlinya’'da
kaydedilmis en buyik BNV meningoensefaliti salgini ve bati yarimkiiredeki en
buyutk arboviral meningoensefalit salgini goriilmis, 284’0 mortal seyretmis
2354 meningoensefalit olgusu ve toplamda 4156 BNV enfeksiyonu bildirilmistir
(23). BNV Amerika kitasinda Kanada ve Giliney Amerika'ya yayllmis ve kita

glnidmuzde endemik hale gelmistir (24).
2.1.2 Siniflandirma

BNV, taksonomik olarak Flaviviridae ailesinin, Flavivirus cinsinde yer
almaktadir. BNV ayni zamanda Japon ensefaliti virusu (JEV), St. Louis ensefaliti
virusu (SLEV), Murray Vadisi ensefaliti virusu (MVEV) ve Kunjin virusu’nun

(KUNV) da icinde bulundugu JE serokompleksi icerisinde yer almaktadir (25).

BNV izolatlarinin, filogenetik analizler ile zarf (“envelope”, E)
proteinlerindeki aminoasit degisiklikleri ve delesyonlara gore iki genetik kdkene
(lineage) sahip oldugu belirlenmistir (26). Ancak daha sonralari, tiim veya
kismi genom dizileri gikarilarak yapilan filogenetik calismalara gére, BNV'nin 5
kdkeninin oldugu one sirllmistir (7). Bunlarin diinyadaki dagihmlari farklilik

gostermektedir.

Kéken I, Afrika, Orta Asya, Hindistan, Afrika, Avustralya ve Bati
yarimkiiredeki izolatlarin antijenik olarak farkli gruplarini icermektedir (27).
Kdken I'e ait BNV izolatlari ciddi insan hastaliklarina sebep olmaktadir (26).
Koken I grup 1a, diinyada goriilen BNV vakalarinin en ¢ok bulundugu gruptur.
Bu grupta Afrika, Avrupa, Orta Dodu, Rusya ve Amerika izolatlari yer alir.

Kdken I grup 1b ise, Avustralya’da izole edilmis BNV alt tipi olan Kunjin virusun



(KUNV) yer aldigi gruptur. Kéken I grup 1c'de ise, Hindistan izolatlar yer
almaktadir (28).

Koken II ise, Afrika'da sadece Sahra alti (Gliney) Afrika ve
Madagaskar’'dan izole edilen suglari igermektedir (27). Ancak Afrika disinda ilk
kez 2004 ve 2005 yillarinda Macaristan’da, atmacalardan koken II'ye ait BNV
izole edilmistir (29). Daha sonralari Avusturya, Yunanistan, Italya ve Rusya’dan
da koken II'ye ait BNV bildirimleri yapilmistir (30). Ayrica 2011 yilinda
yayinlanan bir calismada, 1968 vyilinda Kibris adasinda meydana gelen
salgindan izole edilen BNV izolatinin da bu kdkene ait oldugu tespit edilmistir
(28).

Baz istisnalar olsa da, genelde kdken I (grup Ia) insanlarda oldukga
patojenik suslari icermekte olup ciddi norolojik hastalia sebep olabilmektedir,
buna karsin kdken I (grup Ib) ve kdken II viruslan genelde orta siddette,
kendini sinirlandiran hastalia sebep olmaktadir (7). Kéken II suslari, koken I'e
gore daha az virulan o6zellikte oldugu kabul edilmektedir, ancak son yillarda
Glney Afrika suslarinin ciddi ensefalit olgular ile iligkili oldugu bildirilmistir.
Birinci koken suslarinin genellikle ciddi ve noroinvaziv hastalik ile iligkili oldugu
bildirilmekle birlikte, son calismalarda her iki kokende de yiksek ve dlguk
noroinvaziflik ile iliskili fenotiplerin oldugu gdsterilmistir. Son zamanlarda baska

genetik kokenlerin varligi bildirilmistir (27).

Her iki kokende virilan ve attenle suslari icermekte olup,
patojenitelerindeki farkliigin, virusun prM (premembran), E (envelope) veya
yapisal olmayan protenlerindeki 6zgtil bélgeleri kodlayan nikleotidler ile iligkili
olabilecegi belirtiimektedir (31). BNV NS3 helikazda tek bir aminoasit farklihdi,
suslarda artmis virllans ile iliskilendirilmistir. Bazi BNV suslarindaki patogenez
ve ndroinvaziflikteki farkliliklarin, zarf proteininin N-glikolizasyon paternindeki
varyasyona bagli olarak virion stabilitesindeki degisimden kaynaklandidi ileri
surtlmektedir (27).



Kdken III, IV ve V' e ait viruslar hakkinda bilinenler oldukca azdir (7).
Kdken III'de Avusturya’da sivrisineklerden izole edilen virus ve kdken IV'de ise
Rusya’da kene, sivrisinek ve kurbagalardan izole edilen BNV suslan yer
almaktadir (28).

2.1.3 Virion Yapisi, Genom ve Replikasyon

BNV, zarfli, ikozahedral nikleokapsidli yaklasik 45-50 nm biyikliginde
viriona sahip, pozitif polariteli, tek iplikli bir RNA virusudur. Virusun genomu
yaklasik 12.000 niikleotite sahiptir ve genomun 5" ve 3’ uglarinda protein
kodlamayan bdlgeler (“non-coding region”, NCR) bulunur; bunlarin
sinirlandirdidi genomdan virusa ait (¢ yapisal [kapsid proteini (C), membran
onclli protein (prM) ve zarf proteini (E)] ve yedi yapisal oimayan (NS1, NS2a,
NS2b, NS3, NS4a, NS4b ve NS5) protein kodlanir (Sekil 2.1). Genom, tek bir
poliprotein olarak transkripsiyona ugrar; viral ve hiicresel proteazlarin etkisiyle

islevsel viral proteinler olusur (32).

Yapisal proteinler Yapisal olmayan proteinler
AL A
5 e 3
I clpm| E |1 |2al2B] 3 |4alaB 5 I
Kapsid ‘[ Zarf NS3 serin .j . ¢ I
proteaz N‘:I:"rFl’n proteaz * RNA’ya bagiml
Membran B az RNA poli

kofaktoru | RNA helikaz polimeraz

RNA replikasyonu * Metil transferaz

Sekil 2.1: BNV'nin Genomik Yapisi ve Proteinleri (11)

BNV'nin yapisal proteinlerinden C, ana kapsid proteinidir ve genomik
RNA'ya baglanmaktadir. PreM, virusun bir araya gelisi sirasinda erken viral
fuzyonu engellemekte ayrica E proteininin olgunlasmasina katkida

bulunmaktadir. E proteini ise virusun hedef hiicreye tutunmasi, flizyonu ve



bir araya gelmesi agamalarinda gérev alir. E ve M proteinleri, virusa karsi B
ve T lenfosit yanitindan sorumludur. E proteini ise ayrica virusun serotip
0zgulligunu belirler, viral hemagliitinin 6zelligi tasir ve nétralizan antikorlarin
ana hedefidir (33, 34).

Virusun yapisal olmayan (“non-structural”) proteinlerinin ana goérevi ise
viral replikasyon, transkripsiyonun diizenlenmesi ve konagin antiviral yanitinin
moddilasyonudur. Yapisal olmayan proteinlerden NS1, viral replikaz icin ko-
faktdr aktivitesi gdstermesinin yani sira immiuin kagistan sorumlu tutulmaktadir
(7). NS2a, interferon yanitini baskilamakta, ayrica virusun bir araya gelisinde
ve saliniminda rol almaktadir. NS3, proteaz, NTPaz ve helikaz aktivitesine
sahiptir. NS2b de NS3'lin proteolitik aktivitesi igin kofaktdr gdrevi gérmektedir.
NS4a ve NS4b, hicre ici interferon sinyalizasyonunu modifiye etmektedir. NS5

ise RNA- bagimli RNA polimeraz ve replikaz olarak gorev yapmaktadir (35-39).
2.1.4 Yasam Dongiisii

Dogada BNV'nin kalisi, 300°den fazla konak kus tiirleri ile kuslardan kan
emen birgok sinek vektorleri vasitasi ile olmaktadir. Kuslar, virusun dogal olarak
cogaldigi konaklardir (26). Kirlangig, yaban kazlar gibi gogmen kuslar ve
ozellikle kargalar virusun en sik etkiledigi kuslardir. Virusun tim diinyada
yayllmasinda gocmen kuslarin dénemli rol oynadigi distindlmektedir. Ara
konakgllar ise Culex cinsi basta olmak Uzere sivrisineklerdir. Virus farkli ekolojik
ve davranis Ozellikleri gosteren 60 civarinda sivrisinek tiriinde gdsterilmis
olmasina karsin bunlarin tamaminin bulasmada 6nemli rol oynadigi kesin
degildir (40, 41). Insanlar, atlar ve diger memelilerde enfeksiyon sirasinda
uzun sireli ve yiiksek miktarda viremi olmadigindan bu canlilar tesadiifi ve
tasinma dongusiini devam ettiremedikleri igin son konak olarak kabul
edilmektedirler (Sekil 2.2).

Ihman iklime sahip bélgelerde sivrisinekler ilkbahar aylarinda yumurta,
larva ve pupa evrelerini tamamlayarak erigkin hale gelmektedirler. Yaz aylari

boyunca, enfekte kuslar ve sivrisinekler arasinda tekrarlayan déngl sayesinde



dolasim halindeki virus miktari artmaktadir. Bu nedenle insan enfeksiyonlari
yaz sonu ve sonbaharda tepe dlizeyine ulasmaktadir. Sicak bdlgelerde ise tim

yil boyunca bulas s6z konusu olabilmektedir (42).

Vektor: Sinek

Rastlantisal veya Son Konaklar:

Konak: Kus At ve Insan

Sekil 2.2: BNV'nin Dogadaki Yagam Donglisu
2.1.5 Patogenez, Klinik Bulgular ve Tani

BNV'nin in-vitro kosullarda hiicre ylizeyinde baglandi§i molekiiller
arasinda ytizey lektinlerinden DC-SIGN, DC-SIGNR ve integrin a\f3 belirtilmis
olmakla birlikte patogenezde 6nemli hiicrelere giriste kullanilan reseptér heniiz
kesin olarak gosterilememistir (38). Virus, hilicre reseptoriine tutunmanin
ardindan reseptore bagimli endositoz mekanizmasini kullanarak, klatrin kapli
cukurcuklar ile hiicre igerisine alinmaktadir. E proteinindeki pH’ya bagl
konformasyonel degisikligin ardindan virus zarfi ile endozomal membranin
fuzyonu gerceklesmekte ve nikleokapsid sitoplazmaya gegmektedir (43).
Endoplazmik retikulumla iligkili membran sisteminde virus, replikaz enzimini
kullanarak genoma komplementer negatif polariteli RNA sentezler ve bu
molekull kalip olarak kullanarak yeni pozitif polariteli viral RNA'larin olusmasini

saglamaktadir. Sentezlenen RNA’lar ya yeni viral proteinlerin sentezini



sirdirmekte ya da kapsid icine paketlenmektedir. Virusun olgunlagmasi
endoplazmik retikulumda olmaktadir. Endoplazmik retikulumda tomurcuklanan
olgunlasmamis partikiiller prM proteini icermektedirler. Trans-golgi aginda
transport esnasinda prM proteininin parcalanmasiyla olgun M proteini igeren

enfektif virion olusmakta ve ekzositozla hicreyi terk etmektedir (44).

BNV, enfekte ettigi hicrelerde sitolitik etki gostermekte, ayrica
apopitozisi indiiklemektedir (45). Genig bir hticre tropizmine sahip olan BNV'nin
cesitli omurgall tlrlerinde ve kuslarda enfeksiyon olusturabilmesi, bircok farkl
ya da tirler arasinda korunmus molekdilleri reseptér olarak kullanabildigini
gostermektedir (38). Virusun konada inokilasyonu sonucu ilk replikasyon deri
Langerhans hiicrelerinde gerceklesmektedir (46). Langerhans hicrelerinin
gocli ve bolgesel lenf nodlarina ulasmasinin  ardindan viremi ortaya
cikmaktadir. Viremi sirasinda dalak ve bdbrek gibi periferal organlarin
enfeksiyonu gortlmektedir. Daha sonra BNV, immin yanitin etkisiyle serum ve
diger organlardan temizlenmekte, ancak hayvanlarin bir bélimiinde merkezi
sinir sistemi enfeksiyonu ortaya ¢cikmaktadir. Virusun kan-beyin bariyerini agma
mekanizmalari tam olarak agiklanmamis olmasina karsin, endotel hiicrelerinde
cesitli sitokinlere bagh gegirgenlik artisi sorumlu tutulmaktadir (47). Merkezi
sinir sisteminde BNV, beyin, beyin sapi ve medulla spinalis'te bulunun néronlari
enfekte etmekte ve en belirgin olarak medulla spinalis 6n boynuz hiicrelerinde

ve beyin sapinda hasar gortlmektedir.

BNV enfeksiyonlarinda, maruziyet sonrasi inkiibasyon stresi 2-15 giin
arasinda degismekle birlikte genel olarak 2-6 glindiir (48). BNV enfeksiyonu
cogu olguda klinik olarak asemptomatik seyretmektedir. Buna karsin enfekte
her 5 kisiden 1‘'inde semptomlar gdériilmektedir. Semptomatik seyreden
kisilerde tipik olarak 3-6 glinde sonlanan grip benzeri semptomlar, ani ates
ylikselmesi, bas agrisi, miyalji, halsizlik, istahsizlik, mide bulantisi ve kusma
oldugu bildirilmektedir. Bazi durumlarda makulopapliler veya roseolar dokiintii
gozlenebilmekte; nadiren myokardit, pankreatit ve fulminan hepatit

gelisebilmektedir (31, 49). BNV ile enfekte olan kisilerin %1’den azinda
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menenjit, ensefalit veya meningoensefalit gibi merkezi sinir sistemi (MSS)
enfeksiyonlari goriilebilmektedir (50). ileri yas nérolojik tutulum acisindan en
onemli risk faktorid olmakla beraber; 50 yas lizeri kisilerde MSS enfeksiyonu
gelisim riski 10 kat, 80 yas Uzeri kisilerde ise 43 kat daha yuksektir (51).
Meningoensefalit MSS tutulumu olan hastalarda en sik gorilen klinik tablodur
ancak izole menenjit veya ensefalit de gorilebilmektedir. MSS tutulumu olan
hastalarda degisik derecelerde ensefalopati ile birlikte ense sertligi
goriilmektedir. BNV’e bagli akut flask paralizi sik olarak goriilmekte; nispeten
geng hastalarda, duysal tutulumun olmadigi, asimetrik paralizi oldugu
bildirilmektedir. Ekstrapiramidal belirtiler, ataksi, miyelit, optik nérit daha az
siklikta gorilen norolojik bulgulardir (52). Gliniimizde BNV enfeksiyonlarinin
0zgul bir tedavisi olmayip, semptomatik ve destekleyici tedavi uygulanmaktadir
(50).

BNV enfeksiyonlarinin mikrobiyolojik tanisinda virusun izolasyonu, viral
antijenler ya da nukleik asidin saptanmasi ve virusa karsi olusan 6zgil immun
yanitin gosterilmesi yaklagimlari uygulanmaktadir. Virusun izolasyonu, hiicre
kiltlirlerinde Uretilebilen diger viruslarda oldugu gibi BNV icin de altin standart
yontemdir. Ancak ylksek viremi izlenen vektorler ve kuslar disinda izolasyon
calismalari genellikle olumlu sonu¢ vermemektedir ve gilinimizde yerini
beyin/BOSta 6zgul nikleik asit saptanmasina birakmistir (40, 53-55). Viral
RNA'nin RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction; ters
transkripsiyonlu polimeraz zincir tepkimesi) yontemiyle saptanmasi tani ve
tarama amacl uygulamalarda sik olarak yararlanilan bir yaklagimdir (54). Viral
genomun farkli  bdlgelerini  hedef alan primer/prob setleri, ayrica
standart/”"nested” RT-PCR ve standart/gercek zamanh RT-PCR yaklagimlari
kullanilmaktadir. Viral RNA'nin saptanmasi genel olarak analitik duyarlligi ok
yuksek olan bir ydntemdir. Ayrica kantitatif sonug elde edilmesi de mimkundur
(54, 56, 57). BNV'ye bagli enfeksiyonlarin tanisinda serolojik testlerle 6zgdl
antikorlarin varhginin tespiti yaklasimi da siklikla uygulanmaktadir ve intratekal

0zgul antikorlarin gésterilmesi MSS enfeksiyonlari lehine gicli bir kanittir (53).
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BNV antikorlarinin saptanmasi icin enzim temelli immunolojik ydntemler
(ELISA), indirekt immunofloresan testi (IIFT) gibi yontemler kullaniimakta; bu
ve benzeri yontemlerde diger flaviviruslarla ortaya cikan capraz reaksiyonlarin
ekarte edilerek antikor 0zgllliginin dogrulanmasi amaciyla da plak

redlksiyon nétralizasyon testi (PRNT) gibi yontemler uygulanmaktadir (58).
2.1.6 Epidemiyoloji, Korunma ve Kontrol

Bati Nil enfeksiyonu, vektor araciligi ile bulasan virus enfeksiyonlari
arasinda diinyada en yaygin gorilen arboviral enfeksiyondur. Cografi olarak
dagihminin bu kadar genislemesine, iklim degisikliklerinin yani sira insan
aktivitelerinin de katkisi bulundugu distinilmektedir. Artan tagimacilik (insan,
hayvan, bitki vs.), vektdr kontrol programlari, sehirlesme projeleri ve askeri

aktiviteler etkisi oldugu diistinilen diger faktdrlerdendir (59).

Bati Nil virusunun, kuslara bulasmasi gogunlukla enfekte sivrisinegin kan
emmesi sirasinda gergeklesir. Ek olarak kuslar arasinda oral ve fekal-oral
bulaglar oldugu da gdsterilmistir (60). Ozellikle gé¢men kuslar araciligi ile
dagihmi genisleyen virus, gogmen olmayan kuslarla da bulundugu bdlgede
devamliligini siirdiirmektedir. Virusun insan ve atlara bulasinda da en etkin yol
enfekte sivrisinegin kan emmesidir. Bunun yani sira kan ve kan Urinlerinin
transflizyonu, organ transplantasyonu, transplasental yol ve anne siiti ile de

bulasin meydana geldigi gosterilmistir (61).

BNV insidansi, Kuzey Amerika, Avrupa ve Akdeniz havzasinda ihman
iklime sahip bdlgelerde mevsimsel 6zellik gdstermekte ve en ylksek virus
aktivitesi temmuz-ekim aylar arasinda izlenmektedir (2, 15). Amerika Birlesik
Devletleri'nde virusun glineye yayilimiyla birlikte insan olgularinin saptandigi
sure geniglemis ve nisan-aralik aylarini da igine almaya baglamistir (15). Gliney
Afrika’da ise bulasma, vyilin ilk ilkbahar ve vyaz yagmurlar ile artis

gostermektedir (62).
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Eski diinyada BNV'ye bagl enfeksiyonlar 50 yili askin bir stredir
saptanmakta ve vektdr sivrisinekler, at, insan ve diger cesitli konaklardan
Afrika, Avrupa, Akdeniz ve Ortadogu, Asya’nin cesitli diger bolgeleri ve
Avustralya’dan (Kunjin virus) rapor edilmektedir. ilk zamanlarda disiik
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 yilinda Gliney Afrika’da saptanmistir. Takip
eden yillarda Akdeniz havzasinda saptanan belli basgli BNV epidemileri Cezayir,
Fas, Tunus, Romanya, Cek Cumhuriyeti, Israil, Rusya ve Fransa’dan rapor
edilmistir (11, 15, 40, 63, 64). Son olarak daha 6nceden diger konaklarda
duyarl virusun varligi tanimlanmis olan italya ve Macaristan’da insan BNV
olgulari saptanmis; 2010 yili temmuz-agustos aylarinda ise Yunanistan'dan ilk
kez BNV'nin etken oldugu bir salgin bildirimi yapilmistir (65-68) (Tablo 2.1).
1999 yilindan énce bati yarikiirede rastlanmayan BNV, 1999°da énce New York
sehrinde saptanmig, daha sonra hizla Amerika Birlesik Devletleri’nde yayilarak

kuzeyde Kanada ve Gliney Amerika'ya ulagsmistir (19, 64, 69).

BNV enfeksiyonlarinda 06zgll bir antiviral tedavi bulunmamakta,
semptomlarin siddetine gore destekleyici tedavi yaklagimlari uygulanmaktadir.
In vitro caligmalarda ribavirin, alfa-interferon ve pirazidin nikleotidlerinin
antiviral aktivitesi saptanmis olmasina karsin, bu bilesiklerin klinik kullanimina
iliskin calisma bulunmamaktadir. Tedavi ve proflaksi amaciyla hiperimmin
serum uygulamasinin etkinligi ile ilgili veriler geliskili, kontrollii klinik calismalar
yetersizdir. Insanlarda kullanim ruhsati almis bir asi bulunmamaktadir.
Enfeksiyonun Onlenmesinde en ©6nemli nokta, duyarl Kkisilerle enfekte
sivrisineklerin temasinin, kisisel korunma onlemleri ve vektdr kontrol

programlari ile 6nlenmesidir (31, 40).



13

Tablo 2.1: Avrupa Birli§i ve Bazi Komsu Ulkelerde 1990-2010 Yillari Arasi
Saptanan BNV Aktivitesi (*: Sivrisineklerde BNV saptanmasi) (65-68)

ke ¥l Tarler/Klinik Semptomlar
insan At Kus
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
g 1998 yok var yok
Italya*®
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

2.1.7 Tiirkiye'deki Durum

Tirkiye, BNV icin endemik kabul edilecek bir cografyada bulunmaktadir.
Bati Nil virusunun Turkiye'deki varhigina iliskin ilk veriler Ari ve Mego'nun
hemagliitinasyon inhibisyon (HI) yontemiyle yaptigi calismalara ait olup; Bati
Anadolu’da insanlarda %6, koyunlarda %1.5, Gilineydogu Anadolu’da
insanlarda %38-47.8 arasinda dedisen oranlarda antikor prevalansi
saptanmistir (70). BNV'nin varhidini kanitlayan ilk calisma ise 1971 yilinda,
Ankara ve Hatay illerinde yapilmis, koyunlarda sirasiyla %20 ve %0.9 oraninda

BNV'ye karsi notralizan antikor varhidi bildirilmistir (71). 1980 yilinda Ege
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bélgesinde yapilan bir calismada 1074 Kkisinin %29.1'inde BNV antikorlari
saptanmis, pozitif sonuclarin %74'lik boélimi de nétralizasyon testi ile
dogrulanmistir (72). Hatay, Adana, Antalya, Mugla, izmir, Sanlurfa, Bursa ve
Ankara'yl kapsayan bir calismada, buylikbas hayvanlarda %4, kdpeklerde
%37.7, atlarda %13.5, katirlarda %2.5, insanlarda %20.4 ve koyunlarda 1%
oranlarinda BNV nétralizan antikorlari gésterilmis, incelenen buitlin bélgelerde
BNV maruziyeti saptanmistir (73). Glineydogu Anadolu’da Sanliurfa ve Siverek
bolgelerinde, 2007 yilinda yapilan bir arastirma, saglikli kisilerde %9.4
oraninda BNV nétralizan antikor varligi gosterilmistir (74). Ic Anadolu
bélgesinde kan dondrlerinde yapilan bir taramada seroprevalans %0.56 olarak
bulunmus; Ankara, Konya, Yozgat ve Sivasta yasayan Kisilerde virusa
maruziyet dogrulanmistir (75). Hastanemiz kaynakli, 2011 yilina ait diger bir
calismada ise saglikli kan dondérlerinde %0.8 oraninda nétralizan antikor varligi
bildirilmistir (76). Bu sonuclara karsin tlkemizde iyi tanimlanmig BNV olgularina
2009 yilina kadar rastlanmamig; 2009 yilinda rapor edilen olgular ve 2010
yilinda Ege bélgesinde izlenen BNV salgini, semptomatik ve néroinvazif BNV
enfeksiyonlarinin varligini ortaya koymustur (77-80). Ayrica 2009-2014 vyillar
arasinda, aralarinda hastanemiz kaynakli olgularin da oldugu; MSS tutulumu
ve/veya atesli hastalik seklinde izlenen cesitli sporadik BNV enfeksiyonu

bildirimleri yapiimistir (81, 82).
2.2 Kene Kaynakh Ensefalit Virusu
2.2.1 Tarihge

Kene kaynakli ensefalit (KKE), kene kaynakli ensefalit virusu (KKEV)
tarafindan olusturulan, 6zellikle Asya ve Kuzey Avrupa Ulkelerinde gdrtlen ciddi
norolojik enfeksiyonlar arasinda yer alan bir hastaliktir (83). iskandinav kilise
kayitlarina gére (“Aland Islands”, Finlandiya) KKE’ye dair ilk bilgiler 18. yiizyila
dayanmasina ragmen, klinik olarak ilk kez Schneider tarafindan 1931 yilinda,
Rusya’da benzer ensefalit vakalarinin mevsimsel iliskilerinin fark edilmesiyle

tanimlanmistir (84, 85). Rusya Saglik Bakanhgi, 1937-1939 yillari arasinda,
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“taiga ensefaliti” olarak adlandirnimis hastaligin etiyolojisini aydinlatmak
amaciyla Uzak Dodu Rusya'ya Uc kesif gezisi diizenlemis ve bu arastirmalar
sirasinda Lev Zilber hastaligin etkeninin bir virus oldugunu, insanlara Ixodes
persulcatus tiiri keneler ile bulastigini bildirmistir (86). KKEV'nin ilk izolasyonu
ise 1939 wyilinda, mortal seyreden bir hastanin beyin dokusundan
gerceklestirilmistir (87). 1940 yilinda, virusun izolasyonunu takiben ilk asi
denemeleri yapiimistir (85).

Rusya’nin bati kisminda ise KKEV arastirmalari 2. Dlinya Savasi sirasinda
1942-1943 yillarinda Volkhov Cephesi askerlerinde gorilen KKE salgini ile
baslamis, virusun Sibirya alt tipi izole edilmis ve Ixodes ricinus tirl kenelerin
virusun tasinmasinda rol aldigi gosterilmistir (88). Virusun keneler ve memeliler
arasindaki yasam dongusu ise 1947 yiinda Pavlovsky ve ark. tarafindan

tanimlanmigtir (89).

Orta Avrupa’da insanlardan ilk KKEV izolasyonu, 2. Diinya Savasi'nin
ardindan 1948 yilinda eski adiyla Cekoslovakya'dan bildirilmis, Zricinus tiri
kenelerden de virusun izolasyonu gergeklestirilmistir (90, 91).
Cekoslovakya’dan KKE bildirimlerini takip eden yillarda Macaristan (92),
Polonya (93), Bulgaristan (94), Yugoslavya (95), Avusturya (96), Romanya
(97), Almanya (98), Finlandiya (99) ve Isvec'ten (100) virus izolasyonlari
bildirilmis, es zamanl olarak Kuzey Cin ve Japonya’dan da KKEV'nin varligina

dair raporlar yayinlanmistir (101).

1951-1952 yillarinda Slovakya’nin Roznava bolgesinde enfekte kegi siitii
kaynakli sira disi bir KKEV salgini goriilmis ve en az 660 kisinin enfekte oldugu
bildirilmistir (102, 103). Rusya’dan Petersburg ve Moskova ile Avusturya’nin
Styrian bdlgelerinden de sut kaynakli KKEV salginlari bildirilmistir (104, 105).
1999 yilinda, Cek Cumhuriyeti'nde besin kaynakli KKEV salgini gériimus, 22
kisinin yedikleri koyun peyniri nedeniyle KKEV ile enfekte oldugu (106), 2007
yilinda Macaristan’daki salginda ise pastorize edilmemis ¢ig keci sitiiniin
salgina neden oldugu bildirilmistir (107).
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KKE tarih boyunca Asya’da “Rusya ilkbahar-yaz ensefaliti (RSSE)” ve
“Uzak Dodgu ensefaliti (FEE)” olarak adlandirilirken; Avrupa’da KKE "“Orta
Avrupa ensefaliti”, “Difazik st atesi” veya “Kumlinge hastaligi” olarak
adlandinimistir (83, 108). KKE insidansi yillar icerisinde degismekle beraber
1980°lerin ortasina kadar giderek artmig, yine ayni yillarda Avusturya’da
baslatilan sistematik asilama politikalari  sayesinde anlamli  dlsis

saglanabilmistir (109).
2.2.2 Siniflandirma

KKEV Flaviviridae ailesi, Flavivirus cinsi igerisinde yer almaktadir.
Genetik ve antijenik olarak benzerlik gosterdigi “Omsk hemorrhagic fever
virus” (OHFV), “Langat virus” (LGTV), “Alkhurma hemorrhagic fever virus”
(AHFV), “Kyasanur Forest disease virus” (KFDV), “Powassan virus” (POWV),
“Royal Farm virus” (RFV), "Karshi virus” (KSIV), “Gadgets Gully virus” (GGYV)
ve “Louping ill virus” (LIV) ile birlikte KKEV serokompleksi olarak da adlandirilan
“kene kaynakli memeli viruslari” alt grubunda yer almaktadir (110)(Sekil 2.3).
—a)
—1‘_::::: Kene kaynakl

OHFV memeli
flaviruslan grubu

LGTV

KSIV

KADV )

— SREV =
MEAV Kene kaynakh

I—E deniz kusu
TYUV

flaviviruslan grubu
CFAV _J

Sekil 2.3: Kene Kaynakl Flaviviruslarin Filogenetik Analizi (111)

KKEV'nin cografi dagim farklliklarina gore Uzak Dogu, Sibirya ve
Avrupa olmak uzere 3 alt tipi bulunmaktadir (112). KKEV'nin farkl alt tipleri ile
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olusan enfeksiyonlarda klinik seyir farkh olup, Avrupa alt tipi iki fazl seyreden
daha ihmh bir klinik tabloya yol acarken, Uzak Dogu alt tipi ile olusan
enfeksiyonlar daha mortal seyretmektedir (108, 113). KKEV'nin diginda LIV,
LGTV ve POWV de insan ve hayvanlarda ensefalite neden olmakta ancak nadir

gorulmekte ve salgina yol agmamaktadirlar (112).
2.2.3 Virion Yapisi, Genom ve Replikasyon

KKEV, zarfl, kiiresel yapili, 40-60 nm biyukligiinde viriona sahip; tek
iplikli, pozitif polariteli RNA igeren bir virustur. Viral zarf, E (“envelope”) ve M
("membrane”) olmak Uzere iki glikoprotein igeren lipid yapidan olusmaktadir
(114). Viral genom yaklasik 11.000 nikleotit uzunlugundadir ve diger
flaviviruslarda oldugu gibi 3" ve 5 uglarinda “NCR"” bulunmaktadir. Protein
kodlamayan 3’ ve 5 uclari genomun amplifikasyonu, translasyonu ve
paketlenmesinde rol almaktadir (115). Genomik RNA 3414 aminoasitlik tek bir
poliprotein sentezleyen agik okuma alanina sahiptir ve bu poliproteinden post-
translasyonel modifikasyonla ti¢ yapisal [kapsid (C), membran éncill (prM) ve
zarf (E)] ve yedi yapisal olmayan (NS1, NS2A-NS2B, NS3, NS4A-NS4B-NS5)
protein olugsmaktadir (116). Yapisal proteinlerden C proteini viral niikleik aside
baglanarak niikleokapsidi olusturmaktadir ve 20 aminoasitlik olgunlasmamis
bir polipeptid olan CTHD (“C-terminal hydrophobic domain”) tasimaktadir.
CTHD'nin serin proteazlar ile kisa CTHD proteinine donustirilmesinin, virionun
olgunlasmasinda 6nemli oldugu dislinilmektedir (117). prM proteini zarf
proteinlerinden M proteininin dncult olarak rol almaktadir. E proteini ise
virusun major antijenik determinanti ve virllans faktoridir. Ayrica hicre

reseptor ligandi ve flizyon proteini olarak gérev almaktadir (118).

Yapisal olmayan proteinlerden NS1 komplemani baglamaktadir. NS2B
ve NS3 viral serin proteazlardir. NS5 RNA bagimli RNA-polimeraz iken NS2A,
NS4A ve NS4B replikasyon kompleksinde gérev almaktadir (117, 118). NS5
proteininin ayrica STAT1 fosforilasyon inhibisyonu yaptigi ve interferon
antagonisti oldugu gosterilmistir (119).
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2.2.4 Yasam Dongiisti

KKEV'nin vektorleri, 6zellikle Ixodes cinsine ait sert kenelerdir. Virusun
ana konak ve rezervuarlar kictik kemirgenler olup insanlar tesadufi konaktir.
Inek, koyun, domuz gibi bazi memeli hayvanlar tesadiifi konak olabildikleri gibi
virusun aktarilmasinda da rol oynayabilmektedir (120). Omurgali konaklarin,
saptanabilir diizeyde viremi gelistirmedidi durumlarda dahi virusun aktariminda
rol oynadiklari gosterilmistir (121). KKEV, 14 kene tirini enfekte edebilse de
baslica iki tlr bulasta 6énemli yer tutmaktadir. KKEV Avrupa alt tipine L ricinus
tlrl keneler, Uzak Dogu ve Sibirya alt tipine ise I persulcatus tiri keneler

temel vektor gorevi yapmaktadir (122).

KKEV'nin vektori olan keneler 11°C ve Uzeri sicaklik ile %70-80 rolatif
nem oraninda biyolojik olarak aktif hale gelmektedir (123). Asya ve Avrupa’nin
ormanlik boélgelerindeki yogun bitki 6értlistiniin olusturdugu ylksek nem orani
ve sicaklik keneler icin ideal habitat saglamaktadir (112). KKEV'nin mevsimsel
paterninin altinda yatan nedenin virusun vektora olan kenelerin dzellikle nisan-
mayis aylarinda populasyonlarindaki pik ile rezervuarlarda es zamanda
beslenmedeki artisa (“coincident feeding”) bagl oldugu distnilmektedir
(124). Es zamanl beslenme, duyarl rezervuarda enfekte ve enfekte olmayan
vektdriin ayni anda ve ayni bdlgede beslenmesidir. Virus vektdriin orta
bagirsak hiicrelerine girisini takiben replike olmaya baslamakta ve
hemolenfatik sistem araciligi ile kenenin tiikriik bezlerine gé¢ etmektedir (125).
Keneler larva, nimfa ve erigkin olmak Uzere 3 evrede de enfekte olabilmekte
ancak sayica eriskinlerden daha fazla olmasi nedeniyle nimf evresindeki
kenelerin virusun yayiliminda daha énemli yer tuttugu distinilmektedir (126).
Enfekte olan keneler yagsam dongiileri boyunca enfekte kalmakta; transovaryal,
ciftltesme sonrasi ve transtadiyal (evreden evreye nakil) aktarim
gorilebilmektedir (127).

Duyarli rezervuara bulas, enfekte vektériin  beslenmesinin

basglangicindan itibaren meydana gelmektedir. Bir kez bulas gergeklestikten
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sonra rezervuarda viremi birkag gin sirmekte ancak persistan enfeksiyon
aylarca slirebilmektedir. Bu slirede virus rezervuarin beyin ve i¢ organlarinda
saptanabilmektedir. Bu sayade virus endemik bdlgelerde kis aylari boyunca

dolagimina devam edebilmektedir (128).
2.2.5 Patogenez, Klinik Bulgular ve Tani

KKEV, insanlara codunlukla kene isirmasi ile bulasmaktadir (108).
Enfekte ¢ig siit ve pastorize edilmemis peynir ile KKEV enfeksiyonu
gelisebilmektedir ancak ensefalit vakasi bildirilmemistir (129). KKEV
enfeksiyonlari asemptomatik ya da grip benzeri ategli hastalik seklinde hafif
semptomatik olabildigi gibi, enfekte kisilerin yaklasik (icte birinde merkezi sinir
sistemi enfeksiyonlarina neden olmaktadir (130). Merkezi sinir sistemi
enfeksiyonlari hafif menenjit bulgularindan agir ensefalite kadar degisebilen
sekilde ortaya cikabilir ve olgularda kalici ndrolojik sekel birakabilmektedir.
Virusa maruziyet sonrasi inkiibasyon siresi 2-28 giin arasinda degismekle
birlikte ortalama 7 glindir (131). Semptomatik vakalarda hastalik %74-87
oraninda bifazik seyir géstermektedir (132). Birinci faz viremi fazidir ve yaklagik
2-10 glin stirmektedir. Ani baslangigli ates, halsizlik, bas ve kas agrilar, bulanti
gibi grip benzeri semptomlar gdérulmektedir (131, 133). %13-26 vakada
hastalik viremi fazinin ardindan iyilesmekte ve ikinci faz gdrilmemektedir.
Enfekte hastalarin %20-30’unda viremi fazini 1-33 glinlliik semptomsuz dénem
izlemekte, atesin yeniden ylikselmesi ile baslayan ikinci fazda nérolojik
semptomlar ortaya gikmaktadir (134). Konsantrasyon ve hafiza kaybi gibi
biligsel bozukluklarin yani sira meningeal irritasyon bulgulari, ataksi, tremor,
konfilizyon, kraniyal ve solunum kas paralizileri gibi ciddi nérolojik tutulumlar
gorilebilmektedir. Hastalarin énemli bir kisminda gesitli sekeller kalmakta;
birinci yilin sonunda %40 hastada bilissel ve noropsikiyatrik semptomlar, % 2-
6 hastada kalici paraliziler goérilmektedir (135). Tam iyilesme aylarca
surebilmektedir (136).
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KKE'nin klinigi karakteristik degildir ve taniya yardimci herhangi bir
Ozellik géstermez. Tani anamnez ve laboratuvar bulgulari ile konulmaktadir.
Anamnezde hastanin KKE icin riskli bir bdlgede bulunmus olmasi gibi
epidemiyolojik bilgilerin dnemi blyktlr. Kene 1sirmasin hikayesi olabilir ancak
kural degildir. Hastaligin viremi doneminde viral niikleik asit, ters transkriptaz-
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ya da diger niikleik asit testleri ile
saptanabilir. Viral RNA'nin PCR ile saptanmasina yonelik bir kalite kontrol
calismalarinda en tutarli sonuclar 3" NCR bdélgesinden tasarlanmis prob ve
primerlerin  kullanildigi  bir gercek-zamanli PCR ydntemini uygulayan
laboratuvarlardan bildirilmis, ntkleik asit ekstraksiyonunda ticari kitlerin
kullanilmasinin da daha basarili oldugu goézlenmistir. Ayrica, NS1 bdlgesini
hedef alan prob ve primerlerin kullanildidi bir gergek-zamanli PCR ile de virusun
her (g alt tipinin benzer bir duyarlilikla saptanabildigi bildirilmistir (137-139).
Ancak hastalar cogunlukla ikinci fazda basvurmaktadirlar ve bu ylizden nikleik
asit saptanmasina dayall tani testlerinin pratikte degeri disiktir (137). Bu
nedenle KKE tanisi 6zgll IgM ve IgG antikorlarinin serolojik testlerle tespitine
dayanmaktadir. Serolojik testler arasinda, ELISA ve IIFT kullanilabilmektedir
(138). Birinci fazin sonunda antikorlar pozitiflesmeye baslayarak hizla
ylikselmekte ve hastaligin ikinci fazda cogunlukla pozitif bulunmaktadir (137).
Intratekal antikor yapimi serumda antikorlarin pozitiflesmesinden 1-2 giin
sonra baslamaktadir. BOSta norolojik semptomlarin ortaya ciktigi sirada
vakalarin sadece %50'sinde 6zgul antikorlar pozitif iken 10 giin sonra vakalarin
hemen hepsinde pozitif bulunmaktadir. IgM sinifi antikorlar 2-6 ay boyunca
pozitif kalabilmektedir. Diger flaviviruslarla capraz reaksiyonlar nedeniyle
yalanc  pozitiflikler ~— elde  edilebildiginden  antikor  6zgllliginin
dogrulanmasinda PRNT yoéntemi kullanilmasi gerekmektedir (137). Virus
embriyonlu yumurta, yeni dogmus fare ve domuz bobrek hiicre kiiltirleri gibi
cesitli hiicre hatlarinda Uretilebilmektedir. Ancak vireminin, hastaligin ilk faz ile
sinirll olmasindan dolayi virus kultlrintn rutin tanida yeri yoktur. Virus hiicre
kaltard, ‘rapid fluorescent focus inhibition test’” (RFFIT) gibi nétralizasyon
testleri icin kullanilabilmektedir (108, 137).
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2.2.6 Epidemiyoloji, Korunma ve Kontrol

KKE, Avrupa ve Asya’da goérilen en ciddi merkezi sinir sistemi
enfeksiyonlardandir ve Orta Avrupa-Iskandinav Yarimadasi'ndan Uzak Dogu
Asya'ya kadar genis bir alanda, daha ¢ok ormanlik bélgelerde endemik olarak
gorulmektedir (83, 126) (Sekil 2.4).

KKE - Kene Kaynakli Ensefalit

( Orta Avrupa ensefalti ; Rusya Ikbahar-Yaz Ensefalti )
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Sekil 2.4: KKE'nin Cografik Dagilimi
(http://www.traveldoctor.info/files/disease/10__ImageFile_ KrxuNAAeGEcvw
VLPnxksU.gif ‘ten uyarlanmigtir.)

KKE'nin bulasinda temel rol oynayan LIricinus tirl kenelerin dagihm
gosterdigi codrafyalarda, KKEV seroprevalansi (Ulkeler arasinda farklilik
gostermektedir. Virus daha ziyade Asya ve Avrupa’nin kuzey enleminde
bulunan Ulkelerinde yaygindir (140). Rusya tiim dinyada KKEV'nin en yaygin
gorildiga tlkedir. KKE'nin yeni tanimlanmaya basladigi 30lu ve 40l yillarda
200 vaka/yil bildirilirken 1956 yilinda pik (5.163 vaka/yil) yasanmig, vakalarda
azalma ve plato fazinin (3500 vaka/yil) ardindan 1964 yilinda ikinci bir pik
(5.204 vaka/yil) gérulmistir. 1974 yilinda kadar KKE insidansinda belirgin


http://www.traveldoctor.info/files/disease/10__ImageFile__KrxuNAAeGEcvwVLPnxksU.gif
http://www.traveldoctor.info/files/disease/10__ImageFile__KrxuNAAeGEcvwVLPnxksU.gif
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disme gorilmis ardindan 1999 yilina kadar insidansta belirgin artis (9.955
vaka/yil) gozlenmistir. 2000'li yillardan itibaren insidansta disus ile birlikte
2008 yilinda 2.796 KKE vakas! bildirilmistir (85). Komsumuz olan Yunanistan
KKEV endemik haritasinda slpheli Glkeler arasinda gosterilmektedir (141).
Yunanistan'da yapilan bir calismada (142), 921 saglikli bireyin %?2'sinde;
Litvanya'da (143) ise 1488 saglikli bireyin %2.9'unda KKEV seropozitifligi

saptanmigstir.

KKEV enfeksiyonlarinin 6zgul bir tedavisi olmayip, semptomatik ve
destekleyici tedavi uygulanmaktadir (50). KKEV igin yiksek koruyuculuk
oranina sahip agsilar tretilmekte ve endemik bolgelerde kullaniimaktadir (140).
Ilk asi calismalari virusun izolasyonunu takiben 1940 yilinda baglamistir. 1971
yilinda Avusturya’da, bdlgeden izole edilmis bir sus (Neudo6rfl susu) kullanarak
inaktive asl gelistirmistir. 400.000'den fazla kisiye bu asinin uygulandigi ve 2
doz sonrasinda %90'in (izerinde serokonversiyon goriildigi bildirilmistir (144).
1976 yilinda ise daha glgli yanit olusturan ve daha az yan etkisi olan ilk ticari
asl FSME-IMMUN® gelistirilmis ve risk gruplarinda asilama icin onay almistir
(145, 146). 80’li yillarin basindan itibaren Avrupa’da asilama kampanyalarina
baslanmistir. Avusturya’da KKE vakalarinda anlaml azalma saglanirken diger
llkelerde degisen derecelerde basari saglanabilmistir (147). Glnimizde
kullanimda olan en az 4 asI bulunmaktadir. (148). FSME-Immun agisi Neudorfl
izolati, Encepur asisi K23 izolati, Rusya’da gelistirilen asilar ise Sofjin izolatlari

kullanilarak Gretilmistir (149).

Asllamanin yani sira vektor kontroll ve slirveyans endemik bdlgelerde
korunma icin dnemlidir. Kenelere kargi riskli bolgelere giderken acikta kalan
vucut kisimlarina kovucularin uygulanmasi, uzun kol ve pacal giysilerin
giyilmesi, pagalarin gorap iglerine sokulmasi ve coraplara insektisid uygulamasi,
kirsal aktivitelerden sonra viicudun kene tutunmasi acisindan kontrol edilmesi

gibi 6nlemler dnerilmektedir.
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2.2.7 Tiirkiye'deki Durum

Ulkemiz KKE acisindan endemik bolgelerle benzer iklim ve ekolojik
sartlara sahip olmakla birlikte KKEV aktivitesi hakkinda bilgiler kisithidir (140).
Ulkemizde KKEV ile ilgili ilk veriler 1968 yilina ait olup, Izmirde nedeni
bilinmeyen (¢ MSS enfeksiyonu hastanin serumunda hemagliitinasyon
inhibisyon (HI) testi ile artmigs KKEV antikor titresi saptanmistir (150). 1980
yiinda, yine Ege Boélgesinde 1074 saglikli yerel halk ile yapilan bir
seroprevalans calismasinda KKEV seropozitifligi HI testi ile %1.4, notralizasyon
testi ile %1.2 olarak bulunmus ve bu bdélgede KKE'nin sporadik olarak
gorilebilecegi belirtilmistir (72). 2007 yilinda Giineydogu bdlgesinde yapilan
bir arastirmada, Sanlurfa ve Siverek'te yasayan Kkisilerde ELISA yontemi ile
KKEV IgG pozitifligi %10.5 (19/181), KKEV IgM poxzitifligi ise %5 (9/181) olarak
bildirilmigtir (74). 2009 yilinda Ankara, Konya, Eskisehir ve Zonguldak'tan
temin edilen 2454 saglikli kan dondriinde KKEV seroprevalansi ELISA ve IIFT
ile %1.9 oraninda saptanmis ve ormanda galistigi belirtilen bir kisinin pozitif
ornegi PRNT ile dogrulanmistir (151). Ayni calismada, merkezi sinir sistemi
enfeksiyonu bulgusu olan ve etiyolojisi bilinmeyen 108 hastadan alinan serum
orneklerinde %7,4 (8/108) oraninda KKEV IgM pozitifligi bulunmus, bir
hastada kene i1sing1 oykisi oldugu bildirilmistir. 2010 yilinda yayinlanan bir
diger arastirmada, Sinop'ta 273 kisiden toplanan serum Orneklerinde IIFT ile
%2.6 oraninda KKEV IgG pozitifligi bildirilmektedir (152). 2014 yilinda Mersin
ilinde yapilan arastirmaya 920 saglikli kan dondrii dahil edilmis ve IIFT ile 2
ornekte KKEV IgG pozitifligi bulunmus ancak PRNT ile negatif sonug alinmistir
(153).
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2.3 Toskana Virus ve Diger Fleboviruslar
2.3.1 Tarihge

Tarihi belgeler muhtemel kum sinegi kaynakl ilk salginlarin Napolyon
savagslari sirasinda gorildigind distindirmektedir (154). Ancak kum sinegi
atesi klinik olarak ilk kez hastaligin endemik formda goriildiigi Balkanlarda,
1886 yilinda Alois Pick tarafindan tanimlanmistir (155). Hastaligin bulasinda rol
olan kum sinekleri (Phlebotomus spp.) Bosna-Hersek'te askeri kiglalarda
gorulmis, 1909 yilinda filtre edilebilen ve enfekte kum sinekleri ile bulasan bir

ajanin hastaliga neden oldugu saptanmistir (156).

Ikinci Diinya Savasi sirasinda (1943-1944) Italya’dan salginlar
bildirilmis, yine ayni sekilde Alman, Ingiliz ve Amerikan askerleri II. Diinya
Savagl esnasinda Kuzey Afrika Ulkelerine ve Akdeniz bélgesine giden askerler
arasinda, Hindistan ve Pakistan’a giden Ingiliz askerlerinde biiyiik salginlar
yasandigi bilinmektedir. Orta Avrupa’ya ve eski Sovyetler Birligi'ne turistik
amagclarla gidenler kisilerde zaman zaman epidemiler yasandigi bildirilmektedir
(157). Tarihteki en biyilk salginin 1948'de Sirbistan’da meydana geldigi
bildirilmistir (158). Bu tarihten sonra Fleboviruslarin Kuzey Afrika, Ortadogu
ve Orta Asya’da insanlar enfekte ettigi rapor edilmeye devam etmistir (159,
160). Serolojik calismalar ve klinik gbzlemlere dayanarak II. Diinya Savasindan
sonra yapilan sitma savasina yénelik insektisit uygulamalarindan sonra Italya
ve Yunanistan gibi (lkelerde hastaigin gorilme sikhdinin azaldigi
bildirilmektedir (157, 161).

Sabin, II. Diinya Savasi esnasinda goriilen Italya epidemisinde
hastalardan alinan kan drneklerinden serolojik olarak farkl iki ajan izole etmig
ve bu izolatlar “sandfly fever Sicilian virus” (SFSV) ve “sandfly fever Naples
virus” (SFNV) olarak tanimlanmistir (162). Bu tarihten sonra flebotomlardan ve
insanlardan ¢ok sayida benzer virus izole edilmis ve bu viruslar 6nce
arboviruslarin “flebotom atesi” grubuna, glinimuzde ise Bunyaviridae ailesi

icerisinde yer alan Flebovirus cinsine dahil edilmistir (157).
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Toskana virus (TOSV) ise ilk olarak 1971 yilinda bir saha calismasinda,
Italya'dan toplanan Phlebotomus perniciosus tiirii kum sineklerinden izole
edilmistir (163). TOSV, 1980 yilinda Uluslarasi Arbovirus Katologuna dahil
edilmis ve Flebovirus cinsine yerlestiriimistir. Ilerleyen yillarda Italya’nin cesitli
bolgelerinde farkli kum sinegi tiirlerinin yani sira kum sineklerinin yogun oldugu
bélgelerde Pjpistrellus kuhli tirl yarasa beyninden izole edilmistir (164).
Insanlarda da yaygin olarak antikor yanitinin saptanmasi ile virusun insanlarda
enfeksiyona sebep oldugu gosterilmistir. Laboratuvar hayvanlariyla yapilan
patojenite calismalarinda, virusun noroviriilan olabilecegi saptanmis ve
insanlarda merkezi sinir sistemi (MSS) enfeksiyonlarinda etken olabilecegi ise
1983 yilinda, yine Italya’da menenijit olan bir hastanin beyin omurilik sivisi
(BOS)'ndan izole edilmesiyle gosterilmistir (165). TOSV'nin kum sinegi ile
bulasan viruslar arasinda noérotropik aktivite gosteren tek virus oldugu
bildiriimektedir (166).

2.3.2 Siniflandirma

Uluslararasi Virus Taksonomi Komitesi'nin 9. raporuna gore, Phlebovirus
cinsinde yer alan 68'i siniflandirilmig 70 serotip, 9 serogrup veya serokompleks
(SFNV, Salehabad, "Rift Valley" fever, Uukuniemi, Bujaru, Candiru, Chilibre,
Frijoles ve Punta Toro) olarak gruplandinimakta, SFSV ise ayri bir
serokompleks olarak onerilmektedir (167). Antijenik benzerliklere gbre bu
viruslar “Flebotom atesi” ve “Uukuniemi” grubu olmak Uzere iki temel gruba
ayrilmaktadir. Flebotom atesi grubu, Phlebotomus cinsinde yer alan kum
sinekleri ile bulagan 55 Uyeye sahipken; Uukuniemi grubu, keneler ile aktarilan

13 Gyeden olugmaktadir.

Insanda patojen olarak saptanan Fleboviruslar; Alenquer virus, Candiru
virus, Chagres virus, Punta Toro virus, Rift Valley fever virus, Napoli virusu,
Sicilya virusu ve TOSV'dur (168). Bunlarin arasinda llkemizin de bulundugu
Akdeniz havzasinda yaygin olarak bulunanlar ise Sicilya virusu (SFSV), Napoli
virusu (SFNV) ve TOSV'dur (169). TOSV, onerilen gruplardan SFNV
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serokompleksi icinde yer almakta, SFSV ise kendi adi verilen ayrn bir

serokomplekste bulunmaktadir (170).

Son yillarda Avrupa ulkelerinden izole edilen TOSV izolatlarinin iki ayri
genotip (genotip A ile genotip B) olarak farkllik gdsterdigi ortaya konmus ve
genotiplerin farkli cografi dagilimi olabilecegi iddia edilmistir (171). TOSV A
genotipi Italya, Fransa, Portekiz ve son yillarda Tiirkiye'de saptanmis, TOSV B
genotipi ise Ispanya, Fransa ve Portekiz’den bildirilmistir (172, 173). Genotip
yayihmindaki cografi farklarin, vektor tiirlerindeki farkhliklardan kaynaklandigi
disunulmektedir (174).

2.3.3 Virion Yapisi, Genom ve Replikasyon

Phlebovirus cinsinde yer alan viruslar ikozahedral yapili, 90-100 nm
bliylikligiinde, helikoidal niikleokapsid iceren zarfli viruslardir. Virus partikili
kabaca %50 protein, %?20-30 lipid icermektedir. Viral genom S (“small”; 1.7-
1.9 kb), M ("medium”; 3.2-4.3 kb) ve L (“large”; 6.5-8.5) olmak lzere (g
segmentli, tek iplikli, negatif polariteli RNA'dan olugsmaktadir. Her ¢ segment,
3" uglarinda 5’ ucuna komplementer ve cinse 6zgul dizilere (3" — UGUGUUUC)
sahiptir. Bu bdlgelerin transkripsiyon, genom replikasyon ve paketlenmesinde
rol oynadigi diistiniilmektedir (175). Her RNA segmenti niiklookapsid proteinin
(N, 20-30 kDa) bircok kopyasi ve blylik proteinin (L, 150-200 kDa) ¢ok az
kopyasi ile birlikte bulunmaktadir (176). S segmenti 253 aminoasitlik
nikleokapsid (N) proteini ile 316 aminoasitlik NSs yapisal olmayan proteinini
kodlamaktadir. S segmentinin fleboviruslarda c¢ok kiglk degisikliklerle
bulunduklari gosterilmis ve varyant olabilecek izolatlar tanimlanmigtir. (177).
M segmenti 1339 aminoasitten olusan tek bir protein kodlamaktadir. Bu protein
post-translasyonel modifikasyonla NSm yapisal olmayan proteinine ve zarf
glikoproteinleri olan Gn ve Gc'ye donustirilir. Gn ve Gc proteinleri zarf
Uzerinde yaklagik olarak 10 nm uzunlugunda civimsi cikintilar seklinde
bulunmaktadirlar. L segmenti ise 2095 aminoasitlik viral RNA-bagimli RNA
polimerazi kodlamaktadir (170, 178, 179) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5: Flebovirus Partikllindn Sematik Yapisi
(http://education.expasy.org/images/Bunyaviridae_virion.jpg ‘den

uyarlanmigstir)
2.3.4 Yasam Dongiisii

Fleboviruslarin duyarl konaklara bulagsmasi, disi kum sineklerinin kan
emmesi sonucunda meydana gelir. Insan ve diger omurgalilarda gegici siireli
gorece duslk dizeyde viremi izlenmesi nedeniyle, kum sineklerini yeniden
enfekte edebilme yetenekleri sinirlidir. Bu nedenle ara konak ya da rezervuar

roli oynamalari guctir (180) (Sekil 2.6).

Fleboviruslarin gogunlugunun dogdal konadi, yeni diinyada Lutzomyia ve
eski dinyada Phlebotomus cinsi tatarcik tirleridir, cok azi (Rift Valley,
Arumowot, Itaporanga) sivrisineklerden izole edilmistir. Avrupa’da bulunan en
onemli patojen olan TOSV'nin ise bilinen vektorleri arasinda P. perniciosus ve
P. perfiliewitira kum sinekleri yer almaktadir. Bu sinekler iklim kosullari uygun
olmadi§i durumda dordinci safha larvada diapoza girmekte ve hava

diizeldiginde pupaya donisip eriskin hale gelmektedirler. Deneysel calismalar
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ile P. perniciosus'un diapozda bulunan doérdiinci safha larvasinda TOSV'nin

varligi gosterilmistir (181).

Transovaryal
Gegis

Venereal
Gegis

] &
\§ | —

Sekil 2.6: TOSV'nin Dogadaki Yasam Donglisti

Vektorlerde virusun transovaryal ve veneryal gegisi s6z konusudur. Bazi
Fleboviruslar birkag kez dogal olarak enfekte erkek kum sineklerinden izole
edilmistir. Erkek kum sinekleri kan emmedidi icin virusun transovaryal olarak
gectigi distndlmustir (164, 182, 183). Yapilan deneysel calismalar ile
parenteral ya da oral olarak enfekte olan disilerin diger nesillere virusu gegirdigi
gosterilmistir. Fakat yapilan calismalarda transovaryal gecis oraninin 5-12
jenerasyon arasinda dramatik diisiis gosterdigi saptanmis ve bu viruslarin
dogada devamliiginda tek faktoriin transovaryal gegis olmadigi alternatif

mekanizmalarin olabilecegdi diistintimiistir.

Vertebrali konaklarin donglideki 6nemi tam olarak acgik dedildir.
TOSV'nin bir yarasanin ( Pjpistrellus kuhli) beyninden izole edildigi bildiriimis ve
bu tirin virusun ekolojisinde 6nemli bir yeri olabilecegi disinilmistir (164).
Ancak TOSV'a ait bir hayvan rezervuari henliz tanimlanmamig olmakla birlikte
evcil hayvanlarin 6nemli bir kisminin da virusa maruz kaldigi tespit edilmistir
(173, 184).
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2.3.5 Patogenez, Klinik Bulgular ve Tani

Fleboviruslarin viicuda dodal giris yolu vektér kum sineklerinin kan
emmesi sonucu deri alti yoluyla olmaktadir. Endemik bdlgelerde viruslara
maruziyet daha erken yillarda meydana gelmekte ve siklikla asemptomatik
serokonversiyon gelismektedir. SFSV-SFNV ve antijenik varyantlari
norotropizm gdstermezken ve semptomatik enfeksiyonlar, siklikla “tatarcik —
yakarca atesi” ya da "“l¢ gunlik ates” olarak adlandirilan tablo ile
seyretmektedir. Fleboviruslarla meydana gelen atesli hastaliklar tipik olarak
vektor flebotomlarin aktif oldugu yaz aylarinda izlenmektedir. Etkilenen
kisilerde 3-7 gunlik kulugka siresinin ardindan 6-72 saat igerisinde dlisen
yuksek ates (39-40°C) ve eslik eden halsizlik, istahsizlik, bulanti ve kusma, bas
agrisi, kas-eklem agrilari, sirt agrisi, fotofobi ve retroorbital agri gibi
semptomlar ortaya cikmaktadir. Enfeksiyon semptomatik olabilecegi gibi
seropozitiflik saptanarak tanimlanan asemptomatik maruziyet sekilde de
izlenebilmektedir (185).

TOSV, diger fleboviruslardan belirgin nérotropizmi, insanda nérovirilans
ve merkezi sinir sistemi tutulumu gostermesi ile ayriimaktadir. TOSV
enfeksiyonlarinda atesli hastalik bulgulari ortaya cikabilecegi gibi meneniit,
ensefalit ya da meningoensefalit seklinde MSS tutulumu da siklikla
izlenmektedir. TOSV'a badli MSS enfeksiyonlari, basta Italya, Fransa ve
Ispanya gibi endemik (lkeler olmak (izere vektérlerinin bulundudu tilkelerde
Ozellikle yaz aylarinda izlenen viral MSS enfeksiyonlari arasinda en 6nemli
etken olarak karsimiza cikmaktadir (3). TOSV italya’da Mayis-Ekim arasi
dénemde cocukluk cagi menenijit ve meningoensefalitlerin %80’inden, eriskin
olgularin %50’sinden sorumludur (174). Bu nedenle Akdeniz (ilkelerinde akilda
tutulmasi gereken bir menenjit etkenidir. Ates, miyalji, ciddi frontal bas agrisi,
kusma, okdiler agri ve ense sertligine yol acar. Diger viral menenjitlere benzer
semptomlara yol acar. Laboratuvar bulgusu olarak |6kopeni, lenfositoz,
monositoz ve hafif karaciger enzim yliksekligi gorilir (186). Beyin omurilik

sivisi (BOS) incelemesinde glukoz normal, protein dizeyi hafif artmis ve orta
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derecede artmis lenfosit mevcuttur. Beyin gorintilemelerinde anormal bulgu
yoktur (185). Gliniimlizde TOSV’a 6zgul bir tedavi bulunmamaktadir. Etkilenen
kisilerde agir seyreden enfeksiyonlar ve MSS tutulumu ortaya ¢ikan durumlarda

uygun destekleyici tedavi verilmektedir (3).

Flebovirus enfeksiyonlarinda virusun izolasyonu, viral niikleik asitlerin
ya da virusa karsi olusan immin yanitin saptanmasi tanida kullanilan
yaklasimlardir. Virus izolasyonu ya da nikleik asitlerinin saptanmasi icin BOS,
o0zgll IgG ve IgM antikorlarinin gosterilmesi icin serum ya da BOS
kullanilabilecek 6rneklerdir. Virusun izolasyonu hiicre kiltirlerinde ya da
farelerde intraserebral inoklilasyonla mimkindir ancak disuk duyarliik ve
pratik ylntemler olmamasi nedeniyle tanida rutin olarak kullaniimamaktadir
(3). TOSV, Vero, BHK-21 gibi hiicre kiilttirlerinde litik sitopatik etki olusturarak
urer ve zarf glikoproteinlerinin hemaglutinasyon 6zelligi vardir. Vireminin kisa
ve gegici, ayrica semptomatik dénemde viral yukin distk olmasi nedeniyle
virus izolasyonu ve viral nikleik asitlerin saptanmasi olumsuz olarak

etkilenmektedir.

Viral niukleik asitlerin saptanmasinda viral genomun farkli segmentlerini
hedef alan primer/prob setleri kullanilarak RT-PCR, nested-RT-PCR ve diger
viral meningoensefalit etkenlerinin bazilarini hedef alan multipleks PCR
yontemleri uygulanmaktadir. Nested-PCR, hiicre kiltirli ve immiinofloresans
yontemiyle IgM saptanmasindan daha duyarlidir ancak semptomlar
basladiktan sonra 2-5 giln iginde negatiflesir. Enterovirus ve TOSV'yi ayni
ornekte tek reaksiyonda saptayabilen multipleks PCRIn diger molekiiler
yontemlere benzer duyarliiga sahip oldugu gosterilmistir. PCR protokollerinde
cogunlukla viral niikleokapsidi kodlayan S segmenti hedef alinmaktadir. Ancak
bu yontemin bazi viral varyantlari ve bdlgesel izolatlari saptamakta yetersiz
kalabilecegdi, korunmus diger bir bélge olan L segmentine ait primerlerin bu

dezavantajl ortadan kaldirabilecegi sdylenmektedir (166, 187-189).
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TOSV enfeksiyonu tanisinda molekiler ydntemlerin kullanimi ya da
virusun izolasyonu agisindan kritik nokta, kisa sireli viremi ve dlguk virus yuki

nedeniyle erken semptomatik donemde uygun 6rnegin alinmasidir (166, 188).

TOSV'ye karsi olusan IgG ve IgM antikorlarinin gdsterilmesinde
immunofloresans, ELISA, kompleman birlesmesi, hemaglitinasyon inhibisyon,
PRNT gibi ydntemler kullaniimaktadir. ELISA yonteminin  PRNT ve
hemagliitinasyon inhibisyon testinden daha duyarl oldugu bilinmektedir. Akut
enfeksiyonun tanisinda PCR yaklasimlar ile birlikte IgM ve intratekal IgG

dretiminin gosterilmesi yontemleri uygulanmaktadir (166, 190, 191).
2.3.6 Epidemiyoloji, Korunma ve Kontrol

Phlebovirus cinsine ait viruslar hem omurgalilari hem artropodlari
enfekte etme 6zelligine sahiptir. Fleboviruslardan kum sinegi atesi etkeni olan
viruslari taglyan vektorler Psychodidae ailesinde incelenmektedir. Eski diinyada
kum sinegi atesi etkeni olan viruslar igin vektdr Phlebotomus cinsi tatarciklardir.
SFSV ve SFNV, eski diinyada en yaygin goriilen kum sinegi atesi etkenleridir.
Grip benzeri, kendi kendini sinirlayan ategli bir hastalik olusturan bu viruslar
Akdeniz (lkeleri, Ortadogu, Balkanlar, Kuzey Afrika ve Giineybati Asya'da
enfeksiyonlara neden olmustur ancak vektdr eradikasyon programlarinin
sonucu olarak ¢zellikle Avrupa’da son 40 yilda olgu sayisinda ciddi azalma
izlenmis veya tamamen ortadan kalkmistir. Ancak TOSV, Akdeniz Ulkelerinde
kum sinegi atesi etkeni olarak varligini siirdiirmektedir. SFSV ve SFNV icin
vektdr Phlebotomus papatasi, TOSV icin vektorler ise Phlebotomus pernicious
ve Phlebotomus perfiliew/dir. TOSV, vektorlerden ve vektorlerin bulundugu
bélgelerde yarasa (Pipistrellus kuhli) beyinlerinden izole edilebilmektedir. Virus
vektdrde viral persistan bir enfeksiyon olusturur, ayrica vektordeki
transovaryal, transstadyal ve veneral gecis, virusun amplifikasyonunda énemli
rol oynar. Calismalar TOSV igin bir havyan rezervuarinin séz konusu
olabilecegini gostermis olmakla birlikte, dogada rezervuar rolii oynayan tirler

heniiz kesinlik kazanmamigtir.
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TOSV enfeksiyonlarinda bulasma, virusu tasiyan vektorlerin isirmasi ile
meydana gelmektedir. Enfeksiyon cogu kez vektorlerin aktif oldugu ilkbahar
sonu, yaz ve sonbahar basinda siklasmakta; menenjit olgular yaz aylan
boyunca goriilmekte ve olgu sayisindaki artis adustos ayinda zirveye
ulasmaktadir. Erigkinlerde daha sik olmakla birlikte pediatrik yas grubunda da
enfeksiyon izlenebilmektedir (166, 190, 192).

TOSV epidemiyolojisi ile ilgili ayrintili verilerin bilyiik cogu Italya’dan
gelmekte ve 6zellikle Giiney Italya’da virusun onemli bir aseptik menenijit
etkeni oldugu gosterilmektedir. Benzer sekilde Ispanya’da da virus aktivitesinin
bulundugu ve bunun sadece Akdeniz'e kiyisi olan kesimlerle sinirli olmadig
tespit edilmistir. Virusun varligina ait veriler Fransa, Cezayir, Portekiz,
Yunanistan ve Kibris'tan da gelmektedir. Virus aktivitesinin izlendigi bolgelerin
bir kisminda saglikli kisilerde de degisik oranlarda seropozitifligin saptanmasi,
semptomatik ya da asemptomatik enfeksiyonun vektérlerin bulundugunu tim

Akdeniz (lkelerinde yaygin olabilecegini disiindiirmektedir (193-198).
2.3.7 Tiirkiye'deki Durum

Ulkemizde, Phlebotomus cinsi icerisinde Adlerius, Larroussius,
Paraphlebotomus ve Phlebotomus altcinslerine ait tirler bulunmaktadir.
Ozellikle laysmanyazisin ve tatarcik atesinin taginmasi agisindan énemli olan
bu kum sinedi tiirleri Akdeniz, Ege, Marmara, I¢ Anadolu ve Giineydodu
Anadolu bélgelerinde yaygindir (199). Bu bdlgelerde, endemik veya sporadik
olarak gorilen Kala-azar ve sark gibanina vektorlik yapan bu sinekler Gzerine,
ulkemizde 1940 yilinda basglayan ve bugiine kadar slrdirilen galismalarla
toplam 18 tiriin varhd bildirilmistir (200-206). Ulkemizdeki flebovirus
aktivitesine dair ilk galisma 1955 yilinda Antalya’da saglikli kisilerden toplanan
50 serum 6rnegi ile gerceklestirilmis ve 1976'da yayinlanan bu calismada PRNT
ile dogrulama sonrasi SFSV ve SFNV seroprevalanslari sirasiyla %22 ve %62
olarak bildirilmistir (160). 1980 yilinda yayinlanan ve Ege bdlgesinde yapilan
bir diger calismada ise Nisan-Eyliil 1974'de saglikli kisilerden toplanan 1074
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serum ornegi HI testi ile incelenmis, SFSV ve SFNV seroprevalanslari sirasiyla
%0.84 ve %13.9 olarak bildirilmistir (72). Her iki calismada da TOSV'ye ait

herhangi bir veri bulunmamaktadir.

Turkiye'deki TOSV aktivitesini gosteren ilk rapor 2003 yilina aittir. Bu
calismada, Ege boélgesinde Aydin ili Akbik ve Olukbagi beldelerinin sakinlerinin
SFNV ve TOSV maruziyeti ortaya konulmus, TOSV ve SFNV seroprevalanslari
sirasiyla %55 ve %17.5 olarak bildirilmis ancak akut hastalik ya da vektorde
virus gosterilememistir (207). Akut TOSV‘a bagl MSS enfeksiyonlarina ait ilk
bildirim ise 2010 yilinda Ankara ilinden yapilmistir. Ocak-Nisan 2009 tarihleri
arasinda, Ankara, Konya, Eskisehir ve Zonguldak'tan 1533 saglikli kan donorii
serum ornekleri IIFT ile calisilmis, virus nétralizasyon testi (VNT) ile dogrulama
sonrasl %14.7 oraninda ndétralizan antikorlar saptanmig, incelenen tiim illerde
TOSV maruziyeti gosterilmistir. Ayni galismada 102 meningoensefalit 6n tanili
hastadan alinan serum &rnekleri IIFT ve RT-PCR ile galisiimis ve 16 hastada
TOSV RNA saptanmig, olgularin 4’inde TOSV IgM antikorlari gosterilmistir.
Elde edilen L ve S bolgesi kismi dizilerine gére Ulkemizde dolagsan TOSV
izolatinin TOSV genotip A'ya yakin oldugu gosterilmistir (172). Bir sonraki yil
Izmir ve Ankara'da, 125 hastayi kapsayan bir calismada 12 serum érnedi ve 1
BOS orneginde TOSV IgM saptanmistir (82). Bir baska serosiirveyans
calismasinda, Hacettepe Universitesi Hastanesi Kan Bankasi’nda elde edilen
1115 saglikh kan donori serum ornekleri TOSV acisindan arastirilimis, IIFT ile
199 Ornekte anti-TOSV antikorlar saptanmig, VNT ile 42 drnekte anti-TOSV
IgG, 17 o6rnekte anti-TOSV IgM antikor varligi dogrulanmistir (208). Kan
orneklerinin  sahiplerinin yasadi§i bolgeler incelendiginde, I¢ Anadolu,
Karadeniz, Akdeniz, Dogu Anadolu ve Giineydogu Anadolu bdlgesinde
fleboviruslarin insanlari enfekte ettigi gosterilmistir. Ayrica TOSV maruziyetinin
yas ile artis gosterdigi saptanmis, erkek cinsiyet, dis ortamda calisma, kirsal
alanda ikamet etme ve cevrede sik olarak sivrisinek/kum sinegi izlenmesi,
virusa maruziyet agisindan risk faktorleri olarak tanimlanmigtir. Trakya’nin

dogusunda, 2012 yilinda gergeklestirilen bir calismada ise, saglikli kan
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dondrlerinde %14.4 oraninda nétralizan antikorlar saptanmis ve bu bélgede de

TOSV maruziyeti dogrulanmistir (209).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Incelenen Olgular ve Ornekler

Arastirmaya, Mayis 2012 - Mart 2013 tarihleri arasinda, Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Anadilim Dali ve I¢ Hastaliklari Anabilim Dali
Enfeksiyon Hastaliklar Birimi tarafindan viral menenijit/ensefalit ya da nedeni
bilinmeyen ates 6n tanisi ile izlenen 94 olgu dahil edilmistir. Arastirmaya dahil
edilen olgular, bakteri ve mantar kiltlrlerinde Greme olmayan, hizli antijen
testleri ve herpes simpleks tip 1-2 viruslari icin uygulanan PCR sonucu negatif
bulunan ve etiyolojinin agiklanmasi amaciyla beyin omurilik sivisi (BOS)

ve/veya kan drneklemesi yapilan hastalardir.

Arastirmanin amag ve igerigi ile ilgili olarak hazirlanan detayh rapor,
“Etik Kurul Basvuru Dosyas!” halinde Hacettepe Universitesi Tip Fakdiltesi
Dekanhgi'na sunulmus, 03.05.2012 tarih ve FON 12/05-5 karar numarasi ile
onay alinmistir. Tim olgular ya da yakinlarindan, ilgili kurumsal etik kurul
onayinda aciklandigi sekilde (Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu, Rapor No. FON:12/05-5), Aydinlatiimis Onam Formu

okunarak bilgilendirme yapilmig ve onay alinmistir.
3.2. Klinik Orneklerin Alinmasi, Islenmesi ve Saklanmasi

Olgulardan alinan toplam 104 kan ve 94 BOS 6rnegdi arastirmaya dahil
edilmistir. Kan oOrnekleri 10 dakika 4000x g'de santrifij edilmis (Hettich
Mikro12-24, Almanya) ve serumlari ayriimistir. BOS ve elde edilen serum
ornekleri alikotlanip, steril pipet uglari kullanilarak 500’er pl'lik miktarlarda steril
Eppendorf tliplerine aktariimis ve calisma glinline kadar - 80°C'lik derin

dondurucuda (UltraLow Freezer, NuAire, ABD) saklanmistir.

3.3. RNA Saflastiriimasi

Serum ve BOS drneklerinde RNA saflastirma islemleri, ticari bir spin
kolon niikleik asit ekstraksiyon kiti olan (High Pure Viral Nucleic Acid Kit, Roche
Diagnostics, Almanya) ile Uretici talimatlar dogrultusunda asagida tariflendigi

sekilde yapilmistir.
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1. 200 pl hacmindeki hasta érnekleri nikleaz icermeyen tiiplere aktarildi
ve lizerine proteinaz K ve poli (A) tasiyici RNA iceren 200 pl baglanma
solisyonu (“Binding Buffer”, BB) eklenerek vorteks ile karismasi
saglandi.

2. Karisim 72°C’deki 1s1 blogunda 10 dakika inkiibasyona birakildi.

3. Inkiibasyon sonrasinda tiipler spin santrifiij edildi ve takiben tiiplere 100
Wl BB eklenerek 12.000 rpm’de 1 dakika slireyle santriftij edildi.

4. Tuplere 500 pl inhibitér uzaklastirici soliisyon (“Inhibitor Removal
Buffer”, IRB) eklenerek 12.000 rpm’de 1 dakika stireyle santriftij edildi.

5. Ardindan 450 pl yikama sollisyonu (“Wash Buffer”, WB) eklenerek
ornekler yikandi ve ayni islem bir kez daha tekrar edildi.

6. Yikama isleminin ardindan tiiplere isi blogunda isitiimis, 50 pl ayristirma
solisyonu (“Elution Buffer”, EB) eklenerek 12.000 rpm’de 1 dakika
sureyle santriftj edildi.

7. Elde edilen nikleik asitler 6 saat icinde komplementer DNA (cDNA)

sentezi islemine alindi ve iki islem arasinda +4°C'de sakland..
3.4. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Komplementer DNA (cDNA) sentezi, ticari bir sistem olan (RevertAid
First Strand cDNA Synthesis Kit, Thermo Scientific, Japonya) ile Uretici firmanin
talimatlar dogrultusunda, homojenizasyon ve nikleik asit saflastiriimasi

sonucunda elde edilen total RNA kullanilarak asagidaki sekilde yapilmistir.

1. 6 pl total RNA ile 1 pl randomize hekzamer primerler (100 uM, 0.5 pg/
Ml) buz tzerinde karistirildi ve Gizerine 6 pl niikleaz icermeyen su eklendi.

2. Elde edilen karisim 70°C’de 5 dakika inklbe edildi.

3. Inkiibasyon sonrasinda buz iizerine alinan karisima 4 pl 5x reaksiyon
solisyonu (“Reaction Buffer”, RB), 2 pyl 10mM dNTP karigimi (deoksi
adenin, guanin, sitozin ve timin trifosfat iceren) ve 1 pl “M-MuLV

Reverse Transcriptase” enziminden (200 U/ul) eklendi.
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4. Karisim 25°C'de 5 dakika, 42°C'de 60 dakika inklibe edildi ve 5 dakika
70°C'de 1sitma ile reaksiyon sonlandirildi.
5. cDNA sentezi sonrasi PCR islemine alinacak ornekler +4°C'de,

bekleyecek drnekler ise -20°C'de saklandi.

3.5. Klinik Orneklerde BNV Arastiriimasi
3.5.1. BNV RNA'sIinin Saptanmasi

BOS ve serum d&rneklerinde BNV RNA'sinin saptanmasi amaciyla viral
zarf  glikoproteinlerini hedefleyen, iki turlu "nested" PCR protokoli
uygulanmistir (210). Bu amagla 6rnek basina 2.0 mM MgCly, 0.4 mM dNTP ve
her bir primerden 10 pmol igerecek sekilde nikleaz icermeyen 1.5 mllik
Eppendorf tiiplerinde PCR karisimi hazirlanmistir (Tablo 3.1). Ornek sayisina
gdre hazirlanan karisim, vorteks cihazinda hafifge karistinhp 3000 rpm’de 10
saniye santrifij edildikten sonra, her bir 6rnege ait ve lizerinde numaralari
yazili, steril 0.2 ml'lik PCR tiplerine 27 pul olacak sekilde paylastiriimistir. Daha
sonra Ustlerine 3’er pl cDNA 6rnegi konulup 1si dongii cihazina (Techne® TC-
3000, Techne Inc., ABD) yerlestirilmistir.

PCR protokoliiniin birinci ve ikinci turlari ayni karisim igerigi ve sicaklk
dongiileri ile gerceklestirilmistir (Tablo 3.2). Ikinci tur PCR karisiminda niikleaz
icermeyen su 20.3 pl'ye gikarlmis, ikinci tur primerleri ve ilk turdan 1 pl érnek

ile amplifikasyona alinmistir.

Tablo 3.1: iki turlu BNV PCR icin Kullanilan Primer Dizileri ve Viral Genomdaki

Yerlesimleri
Primer Dizisi Yerlesim
1. 5'- ACC ACC TAC TGT GGA GTC- 3' (1401-1419 nt)
Tur 5'-TTCCATCTTCACTCTACACT - 3' (1845-1825 nt)
2. 5'- GCCTTC ATA CACACT AAA -3’ (1485-1504 nt)
Tur 5’ - CCA ATG CTA TCA CAG ACT - 3’ (1732-1713 nt)
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Tablo 3.2: BNV PCR icin Karisim Icerigi ve Reaksiyon Kosullari

Bilesenler Kosullar
10X Tampon 3 ul
MgCl> 2ul
DNTP 1 pl
94°C’' de 5 dakika —
Primerd 1l 94°C’ de 30 saniye
Primer2 1pl 55°C’ de 1 dakika — O
dongii
Taq Polimeraz 0.3 pl 72°C’ de 1 dakika
72°C’ de 10 dakika

DdH20 18.3 pl
Kalip DNA 3 pul
Toplam 30 ul

PCR drunlerin goérintilenmesi icin %?2'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 sulandirlarak kullaniimistir] sollsyonu ile
karistirilip mikrodalga firinda (Argelik MD551, Tirkiye) homojen hale gelinceye
kadar 1sitiimistir. Taraklarin yerlestirildigi jel tepsisine dokiilmeden 6nce 2 pl
etidyum bromur sollisyonu (10 mg/ml) eklenmig, jel katillasincaya kadar oda
Isisinda bekletilmis; daha sonra elektroforez tankina vyerlestirilerek PCR
orneklerinin ylklenmesine hazir hale getirilmistir. PCR islemi tamamlanarak
4°C'de bekletilen érneklerden 5'er pl alinarak parafilm Gzerinde 1 pl ylikleme

tamponu (100 mg Orange G + 55 ml gliserol + 45 ml 1x TAE ile hazirlanmig
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stok sollisyondan) ile iyice kanstinlmistir. Tankin kapagi kapatildiktan sonra
ornekler 100 Volt'luk dogru akimda (Owl Lightning Volt OSP-300, ABD) 40
dakika yurGtllmustir. Elektroforez sonrasi jel goérintileme cihazinda
(Biospectrum 500 Imaging System, Ingiltere) ultraviyole sk altinda
incelenmistir. Ikinci tur sonucu beklenen yaklasik 248 niikleotidlik
amplikonlarin izlendigi 6rnekler pozitif olarak kabul edilmistir. PCR islemlerinde
pozitif kontrol olarak BNV NY99-4132 susu ile inokiile edilmis Vero hiicre

kdltaru stpernatanlan kullaniimigtir.

3.5.2. BNV Antikorlarinin IIFT Yontemi ile Saptanmasi

BOS ve serum o6rnekleri BNV IgM ve IgG tipi antikorlar agisindan IIFT
yontemi ile ticari bir kit (Anti-West Nile Virus IIFT, Euroimmun, Almanya)

kullanilarak arastiriimistir.

Arastirmada, BNV IgM ve IgG IIFT testi Uretici firmanin Onerileri
dogrultusunda firma tarafindan temin edilen 10 gézlii 6zel tablalar (“"Reagent
tray”) ve BNV ile enfekte hiicrelerin kaplandigi 10 gozli 6zel lamlar (“Biochip

slide”) kullanilarak asagidaki sekilde uygulanmistir (Sekil 3.1):

1. Hasta drnekleri, kit iginde hazir olarak bulunan tampon soltisyonu (TS)
ile belirli oranlarda dillie edilerek calsildi.
a. IgG icin serum o6rnekleri 1:100 oraninda, BOS &rnekleri 1:2
oraninda TS ile dilGe edildi.
b. IgM testlerinde interferensin engellenmesi igin, serum 6rnekleri
1:10 oraninda, BOS o&rnekleri ise 1:2 oraninda dretici firma
tarafindan saglanan IgG-romatoid faktér absorbani (EUROSORB)
ile diliie edildi. Ornek diltisyonlari 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildikten sonra, pellet kismina temas etmeden slpernatan ile
calisildi.
2. Tablalar tzerindeki her bir alana sirasiyla; pozitif kontrol, negatif kontrol
ve dillie edilmis hasta BOS ve serumlari otomatik pipet yardimiyla 25’er

Wl damlatildi. Hava kabarcidi olusmamasina dikkat edildi.
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3. Ozel 10 gozlii lamlar, serum érneklerine tamamen temas edecek sekilde
tablalar Uzerine vyerlestirildi ve 30 dakika oda sicakliginda isiktan
korunarak inkibe edildi.

4. Yikama isleminde kullanilmak tGzere PBS-T (“Phosphate-buffered saline”
+ Tween-20) sollisyonu hazirlandi. Bunun igin kit icinde toz halinde
bulunan PBS paketinin tamami 1 L distile su icinde ¢6zlldi ve yine kit
icinde bulunan 2 ml Tween-20 eklenerek karistirild.

5. Inkiibasyon sonunda lamlar, tablalar iizerinden alindi ve (izerlerinden
hizlica PBS-T sollisyonu gegcirilerek yikandi. Daha sonra icerisinde PBS-
T sollisyonu olan kiivet igine yerlestirilerek en az beg dakika bekletildi.

6. Temiz bir tabla Uzerindeki her bir gbéze konjugat solliisyonundan
(“fluorescein isothiocyanate” ile isaretli anti-insan IgG) 20'ser ul
otomatik pipet yardimiyla damlatildi.

7. Yikama iglemi tamamlanmis lamlar, fazla sivilarindan arindirilarak
konjugat ile tamamen temas edecek sekilde tablalar izerine yerlestirildi.
Isiktan korunarak, 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

8. Yikama islemi yukaridaki sekilde (Madde 5) tekrarlandi.

9. Lamellerin Gzerine, her alana birer damla (10 pl) olmak Gzere kit icinde
bulunan gliserolden damlatildi. Daha sonra yikama islemi tamamlanmig
ve fazla sivilarindan arindirilmis lamlar, bu lamellerin (izerine kapatildi
ve incelemeye hazir hale getirildi.

10.Degerlendirme, floresan mikroskopta (EUROStar II, Euroimmun,
Almanya) 20X ve 40X blylitmede, BNV ile enfekte hiicrelerin
sitoplazmasinda, 6zgll antijen-antikor birlesmesini ifade eden parlak
yesil renkli floresans veren kiiglik grandler yapilarin gérilmesiyle yapildi.
Orneklerde saptanan floresansin siddeti; pozitif ve negatif kontrollerle
karsilastirilarak zayif (+), orta (++) veya glcli (+++) pozitif seklinde

yorumlandi.
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Sekil 3.1: IIFT Yénteminin Uygulanmasi
(http://www.euroimmun.com/fileadmin/template/images/pdf/Cat2010EN. pdf

‘den uyarlanmistir)


http://www.euroimmun.com/fileadmin/template/images/pdf/Cat2010EN.pdf
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3.6. Klinik Orneklerde KKEV Arastiriimasi
3.6.1. KKEV Antikorlarinin ELISA Yontemi ile Saptanmasi

BOS ve serum 6rnekleri KKEV IgM ve IgG tipi antikorlar acisindan ELISA
yontemi ile calisilmistir. Bu amacla ticari bir ELISA kiti (Anti-TBE Virus ELISA,

Euroimmun, Almanya) kullaniimistir.

Arastirmada, KKEV IgM ve IgG ELISA testi Uretici firmanin onerileri
dogrultusunda 96 cukurlu mikroplaklar kullanilarak, asagidaki sekilde
uygulanmistir (Sekil 3.2):

1. Hasta Ornekleri kit icerisinde hazir olarak bulunan tampon sollisyonu ile
1:100 oraninda diltie edilerek caligild.

2. Mikroplak gukurlarina sirasiyla; kalibratorler, kontroller ve dillie edilmis
BOS veya serum orneklerinden otomatik pipet yardimiyla 100’er pl
eklendi. Uretici tarafindan, kantitatif degerlendirme yapilmasina olanak
saglayan farkli KKEV antikor konsantrasyonlarinda (¢ adet kalibrattr
[Kalibratér 1 (200 RU/ml), Kalibratér 2 (20 RU/ml), Kalibratér 3 (2
RU/mI)] ve testin kalite kontroliiniin saglanmasi igin pozitif ve negatif
kontroller saglanmistir.

3. Mikroplaklarin Uzeri koruyucu folyo ile kapatildi ve 30 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi.

4. Yikama tampon solisyonu (10X konsantrasyonda), 9 birim distile suya
1 birim olacak sekilde eklenerek sulandirildi ve kullanima hazir hale
getirildi.

5. Inkiibasyon sonunda mikroplak cukurlari, yikama tampon soliisyonuyla
3'er kez otomatik sistemde (ASYS Atlantis Washer, Euroimmun,
Almanya) yikandi.

6. Tum cukurlarin Gzerine 100’er pl peroksidaz (POD) enzimi ile isaretli
anti-insan IgG sollisyonu (konjugat) eklendi ve mikroplagin zeri
koruyucu folyo ile kapatilarak oda sicakliginda inkiibe edildi.

7. Inkiibasyon sonunda mikroplak cukurlari, ylkama tampon soliisyonuyla

3'er kez otomatik sistemde yikandi.
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8. Tim c¢ukurlara 100°er pl kromojen-substrat sollisyonu [tetra-
methylbenzidine (TMB)/H0:] eklendi.

9. Mikroplak giin 1511 ile temas etmeyecek sekilde 15 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi ve daha sonra her bir cukura 100%er pl
durdurma (stop) solliisyonu (0.5 M siilfiirik asit) eklenerek reaksiyon
durduruldu.

10. Reaksiyonun sonlandiriimasindan 10 dakika icinde, cukurlardaki renk
degisiminin absorbans dederleri, referans dalga boyu 600-650 nm

olmak Uizere 450 nm’de spektrofotometrik olarak okutuldu.

11. Degerlendirmede, standartlara (Kalibratér 1, 2 ve 3) ait absorbans
degerleri (optik dansite, OD) kullanilarak bilgisayar destekli (Biochrom
Asys Expert Plus Microplate Reader, UK) bir grafik elde edildi. Olusan
grafige gore 6rneklerin antikor konsantrasyonlari, mililitre basina relatif
unite (RU/ml) olacak sekilde kantitatif olarak belirlendi. Buna gore;
antikor degeri >20 RU/ml olarak bulunan ornekler pozitif, 15-19 RU/ml
arasinda bulunanlar sipheli pozitif (“borderline”), <15 RU/ml

bulunanlar ise negatif olarak kabul edildi.



44

Antijen ile kaph
mikroplak gukurlari
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Sekil 3.2: ELISA Yénteminin Uygulanmasi

(http://www.euroimmun.com/fileadmin/template/images/pdf/Cat2010EN. pdf

‘den uyarlanmistir)



http://www.euroimmun.com/fileadmin/template/images/pdf/Cat2010EN.pdf
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3.6.2. KKEV Antikorlarinin IIFT Yontemi ile Saptanmasi

ELISA ile KKEV IgM ve IgG tipi antikorlar agisindan pozitif bulunan
ornekler IIFT yontemi ile tekrar cahsiimistir. Bu amacla ticari bir IIFT kiti (Anti-

TBE Virus IIFT, Euroimmun, Almanya) kullanilmistir.

Arastirmada, KKEV IgM ve IgG IIFT testi Uretici firmanin oOnerileri
dogrultusunda firma tarafindan temin edilen 10 gozl{i 6zel tablalar ve KKEV ile
enfekte hiicrelerin kaplandigi 10 g6zll 6zel lamlar kullanilarak asagidaki sekilde

uygulanmistir (Sekil 3.1):

1. Hasta ornekleri, kit iginde hazir olarak bulunan TS ile belirli oranlarda
dilie edilerek gahsild.

a. IgG icin serum o6rnekleri 1:100 oraninda, BOS ornekleri 1:2
oraninda TS ile dilGe edildi.

b. IgM testlerinde interferensin engellenmesi igin, serum 6rnekleri
1:10 oraninda, BOS o&rnekleri ise 1:2 oraninda dretici firma
tarafindan saglanan IgG-romatoid faktor absorbani (EUROSORB)
ile diliie edildi. Ornek diliisyonlari 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildikten sonra, pellet kismina temas etmeden slpernatan ile
caligild.

2. Tablalar tzerindeki her bir alana sirasiyla; pozitif kontrol, negatif kontrol
ve dilie edilmis hasta BOS ve serumlari otomatik pipet yardimiyla 25’er
ul damlatildi. Hava kabarcigi olusmamasina dikkat edildi.

3. Ozel 10 gozlii lamlar, serum érneklerine tamamen temas edecek sekilde
tablalar (zerine yerlestirildi ve 30 dakika oda sicakliginda igiktan
korunarak inkibe edildi.

4. Yikama isleminde kullaniimak (izere PBS-T sollisyonu hazirlandi. Bunun
icin kit iginde toz halinde bulunan PBS paketinin tamami 1 L distile su
icinde ¢ozlldl ve yine kit icinde bulunan 2 ml Tween-20 eklenerek

kanstirild.
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5. Inkiibasyon sonunda lamlar, tablalar iizerinden alindi ve (izerlerinden
hizlica PBS-T sollsyonu gegirilerek yikandi. Daha sonra igerisinde PBS-
T sollisyonu olan kivet icine yerlestirilerek en az bes dakika bekletildi.

6. Temiz bir tabla tzerindeki her bir géze konjugat sollisyonundan 20'ser
Ml otomatik pipet yardimiyla damlatildi.

7. Yikama islemi tamamlanmis lamlar, fazla sivilarindan arindirilarak
konjugat ile tamamen temas edecek sekilde tablalar tizerine yerlestirildi.
Isiktan korunarak, 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

8. Yikama islemi yukaridaki sekilde (Madde 5) tekrarlandi.

9. Lamellerin Gzerine, her alana birer damla (10 pl) olmak Gzere kit icinde
bulunan gliserolden damlatildi. Daha sonra yikama islemi tamamlanmis
ve fazla sivilarindan arindiriimis lamlar, bu lamellerin (zerine kapatildi

ve incelemeye hazir hale getirildi.

Degerlendirme, floresan mikroskopta 20X ve 40X bliylitmede, KKEV ile
enfekte hiicrelerin sitoplazmasinda, 6zgul antijen-antikor birlesmesini ifade
eden parlak yesil renkli floresans veren kuiglik graniler yapilarin gorilmesiyle
yapildi. Orneklerde saptanan floresansin siddeti; pozitif ve negatif kontrollerle
karsilastinlarak zayif (+), orta (++) veya glgli (+++) pozitif seklinde

yorumlandi.
3.7. Klinik Orneklerde TOSV Arastirilmasi
3.7.1. TOSV RNA'sIinin Saptanmasi

Hasta 6rneklerinde TOSV ve diger fleboviruslarin saptanmasi amaciyla,
flebovirus cinsinin tim Uyelerini amplifiye edebilme 6zelligine sahip, virusun L
genomik segmentinde yer alan RNA polimeraz genini hedefleyen bir Pan-
Flebovirus PCR yaklagimi uygulanmistir (187). Bu amacla érnek basina 2.0 mM
MgClz, 0.4 mM dNTP ve her bir primerden 10 pmol icerecek sekilde nikleaz
icermeyen 1.5 ml'lik Eppendorf tliplerinde PCR karisimi hazirlanmigtir (Tablo
3.3). Ornek sayisina gore hazirlanan karisim, vorteks cihazinda hafifce
karistirilip 3000 rpm’de 10 saniye santrifiij edildikten sonra, her bir 6rnege ait

ve lizerinde numaralari yazih, steril 0.2 ml’lik PCR tliplerine 27 pl olacak sekilde
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paylastiriimistir. Daha sonra Ustlerine 3’er pyl cDNA 6rnegi konulup 1si dong
cihazina (Techne® TC-3000, Techne Inc., ABD) yerlestirilmistir.

PCR protokoliiniin birinci ve ikinci turlari ayni karisim icerigi ve sicaklik
dongiileri ile gerceklestirilmistir (Tablo 3.3). Ikinci tur PCR kanisiminda niikleaz
icermeyen su 20.3 pl'ye cikarilmig, ikinci tur primerleri ve ilk turdan 1 pl 6rnek

ile amplifikasyona alinmistir (Tablo 3.4).

Tablo 3.3: Pan-Flebovirus PCR Karisim Icerigi ve Reaksiyon Kosullari

Bilesenler Kosullar
10X Tampon 3l
MgCl2 2 ul
DNTP 1 pl
95°C’ de 5 dakika
Primerd 1l 95°C’ de 30 saniye
Primer2 1pl 44°C’ de 1 dakika ~ *°
dongii
Taq Polimeraz 0.3 pl 72°C’ de 1 dakika
72°C’ de 3 dakika _
ddH2.0 18.3 ul
Kalip DNA 3l

Toplam 30 ul
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Tablo 3.4: Pan-Flebovirus PCR icin Kullanilan Primer Dizileri ve Viral

Genomdaki Yerlesimleri

Primer Dizisi Yerlesim

1. 5' - ATGGARGGITTTGTIWSICIICC - 3' (2047-2069 nt)

Tur
5' - AARTTRCTIGWIGCYTTIARIGTIGC - 3' | (2600-2575 nt)

2. 5’ - WTICCIAAICCIYMSAARATG - 3’ (2074-2094 nt)

Tur
5 - TCYTCYTTRTTYTTRARRTARCC - 3’ (2318-2296 nt)

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

PCR drunlerinin gérintilenmesi icin %2'lik agaroz jelde elektroforez
yontemi uygulanmistir. Bunun igin 0.8 gr agaroz 40 ml 1X TAE sollsyonu ile
kanistinhp mikrodalga firnda homojen hale gelinceye kadar isitilmigtir.
Taraklarin yerlestirildigi jel tepsisine dokiilmeden 6nce 2 pl etidyum bromir
solisyonu (10 mg/ml) eklenmistir. Jel katilasincaya kadar oda Isisinda
bekletilmis, daha sonra elektroforez tankina yerlestirilerek PCR 6rneklerinin
yuklenmesine hazir hale getirilmistir. PCR iglemi tamamlanarak 4°C'de
bekletilen érneklerden 5’er pl alinarak parafilm izerinde 1 pl yikleme tamponu
(100 mg Orange G + 55 ml gliserol + 45 ml 1x TAE ile hazirlanmis stok
sollisyondan) ile iyice kanistinlmistir. Tankin kapadi kapatildiktan sonra
ornekler 100 Volt'luk dogru akimda (Owl Lightning Volt OSP-300, ABD) 30
dakika yUrGtllmustir. Elektroforez sonrasi jel goérintileme cihazinda
(Biospectrum 500 Imaging System, Ingiltere), ultraviyole sk altinda
incelenmistir.  1kinci tur sonucu beklenen yaklagik 244 niikleotidlik
amplikonlarin izlendigi ornekler pozitif olarak kabul edilmistir. Arastirmada
pozitif kontrol olarak standart TOSV izolati ISS.Phl.3 susu ile inoktle edilmis

Vero hicre kultlrh stpernatanlari kullaniimistir.
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3.7.2. TOSV Antikorlarinin IIFT Yontemi ile Saptanmasi

BOS ve serum 6rnekleri TOSV IgM ve IgG tipi antikorlar agisindan IIFT
yontemi ile ticari bir kit (Anti-Sandfly Fever Virus IIFT type Toscana,

Euroimmun, Almanya) kullanilarak arastiriimistir.

Arastirmada, TOSV IgM ve IgG IIFT testi Uretici firmanin Onerileri
dogrultusunda firma tarafindan temin edilen 10 g6zlii 6zel tablalar ve TOSV ile
enfekte hiicrelerin kaplandigi 10 g6zll 6zel lamlar kullanilarak asagidaki sekilde

uygulanmistir (Sekil 3.1):

1. Hasta ornekleri, kit iginde hazir olarak bulunan TS ile belirli oranlarda
dilie edilerek gahsild.

a. IgG icin serum o6rnekleri 1:100 oraninda, BOS ornekleri 1:2
oraninda TS ile dilGe edildi.

b. IgM testlerinde interferensin engellenmesi igin, serum 6rnekleri
1:10 oraninda, BOS o&rnekleri ise 1:2 oraninda dretici firma
tarafindan saglanan IgG-romatoid faktor absorbani (EUROSORB)
ile diliie edildi. Ornek diliisyonlari 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildikten sonra, pellet kismina temas etmeden slpernatan ile
caligild.

2. Tablalar tzerindeki her bir alana sirasiyla; pozitif kontrol, negatif kontrol
ve dilie edilmis hasta BOS ve serumlari otomatik pipet yardimiyla 25’er
ul damlatildi. Hava kabarcigi olusmamasina dikkat edildi.

3. Ozel 10 gozlii lamlar, serum érneklerine tamamen temas edecek sekilde
tablalar (zerine yerlestirildi ve 30 dakika oda sicakliginda igiktan
korunarak inkibe edildi.

4. Yikama isleminde kullaniimak (izere PBS-T sollisyonu hazirlandi. Bunun
icin kit iginde toz halinde bulunan PBS paketinin tamami 1 L distile su
icinde ¢ozlldl ve yine kit icinde bulunan 2 ml Tween-20 eklenerek

kanstirild.
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5. Inkiibasyon sonunda lamlar, tablalar iizerinden alindi ve (izerlerinden
hizlica PBS-T sollsyonu gegirilerek yikandi. Daha sonra igerisinde PBS-
T sollisyonu olan kivet icine yerlestirilerek en az bes dakika bekletildi.

6. Temiz bir tabla tzerindeki her bir géze konjugat sollisyonundan 20'ser
Ml otomatik pipet yardimiyla damlatildi.

7. Yikama islemi tamamlanmis lamlar, fazla sivilarindan arindirilarak
konjugat ile tamamen temas edecek sekilde tablalar tizerine yerlestirildi.
Isiktan korunarak, 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

8. Yikama islemi yukaridaki sekilde (Madde 5) tekrarlandi.

9. Lamellerin Gzerine, her alana birer damla (10 pl) olmak Gzere kit icinde
bulunan gliserolden damlatildi. Daha sonra yikama islemi tamamlanmis
ve fazla sivilarindan arindiriimis lamlar, bu lamellerin (zerine kapatildi

ve incelemeye hazir hale getirildi.

Degerlendirme, floresan mikroskopta 20X ve 40X biiylitmede, TOSV ile
enfekte hiicrelerin sitoplazmasinda, 6zgul antijen-antikor birlesmesini ifade
eden parlak yesil renkli floresans veren kuiglik graniler yapilarin gorilmesiyle
yapildi. Orneklerde saptanan floresansin siddeti; pozitif ve negatif kontrollerle
karsilastinlarak zayif (+), orta (++) veya glgli (+++) pozitif seklinde

yorumlandi.

TOSV IgM ya da IgG tipi antikorlar agisindan orta ya da guglu pozitif bulunan
ornekler, ayni serokomplekste bulunan diger viruslarla capraz reaksiyonu
degerlendirmek icin, TOSV'ye ek olarak “Sandfly Fever Naples virus (SFNV)”,
“Sandfly Fever Scilian virus (SFSV)” ve “Sandfly Fever Cyprus virus (SFCV)”
antijenlerini de igeren ticari bir IIFT (Sandfly Fever Virus Mosaic 1 IIFT,

Euroimmun, Almanya) yontemiyle incelendi.
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3.8. BNV ve TOSV Kismi Dizilerinin Tanimlanmasi

BNV ve TOSV PCR'lar ile pozitif bulunan érneklere ait amplikonlar, DNA
dizi analizi ile tanimlanmigtir. Bu amacla PCR (rlinleri "High Pure PCR Product
Purification Kit (Roche Diagnostics, Almanya) ile temizlenmis, ikinci tura ait
"forward" ve "reverse" primerler ile dizi reaksiyonu uygulanmis, ABI Prism 310
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ABD) sistemi ile degerlendirilmistir.
Dizilerin hizalanmasi ve filogenetik analizlerde Bioedit, CLC Main Workbench
v5.2 (CLCBio, Danimarka) ve MEGA yazihmlar kullaniimigtir (211).
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4. BULGULAR
4.1. Calisma Grubunda BNV Enfeksiyonlari

4.1.1. BNV Niikleik Asit Saptanmasi Sonuclari

Calismada toplam 2 olguda (2/94, %?2.1) viral RNA saptanmis ve olgular
akut BNV enfeksiyonu olarak tanimlanmistir. Bunlardan ilki, Ankara ilinde
yasayan 63 yasinda erkek hastadir (Tablo 4.1; Olgu 1). Kronik bdbrek
yetmezligi bulunan hasta, Haziran 2012'de konfiizyon ve dezoryentasyon
bulgulariyla acil servise bagvurmustur. BOS biyokimyasinda artmis protein (217
mg/dL) izlenen olgunun, elektroensefalogram (EEG) incelemesinde yaygin
yavas dalgalar gorilmustir. Kraniyal manyetik rezonans gorintileme (MRG)
tetkikinde beyaz cevherde bilateral intansite artisiyla karakterize lezyonlar,
korpus kallozum ve periventrikiler alanlarda difiizyon kisitligi rapor edilmistir.
Yatirilarak destekleyici tedavi ile 17 gunlik takibi sonunda herhangi bir sekel
izlenmeden taburcu edilen olguda, 2.giin alinan serum 6rnedinde BNV RNA

saptanmistir.

Ikinci olgu ise Ankara ilinde yasayan, 87 yasinda kadin hastadir (Tablo
4.1; Olgu 2). Mayis 2012'de biling bulaniklidi, ekstremite ve ylizde miyoklonik
atim bulgulari ile bagvuran hastada, bir hafta éncesinde ategli hastalik dykisu
bulunmaktadr. Ilk laboratuvar incelemelerinde hiponatremi (Na: 116 mEq/L)
ve artmig alanin ve aspartat aminotransferaz dizeyleri (ALT: 41 U/L, AST: 81
U/L) saptanan olgunun EEG'sinde yaygin yavas dalgalar izlenmis, MRG'de ise
sag dorsal talamik bdlgede difiizyon kisithigi saptanmistir. Uygulanan
antiepileptik ve destekleyici tedaviye ragmen, hastanin noérolojik durumunda
dizelme olmamis; EEG'de paroksismal lateralize epileptiform desarjlar (PLED)
ve MRG'de temporoparietal korteks, insula ve talamus bdlgelerinde hiperintens
lezyonlar, ayrica sitotoksik ve vazojenik édem ortaya gikmistir. Ensefalit 6n
tanisi ile lumbar ponksiyon uygulanan hastada BOSta diisuk glukoz diizeyi (24
mg/dl) saptanmis; ayrica BOS ve serum o&rneginin her ikisinde tekrarlayan

testlerle BNV RNA'sI pozitif olarak bulunmustur. Pozitif 6rneklemenin ardindan
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23 giin siiresince alinan dort serum 6rnegi BNV RNA ve 0zgiil antikorlar icin
negatif olarak degerlendirilmistin.  Olgunun klinik takibinde ndorolojik
belirtilerinde dlzelme, kontrol EEG ve MRG onceki lezyonlarda gerileme
izlenmesine karsin, yatisinin  10. haftasinda nozokomiyal enfeksiyonlar

nedeniyle eksitus olmustur.

Tablo 4.1: BNV Enfeksiyonu Saptanan Olgularin Ozellikleri

Yas/Cinsiyet Yasadigi Belirti ve Bulgular Laboratuvar Tanisal

Sonuclari Testler

1 87 / Kadin Ankara Atesli hastalik sonrasi Artmis ALT ve Serumda
biling bulaniklig, AST BNV RNA
Ekstremitelerde (JX310862),
miyoklonik atimlar BOS'ta BNV
RNA
(JX310863)
2 63 / Erkek Ankara Konfiizyon, BOS'ta artmis Serumda
Oryantasyon kaybi protein BNV RNA
(KF437832)

ALT: Alanin aminotransferaz; AST: Aspartat aminotransferaz

Her iki olguda BNV "nested" PCR ikinci turu amplikonlarinin dizi analizi,
enfeksiyon olusturan viruslarin BNV koken 1 grup 1a izolatlarina benzerligini
ortaya koymustur (Sekil 4.1, Sekil 4.2). Calismada elde edilen diziler GenBank'a
goénderilerek ulagim kodu alinmistir (JX310862, JX310863 ve KF437832).
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Sekil 4.1: 1 Numarali BNV Olgusunda (Tablo 4.1) Serum ve BOS Orneklerinde
Saptanan Kismi BNV Dizilerinin Analizi. Filogenetik agag “Neighbor-Joining”
yontemi ve MEGA v.5 yazilmi (www.megasoftware.net) ile olusturulmustur.
“Bootstrap” dederleri agacta gosterilmis ve 500 replikasyon icin hesaplanmistir.
Karsilastirmada kullanilan BNV dizileri igin izolat isimleri ve GenBank ulasim

kodlari belirtilmistir. Japon ensefaliti virusu (JEV) izolati GP78'e ait dizi “outlier

olarak analize eklenmistir. (¢: Calismada elde edilen diziler).
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Sekil 4.2: 2 Numarali BNV Olgusunda (Tablo 4.1) Serum Orneginde Saptanan
Kismi BNV Dizilerinin Analizi. Filogenetik agag “Neighbor-Joining” yéntemi ve

MEGA v.5 yazihmi (www.megasoftware.net) ile olusturulmustur. “Bootstrap”

dederleri agacta gosteriimis ve 500 replikasyon igin hesaplanmistir.

Karsilastirmada kullanilan BNV dizileri igin izolat isimleri ve GenBank ulagim

kodlar belirtilmistir. Japon ensefaliti virusu (JEV) izolat GP78'ye ait dizi “outlier”

olarak analize eklenmistir. (e: Calismada elde edilen dizi).
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4.1.2. BNV Antikor Sonuclari

IIFT yontemi ile yapilan dederlendirmede 9 olguda (9/94, %9.6) serum
orneginde pozitiflik izlenmis, bunlarin 4'tinde IgM, 5’inde IgG seroreaktivitesi
saptanmistir. Tim o6rneklere eslik eden BOS o6rnekleri ise BNV antikorlari

acisindan negatif olarak bulunmustur (Tablo 4.2).

Tablo 4.2: Incelenen Olgularda BNV Serolojk Test Sonuclari

IIFT
BNV ZayIf Pozitif Orta/GUglu Pozitif
(+) (++/+++)
IgG 0/94 (%0) 5/94 (%5.3)
IgM 0/94 (%0) 4/94 (%4.3)
IgG + IgM 0/94 (%0) 0/94 (%0)
Toplam 9/94 (%9.6)

4.2. Calisma Grubunda KKEV Enfeksiyonlari
4.2.1. KKEV Antikor Sonuglari

ELISA yontemi ile toplamda 12 olguda (12/94, %12.7), birisinde IgG de
eslik etmek tizere IgM tipi KKEV antikorlari saptanmigtir. Tim 6rneklere ait BOS

orneklerinde IgM ya da IgG antikorlar negatif olarak izlenmistir.

ELISA ydntemi ile orta veya glgliu pozitif bulunan drneklerin IIFT ile
tekrar degerlendirilmesi sonucunda birisinde IgG de eslik etmek (izere 4

ornekte IgM tipi KKEV antikor pozitifligi saptanmistir (Tablo 4.3).
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ELISA IIFT
Zayif Orta/Guglu Zayif Orta/Guglu
KKEV Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
(+) (++/+++) (+) (+4/+++)
IgG 0/94 (%0) 0/94 (%0) 0/94 (%0) 0/94 (%0)
IgM 0/94 (%0) | 11/94 (%11.7) | 0/94 (%0) | 3/94 (%3.1)
IgG+IgM | 0/94 (%0) 1/94 (%]1) 0/94 (%0) 1/94 (%]1)
Toplam 12 (%12.7) 4/12 (%33.3)

4.3. Calisma Grubunda Flebovirus-TOSV Enfeksiyonlari
4.3.1. Flebovirus-TOSV Niikleik Asit Sonuclari

Incelenen olgulardan birinde (1/94, 1.1%) TOSV'a bagl atesli hastalik

tanisi, serumda viral RNA saptanmasi ve takip eden &rnekte IgM
serokonversiyonunun gdsterilmesi ile konulmustur (Tablo 4.4, Olgu 1). Olgu
23 yasinda Ankara'da yasayan kadin hastadir. Agustos 2013'de yiiksek ates
(39.5°C), halsizlik, titreme, artralji, dengesizlik, kilo kaybi ve gece terlemesi
sikayetleriyle basvuran hastada, demir replasmani aldigi anemi Oykisi
(1.2 x 103

trombositopeni (1.23 x 10° hiicre/ml), lenfopeni (500 hiicre/ml), hafif yiliksek

mevcuttur. Laboratuvar testlerinde |6kopeni hicre/ml),
alanin aminotransferaz (ALT, 69U/L), aspartat aminotransferaz (AST, 75U/L),
gama-glutamil transferaz (GGT, 58U/L) ve alkalin fosfataz (AP, 148U/L), ayrica
diisiik hemoglobin (7.5g/dL) ve eritrosit (3.3 x 106 hiicre/ml) izlenmistir.
Abdomen ultrasonografisinde minimal hepatosplenomegali izlenen olgu,
destekleyici tedaviye yanit vermis, l16kosit ve trombosit sayilari normalleserek

yatisinin 8. guintinde taburcu edilmistir.
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No. Yas/Cinsiyet Yasadigi Belirti ve Laboratuvar Tanisal
Sehir  Bulgular Sonuglari Testler

1 23 / Kadin Ankara Ates, Titreme, Lékopeni, Serumda TOSV
Artralji, Bas adrisi, Lenfopeni, RNA (KC290931),
Kilo kaybi, Gece Trombositopeni, TOSV IgM
terlemeleri, Diisiik Hb, .

Serokonversiyonu
Dengesizlik Artmis AP, GGT,
ALT ve AST

2 58 / Erkek Ankara Ates, Artralji, Bas Lokositoz, Serumda TOSV

agrisi Artmis ESR, IgM
CRP ve GGT

3 32 / Erkek Konya Atesli hastalik sonrasi | Artmis LDH ve Serumda TOSV
ortostatik CPK IgM
hipotansiyon, Bulanik
goérme, Vertigo

4 24 [/ Kadin Ankara Ategsli hastalik sonrasi | Lokositoz, Serumda TOSV
kas gligsiizliga, Artmis BOS IgM
Halsizlik, Yorgunluk proteini

5 36 / Kadin Antalya Bas adrisi, Lokositoz, Serumda TOSV
Bulanik gérme, Artmis ESR, 1gM

Artmis BOS
Bulanti ve kusma e e BOE
proteini,

6 24 [/ Kadin Mersin Bas agrisi, Halsizlik, Lokositoz, Serumda TOSV
Yorgunluk, Kaslarda Lenfopeni, IgM + IgG,
parezi, Fasiyal Artmis ESR, BOS'ta TOSV IgM
paralizi, Sensorindral | ALT, AST, GGT,
isitme kaybi, Bulanik | Artmis BOS
goérme, Bulanti ve basinci ve BOS
kusma proteini

ESR: Eritrosit sedimentasyon hizi; CRP: C-reaktif protein; AP: Alkalin fosfataz; ALT: Alanin aminotransferaz; AST:

Aspartat aminotransferaz; GGT: Gama-glutamil transferaz; LDH: Laktat dehidrogenaz; CPK: Kreatin fosfokinaz
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Hastaneye kabulinin ilk glniinde alinan serum o6rneginde Pan-
Flebovirus PCR pozitif sonug vermis, amplikonlarin dizi analizi ile enfeksiyon
olusturan virus "TOSV genotip A" olarak tanimlanmistir (Sekil 4.3). Elde edilen
247 baz ciftlik kismi dizinin (GenBank ulagim kodu: KC290931), daha 6nce
hastanemizde saptanan dizi ile (GenBank ulasim kodu: HM151316) ayni oldugu
izlenmig, ayrica 2012 yilinda Trakya bdlgesinde saptanan dizilere %99.19
benzerlik gosterdigi gorilmustiir. Olgudan takip sirasinda 4. glinde alinan
serum ornegi, viral RNA acisindan negatif olarak izlenmis, ancak zayif TOSV

IgM pozitifligi saptanmistir.

TOSV.ESH62100.Spain.FJ153279.1
86 [l TOSV.EsPhGR40.Spain.FJ153280.1
66 Genotype B
TOSV.H/IIMTSSA France.FJ153281.1
{66 TOSV.4058515.Spain.FJ356705.1
@ TOSV.Ankara.2012.KC290931
TOSV.ISSPhI3.Italy.NC006319.1
95 100 Genotype A
4| TOSV-1500590.France DQE75233.1
TOSV.EThrace.2012.KC290930

SFNaples virus.Poona.EF095548.1
Rift Valley fever virus.Smithburn.DQ375430.1
Chios virus.AY293623.1
SFSicilian virus.Sabin.EF095551.1
100 L{j SFCyprus virus.AY962268.2
SFTurkey virus.GQ847513.2

Uukuniemi virus.NC005214.1

86

92

i
0.05

Sekil 4.3: 1 Numarali TOSV Olgusunda (Tablo 4.4) Serum Orneginde
Saptanan Kismi TOSV Dizilerinin Analizi. Filogenetik agag “Neighbor-Joining”
yontemi ve MEGA v.5 yazilmi (www.megasoftware.net) ile olusturulmustur.
“Bootstrap” degerleri agacta gosterilmis ve 500 replikasyon icin hesaplanmistir.
Karsilastirmada kullanilan Flebovirus dizileri igin izolat isimleri ve GenBank
ulasim kodlar belirtilmistir. Uukuniemi virusuna ait dizi “outlier” olarak analize

eklenmistir. (e: Calismada elde edilen dizi).


http://www.megasoftware.net/
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4.3.2. TOSV Antikor Sonuclarn

IIFT yontemi ile yapilan degerlendirmede 36 olguda (36/94, %38.3)
TOSV antikorlari agisindan pozitiflik izlenmistir (Tablo 4.5). Biri hari¢ tim
olgularda BOS'ta IgM ve IgG antikorlari negatif bulunmustur. Bir olguda
serumda glcli IgM ve zayif IgG pozitifligi saptanmistir (Tablo 4.4, Olgu 6).
Ayni olguda BOS'ta zayif IgM pozitifligi de saptanmistir.

Tablo 4.5: Incelenen Olgularda TOSV Serolojik Test Sonuclari

IIFT
TOSV ZayIf Pozitif Orta/Guglu Pozitif
(+) (++/+++)
IgG 11/94 (%11.7) 4/94 (%4.2)
IgM 7/84 (%7.4) 12/94 (%12.7)
IgG + IgM 0/94 (%0) 2/94 /%2.1)
Toplam 36 (%38.3)

Coklu virus antijeni iceren mozaik IIFT ve VNT testi, orta ya da guiglu
IIFT pozitifligi izlenen 18 olgunun 13'Unde uygulanmis, 5 olguda 6rnek
miktarinin yetersizligi nedeniyle yapilamamistir. Tim 6rneklerde SFNV ve/veya

TOSV antijenlerine karsi reaktivite gosterilmistir.

Sekil 4.4: TOSV Antikorlar Pozitif Orneklerin Floresans Mikroskobunda

GOrltnimi (Vero hicresi; a: 1x100 blyttme, b: 1x400 bulyitme)
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5. TARTISMA

Tum dinyada ategli hastalik ya da menenjit/meningoensefalit seklinde
klinik bulgu veren vektor-kaynakl viral enfeksiyonlar, endemik bdlgelerde
yasayan veya buraya seyahat eden kisilerde 6nemli bir saglk sorunu olarak
izlenmektedir. Bu enfeksiyonlarin etkiledigi bolgelerin, kiiresel 1Isinma, ticaret
aglarinin genislemesi, hizli ve yaygin seyahat olanaklarinin artisi gibi cesitli
sebeplerle genisleyecedi de o©ngorilmektedir. Vektdr kaynakll viral
enfeksiyonlarin hemen higbirisinin 6zgul bir antiviral tedavisinin bulunmamasi
nedeniyle, ilgili viruslarin epidemiyolojisi ve yayiliminin netlestiriimesi, hem
enfeksiyonlarin ortaya cikabilecegi boélgelerin 6nceden tahmin edilebilmesi,
hem de vektor kontroli ya da asilama gibi Onleyici tedbirlerin zamaninda

alinabilmesi acisindan 6nem arz etmektedir (212).

BNV, KKEV ve TOSV, genis kitleleri etkileyen ve norolojik tutulum
sonucunda énemli morbidite ve mortaliteye sebep olan, 6nemli vektdr-kaynakl
viral enfeksiyon etkenleri arasinda yer almaktadir (213). Ulkemiz bircok vektor
kaynakli viral hastalik igin endemik kabul edilen cografyada yer almasi; ayrica
adl gegen bu viruslarla insan maruziyetine isaret eden veriler bulunmasina
ragmen, iyi tanimlanmis olgular nadir bildirilmektedir (4). Gergeklestirilen bu
tez calismasinda MSS tutulumu ile seyredebilen, nedeni belirsiz ategli
hastaliklarda BNV, KKEV and TOSV'nin etken olarak rollinin arastiriimasi
amaglanmistir. Genel olarak viral menenijit ve ensefalitler, cok genis bir etken
yelpazesine ve klinik tabloya sahiptir. Etiyolojinin aydinlatiimasi igin tanisal
testlerin yani sira bocek ve hayvan isiriklari, yapilan seyahatler, bagisiklik
durumu dahil olmak Uzere kapsamli ve ayrintili inceleme gerekmektedir. MSS
enfeksiyonu olan hastalarda genellikle ani baslangigli ates, bas agrisi, ense
sertligi, fokal norolojik defisit, BOS'ta pleositoz, BT veya MRG'de anormallikler
ortaya cikmaktadir. Calismamiza dahil edilen olgularda genel ézellikler ve 6zgtl

olmayan laboratuvar bulgulari da irdelenmistir.
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Calisma kapsaminda incelenen toplam 94 olgunun 2'sinde (%2.1) akut
BNV enfeksiyonu saptanmistir. Akut enfeksiyon tanisi olgularin birinde serum,
digerinde BOS ve serum 6rneginde BNV RNA saptanmasi ve dizi analizi sonucu
konulmustur. Saptanan olgulardaki klinik tablo; 63 yasinda erkek hastada
ensefalit bulgulari, 87 yasinda kadin hastada ise ensefalit, epileptiform
desarijlar ve myoklonik atimlar seklindedir (Tablo 4.1). Tani konulan olgulardan
ilki, BNV ensefaliti icin oldukca tipik klinik ve laboratuvar bulgulari ile
seyretmistir. Ancak 1 no’lu olguda izlenen bulgular atipik 6zellik
gostermektedir. Bu olguda izlenen hiponatremi ve anormal karaciger enzimleri;
rapor edilen serilerde sirasiyla %33-50 ve %21-24 oranlarinda saptanmaktadir
(214, 215). BOS'ta 40 mg/dI'nin altinda glukoz diizeyleri ise ¢ok daha nadirdir
ve 238 olgu igeren bir seride sadece bir olguda tanimlanmigtir (216). Ensefalit
ile seyreden BNV enfeksiyonlarinda EEG'de yaygin, 6zgil olmayan yavas dalga
anomalileri izlenmektedir (216-218). Herpetik ensefalitlerde sik saptanan bir
EEG bulgusu olan PLED, BNV ensefalitinde ¢ok daha nadir olarak ortaya
cikmaktadir (219). Kranial BT genellikle normal olarak izlenir; MRG bulgular
ise siklikla 6zgiil degildir (216, 220). Bununla birlikte, MRG incelemesinde
patoloji izlenen olgularda 6zellikle bazal gangliyonlar ve talamus bdlgesinde
sinyal anomalileri rapor edilmektedir (216, 220). 1 no’lu olgumuzda da 6zellikle
ensefalitin belirgin oldugu donemde, temporoparietal korteks ve talamusta
hiperintens lezyonlar izlenmistir. Sonug olarak izledigimiz klinik, laboratuvar ve
goriintlileme bulgular, olgumuzun BNV'ye bagl MSS enfeksiyonlarinda

oldukca nadir goriilen bir klinik tablo gosterdigini ortaya koymaktadir.

BNV’ye bagli merkezi sinir sistemi (MSS) tutulumu, ensefalit, menenijit
ya da miyelit bulgulan ile seyredebilmektedir. BNV'ye bagli néroinvazif
hastaliklarin yaklasik %60Inda ensefalit bulgulari gérilmekte ve daha ziyade
55 yasin (zerindeki olgularda veya altta yatan immiin yetmezlik varliginda
ortaya cikmaktadir (216, 221). Ancak status epileptikus ve diger epileptik
sendromlar oldukca dlisiik siklikla izlenmekte; Ust ekstremiteleri ve/veya yiiz

kaslarinda ortaya gikan tremor ve miyoklonus, ensefalit izlenen olgularin Ggte
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birinden azinda gorilmektedir (220, 222). Sik saptanan laboratuvar bulgulari
ise serumda beyaz kiire artisi, BOS'da pleositoz ve artmis protein dlzeyidir
(220).

Ulkemiz kaynakli MSS tutulumu izlenen BNV olgu raporlari sinirli
sayidadir. Ankara bdlgesinde, hastanemizde BNV ensefaliti 2009 yilinda, 62
yasinda kadin hastada, 2010 yilinda ise 56 ve 61 yaslarindaki iki erkek hastada
dogrulanmistir (81, 82). Bu olgularda fokal noérolojik bulgu izlenmeksizin
ylksek ates, bas agrisi, halsizlik, konflizyon ve biling kaybi bulgulan ortaya
cikmistir. BOS incelemelerinde lenfositik pleositoz, artmis protein ve 6zgiil IgM
antikorlari saptanmig; EEG, bilgisayarli tomografi ya da MRG incelemelerinde
ise dikkate deger bulgu rapor edilmemistir. Tiim olgular destekleyici tedavi ile
norolojik sekel olmadan iyilesmistir (81, 82). Ankara boélgesinde 2011 yilinda
rapor edilen bir diger olguda ise, biling bulanikligi, oryantasyon bozuklugu ve
olgumuza benzer sekilde tremor, karaciger enzimlerinde yikseklik, BOS'da
pleositoz ve artmis protein, serumda ise BNV'ye 6zgil IgM saptanmis; yatisinin
dokuzuncu gtinlinde hasta eksitus olmustur (223). 2010 yilinda ise Ege bdlgesi
basta olmak (izere gesitli illerden olgularin saptandidi bir BNV salgini ortaya
ctkmig, 35 muhtemel ve 12 serolojik olarak dogrulanmis BNV enfeksiyonu
saptanmistir (80). Olgularin 40Inda noroinvazif bulgularin ortaya ciktigi
salginda sik izlenen belirtiler ates, bas agrisi, bulanti/kusma, biling degisiklikleri
seklinde olup, 15 olguda konvdilsiyonlar gérilmistir. BOS incelemesinin sinirli
sayida olguda yapilabildigi salginda, fokal nérolojik bulgular ya da viral RNA
pozitifligi konusunda bilgi bulunmamaktadir. Bir diger olgu ise, renal
transplantasyon sonrasinda menenijit bulgulari ve tonik-klonik nébetler izlenen
ve BOS'da BNV RNA saptanan, Ege bdlgesi kokenli bir olgudur (224).
Gorillduga gibi, Ulkemiz kaynakli BNV olgularinin 6nemli bir kismini MSS
tutulumu izlenen ileri yas ve/veya altta yatan hastaligi olan kisiler, ya da
bélgesel salgin seklinde ortaya cikan olgular olusturmaktadir. Bu durum, klinik
uygulamalarda BNV de aralarinda olmak tzere vektor kaynakl enfeksiyonlarin

genel olarak ayirici tanida dikkate alinmadigini isaret eder niteliktedir. Serolojik
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taninin, capraz reaksiyonlar nedeniyle sorunlu oldugu; nikleik asit testlerinin
ise yaygin olarak uygulanmadigi bu ve benzeri enfeksiyonlarin, gercek sikligi

ve yayginhginin ortaya konulmasi glic goriilmektedir.

Filogenetik analizler, BNV izolatlarinin bes farkli genetik koken seklinde
gruplanabilecegini; yaygin olarak dagilim gosteren kokenlerin ise kdken 1 ve
kdken 2 oldugunu gostermektedir (2, 28). Avrupa ve Akdeniz havzasinda insan
ve atlarda saptanan BNV enfeksiyonlarinda siklikla koéken 1 viruslar
saptanmaktadir (2). Bununla birlikte 6zellikle Yunanistan basta olmak Uzere
cesitli Avrupa Ulkelerinde kdken 2 viruslar gorilmekte, bazi Ulkelerde her iki
kdkene ait viruslar dolasimda bulunabilmektedir (225, 226). Calismada
tanimlanan olgularda, serum ve BOS 6rneklerinde saptanilan BNV'nin, koken 1
grup 1a viruslarina yakinhk gosterdigi ortaya konulmustur (Sekil 4.1, Sekil 4.2).
Ayni kdken viruslar ilk kez 2011 yilinda, Ankara ve Eskisehir kaynakli at ve
insan olgularinda saptanmistir (227). Sunulan olgudan elde edilen diziler, Orta
Anadolu bdlgesinde kdken 1 viruslarin dolasimda oldugunu goésteren ilk verileri

dogrular niteliktedir.

Calismada incelenen 94 olguda, BNV'ye o6zgul IgG ve IgM tipi
antikorlarin IIFT ydntemiyle arastirilmasi sonucu 4 olguda (%4.3) serumda
IgM, 5 olguda (%5.3) ise yine serumda IgG tipi antikorlar saptanmistir (Tablo
4.2). 1zlenen seroreaktivitenin BNV agisindan 6zgiilliiiiniin dogrulamasi icin,
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali'nda altin standart
test kabul edilen PRNT yontemi uygulanmigtir. IIFT ile IgM saptanan drneklerin
tamami PRNT'de negatif olarak izlenmis; ancak IgG pozitif 6rneklerde
seroreaktivitenin virusa 6zgil oldugu izlenerek, olgularin %5.3'linde virusa
maruziyet dogrulanmistir. Bu bulgu, olgularda daha 6nceden meydana gelmis

BNV maruziyetlerine isaret etmektedir.

Ulkemizde insanlarda BNV maruziyetini dair ilk calismalar giiniimiizden
yaklasik 40 yil 6ncesinde yapilmig; HI yontemi ile antikor prevalansi farkli illerde

%6 ila %47.8 arasinda dedisen oranlarda izlenmistir (70, 228). Bu yiksek
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oranlarin, flaviviruslar arasinda izlenen ve HI gibi gruba 6zglil testlerde ortaya
cikan antijenik capraz reaksiyonlara bagli olmasi kuvvetle muhtemeldir (58).
1980 yilinda Ege bdlgesinde yapilan ve 1074 kisinin dahil edildigi calismada
%?21.5 oraninda nétralizan antikor varligi bildirilmistir. Daha yakin tarihte, 2005
yiinda Ozkul ve arkadaslarinin ilkemizin cesitli bélgelerinde yaptiklari
arastirmasinda, BNV seroprevalansi insanlarda %20.4 olarak bulunmus; 2007
yilinda, Glineydogu Anadolu bdlgesinde saglkh kisilerde yapilan bir baska
calismada BNV maruziyeti %9.4 olarak bildirilmistir. Kan donérlerinde yapilan
daha giincel bir calismada seroprevalans %0.56 olarak bulunmus, I Anadolu
bélgesinde ikamet eden Kkisilerde virusa maruziyet dogrulanmistir (75).
Hastanemiz ve Ankara bdlgesinde 2011 yilinda, 1200 kan dondrtnin dahil
edildigi arastirmada %0.8 oraninda nétralizan antikor tespit edilmistir (76).
Gorllduga gibi tlkemizin gesitli bolgelerinden BNV maruziyetine dair gesitli
calismalar bulunmakta, %0.56-21.5 arasinda degisen oranlarda BNV
seroprevalansi bildirilmektedir. Ayrica 2014 yilinda yayinlanan, Mersin ilinde
yapilan ve 920 kan dondriinde bir baska flavivirus olan Dengue virusunun
incelendigi arastirmada, ELISA ile 160 ornekte pozitiflik izlenmis, capraz
reaksiyonu ekarte edebilmek icin yapilan BNV PRNT'de 137 Ornekte BNV
notralizan antikorlarin varligi saptanmistir (229). Bu galismadan elde edilen
veriler, flaviviruslara karsi izlenen seroreaktivitenin en dnemli nedeninin BNV
enfeksiyonlarina baglh oldugunu gosterir niteliktedir.

BNV, cok cesitli memeli tiiriinii enfekte edebilmektedir. Ulkemiz adresli
calismalarda, gesitli insan digi duyarl konaklarda virusa maruziyet gosterilmistir
(4). Bunlarin arasinda farkh bdlgelerden 10 ilde yapilan bir serostrveyans
calismasinda birgok memeli tiiriinde virusa maruziyeti dogrulanmis, katirlarda
%?2.5, buylkbas hayvanlarda %4, kopeklerde %37.7, atlarda %13.5 ve
koyunlarda %1 oranlarinda nétralizan antikorlar tespit edilmistir (73). Atlarda
2013 yilinda semptomatik enfeksiyonlarin gorildiigi Eskisehir'de 2013 yilinda
yapilan bir seroprevalans %31.6 olarak bildirilmis oraninda; takip eden
calismalarda yaygin bir cografyadan elde edilen o6rneklerde, aralarinda

koyunlar, o¢rdekler ve atlar olan bir kohortta seroprevalans %1.9-10.5
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oranlarinda izlenmig, ayrica asemptomatik viremi saptanan atlar tespit
edilmistir (227, 230). Tim bu veriler, insan harici gesitli konaklarda virus
maruziyetini dogrulamakta, virusun llkemizde yaygin olarak bulundugunun

altini gizmektedir.

Diger bir vektor kaynakl viral MSS enfeksiyonu etkeni olan KKEV'dir.
KKEV enfeksiyonlari asemptomatik veya grip benzeri hastalik seklinde
gecirebilecegi gibi olgularin yaklasik tgte birinde MSS tutulumu goériimektedir.
MSS enfeksiyonlari hafif menenjit bulgularindan adir ensefalite kadar
degisebilen siddette seyretmekte, ayrica kalici sekele neden olabilmektedir
(133). Ulkemizdeki KKEV aktivitesine dair bilgiler, Akdeniz ve Ege bélgesi
kaynakli klinik olgu ve kisith gruplarda serosiirveyans verileri seklindedir (4).
Daha giincel calismalarda ise virus maruziyeti Karadeniz ve I¢ Anadolu
boélgelerinde saptanmisg, Ankara ilinden muhtemel olgular rapor edilmistir (4,
82).

Ulkemizden bildirilen ilk muhtemel KKE olgulari 1968 yilinda izmir'den
bildirilmig; etiyolojisi aydinlatilamayan MSS tutulumu olan 3 kiside akut ve
konvelesan serum Orneklerinde artan KKEV antikor titresindeki artis, HI
yontemi ile gosterilmistir (150). Olgularin tamaminda agirlikli olarak menenjit
bulgulari 6ne ¢ikmis ve hastalik sekelsiz iyilegsmistir. Tokatta 2008 yilinda
yapilan bir arastirmada, Kinm Kongo kanamali atesi siipheli 39 hastanin 7’sinde
ELISA ile KKEV IgG tipi antikor varligi gosterilmis, bir hastanin muhtemel KKE
olgusu olabilecegi bildirilmistir (231). Rapor edilen olgu, ciftgilikle ugrasan 74
yasinda erkek hasta, ates, halsizlik, bas agrisi ve biling kaybi ile basvurmus,
serumda KKEV IgM pozitifligi, I6kositoz ve trombositopeni izlenmistir. Kene
Isirngi ykisl olmayan hastada genel durum giderek bozularak, basvurunun
Uglincl haftasinda 6liimle sonuglanmistir. Hastanemiz kaynakli olgularda 2009
yilinda yapilan bir calismada da, nedeni bilinmeyen MSS enfeksiyonu &6n
tanisiyla izlenen 108 hastanin 8'inin (%7.4) serum 6rneginde IgM tipi KKEV
antikorlar  gosterilmigtir  (151). Olgularin hafif seyirli menenjit veya

meningoensefalit tablosu gosterdidi, ayrica bir hastada kene isirngi oykiisi ve
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KKE'de sik rastlanan bifazik klinik seyir izlendigi bildirilmistir. Arastirmada
saptanan olgularin, ensefalit bulgulari ile izlenen ve taburculukta kas parezisi

devam eden hasta haricinde sekelsiz iyilestigi bildiriimektedir.

Calismamizda incelenen olgularda KKEV maruziyeti, yalniz serolojik
testler kullanilarak arastinimistir. Bunun baslica nedenleri, kisith miktarda elde
edilebilen 6zellikle BOS gibi 6rneklerde, dolasimda daha yaygin bulunan diger
etkenlerin oncelikli olarak incelenmesi ve KKE olgularinda MSS tutulumunun
daha ge¢ donemde ortaya c¢ikmasi nedeniyle viral nikleik asit saptanma
oraninin dislik olmasi sayilabilir (137). Calismada yapilan degerlendirmede,
KKEV ELISA ile 11 serum 6rneginde IgM, 1 serum 6rneginde ise IgM ve IgG
tipi antikorlar saptanmistir. Antikor tespit edilen 6rneklerde IIFT ile yapilan
yeniden degerlendirmede ise, IgM saptanan 11 érnegin 3'linde, IgM ve IgG
saptanan 1 ornekte ise IIFT ile pozitiflik elde edilmistir (Tablo 4.3). Bu
sonuglara karsin, 6zglllik dogrulamasi icin Robert Koch Enstitlisi KKEV
Referans Laboratuvari'nda (Berlin, Almanya) uygulanan PRNT’de tiim érnekler
negatif olarak degerlendirilmistir. Sonug olarak farkl testlerde saptanan
seroreaktiviteye ragmen, elde edilen pozitif sonuglar KKEV acisindan
dogrulanamamustir. Incelenen érneklerin hepsi BNV IIFT IgM ve IgG agisindan
negatiftir. Bu bulgular, calisma grubunda KKEV'nin etken oldugu Kklinik
sendromlarin bulunmadigina isaret etmekte; izlenen seroreaktivitenin ise
yalancl pozitiflik oldugunu distindirmektedir. Bu bulgular, Glkemizde bulunan
ve gapraz reaksiyon nedeni olabilecek BNV maruziyeti ekarte edilse bile, uygun
klinik tabloya sahip olgularda dahi, 6zgllliik dogrulamasi yapilmadan KKEV ile
ilgili pozitif tarama testi sonuglarina siiphe ile yaklagiimasi gerektigini

gostermektedir.

BNV ile karsilastirildiginda gérece daha nadir olmasina karsin, Tirkiye
kaynakli raporlarda, dogrulanmis KKEV maruziyeti saptanmistir. Ornegin Ege
boélgesinde uygulanan bir arbovirus serosiirveyansinda; incelenen 1074 saglikl
kisinin 13‘Uinde (%1.21) nétralizan antikor varhigi goésterilmistir (72). 2009
ylinda 2454 saglik kan dondriini kapsayan bir calismada ise, KKEV
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seroprevalansi %1.9 (47/2454) olarak izlenmis; Zonguldak ili'nde ikamet eden
ve ormanlik bolgelerde vakit gecirme dykiisi olan, saglikli bir kan dondériinde
saptanan pozitiflik, PRNT ile dogrulanmistir (151). Bu veriler, lilkemiz kaynakli
KKEV maruziyetinin nadir de olsa gergeklesebildigini gostermektedir. Bununla
birlikte gerek dogrulanmis serosiirveyans verileri, gerek kesitsel olgu
incelemeleri, KKEV enfeksiyonun BNV ya da TOSV'a gore cok daha dusik
oranda ortaya c¢iktigina isaret etmektedir. KKEV ile ilgili calismalarin, ézellikle
vektor I ricinus cinsi kenelerin endemik olarak bulundudu bodlgelerde
yapilmasi, virusun epidemiyolojisi konusunda daha giincel verilerin Uretilmesi

acisindan etkili olabilir.

Calismamizda incelenen MSS enfeksiyonu etkeni bir diger virus ise
TOSV'dur. TOSV, iginde bulundugu Bunyaviridae ailesi Flebovirus cinsindeki
viruslar arasinda, noérotropizm ve MSS tutulumu ile seyrettigi kesin olarak
gosterilmis tek virustur (166). Calismada incelenen 94 olgunun 2'sinde (%2.1),
akut TOSV enfeksiyonu tanisi konulmustur. Olgulardan ilki, MSS bulgulari
izlenmeyen atesli hastalik nedeniyle hastanemize bagvurmus, alinan serum
orneginde TOSV RNA saptanarak tani almis ayrica takip Orneginde IgM
serokonversiyonu gosterilmistir (Tablo 4.4; Olgu 1). Amplikonlarin dizi analizi,
enfeksiyon etkeni izolatin TOSV genotip A izolatinin, oldugunu ortaya
koymustur (Sekil 4.3). Atesli evreyi takiben fasiyal paralizi ve isitme bozuklugu
izlenen diger olguda, IIFT ile serumda IgM+IgG pozitifligi, BOS'ta ise IgM
pozitifligi saptanarak tani konulmustur (Tablo 4.4; Olgu 6). Ankara Universitesi
Veteriner Fakdltesi Viroloji Anabilim Dali'nda uygulanan noétralizasyon testleri
ile olguda serumda saptanan IgM ve IgG tipi antikorlarin TOSV icin 6zgulligu
dogrulanmistir. BOS'ta saptanan IgM pozitifligi yetersiz 6rnek miktari nedeniyle
degerlendirmeye alinamamistir. Olgularin 4'linde ise, viral RNA ya da BOS'ta
antikor saptanmasi olmadan, serumda 6zgll IgM tipi antikorlar saptanmistir
(Tablo 4.4; Olgu 2-5). Bu olgular, Amerikan "Centers for Disease Control and

”i

Prevention” 'un noroinvazif arbovirus enfeksiyonlari igin 6nerdigi kriterlere gore

"muhtemel enfeksiyon" olarak siniflandirnimaktadir (232). Bu ve benzeri
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durumlarda enfeksiyonun etyolojisinin kesin olarak ifade edilememesinin
nedenleri arasinda, serumda IgM saptanan etkenle olan maruziyetin, mevcut
norolojik bulgular ile dogrudan iliskilendiriliememesi ve arasinda BNV ve
TOSV'un da oldudu bazi vektdr kaynakli enfeksiyonlarda izlenebilen uzamis
IgM pozitifligidir. Sonug olarak calismamizda viral RNA, antikor saptanmasi ve
klinik bulgular ile toplamda 6 olguda (%6.4) TOSV enfeksiyonu tespit
edilmistir. Bu olgular, 2009'dan bu yana Orta Anadolu bélgesinde saptanmig

olan ilk olgulardir.

TOSV virus enfeksiyonlari siklikla asemptomatik serokonversiyonla
sonuglanmakladir (174). Semptomatik seyreden enfeksiyonlarda klinik belirti
ve bulgular ise siklikla yiiksek ates, bas agrisi, kas-eklem adrilar ve aseptik
menenjit ya da meningoensefalit bulgular seklindedir. Olgular genellikle 7-10
giln igerisinde sekelsiz olarak iyilesmektedir (194, 233). Bununla birlikte TOSV
enfeksiyonlar sirasinda ya da sonrasinda siddetli ensefalit, myozit ve fasiit,
hidrosefali, psikiyatrik bulgular, isitme kaybi, konusma bozuklugu, pareziler,
difiz intravaskiler koagtilasyon ve testikller bulgular nadir olarak rapor
edilmistir (234-237).

Bu galismada viral RNA saptanmasi ve takip eden IgM pozitiflesmesi ile
tani konulan akut TOSV olgusu olan 23 yasindaki kadin hastada, MSS bulgular
izlenmeden ategli hastalik seklinde belirtiler ortaya c¢ikmistir (Tablo 4.4;
Olgu:1). Yine bu hastada, gegici bir pansitopeni tablosu izlenmis, enfeksiyonun
ortadan kalkmasindan sonra bu durum normale doénmustir. TOSV
enfeksiyonlar sirasinda pansitopeni gelisimi, daha ©6nce literatlirde
bildirilmemistir. TOSV IgM pozitifligi izlenen diger 4 olguda ise periferik ya da
kraniyal sinir tutulumu bulgulari izlenmistir (Tablo 4.4; Olgu:2-6). Raporlar
gorece az sayida da olsa, Ulkemizde daha &nceden bildirilen TOSV
enfeksiyonlari, genellikle ensefalit bulgular izZlenmeyen hafif seyirli menenijit
ve/veya atesli hastalik seklinde izlenmigtir (82, 172). Akut TOSV
enfeksiyonlarinin ilk  bildirimi 2009 vyilinda, hastanemiz kaynakhh 102

meningoensefalit 6n tanisi olan hastalarda serum 6rneklerinde viral RNA
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saptanmasi seklinde yapilmis, hastalarin cogunlugu hafif seyirli bir menenijit
veya ategli hastalik tablosuyla izlenmis ve sekelsiz iyilesmislerdir (172). L ve S
segmenti dizi analizi, etken virusun Italya ve Fransa’da dolasimda olan TOSV
genotip A izolatlarina yakinligini ortaya koymustur. Bir sonraki yil Izmir ve
Ankara’da, 125 hastayi kapsayan bir calismada 12 olgu, TOSV IgM saptanmasi
ile muhtemel TOSV enfeksiyonu olarak dederlendirilmistir (82). Olgularda
BOS'da normal ya da artmis protein, bazi olgularda pleositoz saptanmis, klinik
prezentasyon siklikla hafif menenenjitle uyumlu olarak degerlendirilmistir.
Dogu Trakya'da, 2012 yilinda yapilan calismada ise, atesli hastalik salgini
sirasinda degerlendirilen olgularda TOSV RNA saptanmis, bir olguda ise es
zamanli TOSV ve BNV enfeksiyonu ilk kez bildirilmistir (209). Istanbul'da
yasayan HIV pozitif bir olguda da atesli hastalik sirasinda alinan serum
orneginde TOSV RNA saptanmis, yapilan semptomatik tedavi ile bulgulari
gerilemistir (238). Yapilan dizi analizleri, tlkemizde insan olgularinda saptanan
TOSV izolatlarinin, galismamizda da benzer bulgular elde ettigimiz, TOSV

genotip A izolatlarina filogenetik yakinlhigini ortaya koymaktadir.

Calismamizda IIFT ile inceleme sonrasi 94 hastanin 15‘inde (%15.9) IgG
tipi antikorlar saptanmig, 2 olguda (%2.1) VNT ile dogrulanmis IgG pozitifligi
izlenerek ©nceden gerceklesmis virus maruziyeti saptanmistir. Ulkemizde
TOSV'a dair ilk veriler 2003 yilinda, Ozbel ve arkadaglar tarafindan bildirilmis
olup, Aydin ilinde saglkh kisilerde, ELISA ve VNT ile TOSV seroprevalansi %55
olarak bulunmustur (207). I¢ Anadolu ve Karadeniz bolgesi kaynakli kan
dondrlerinde %14.7 oraninda TOSV nétralizan antikorlar saptanarak, bu
bélgelerde de TOSV aktivitesi gdsterilmistir (172). Hastanemiz kan bankasi
kaynakli, asemptomatik donérlerde yapilan bir diger calismada ise %5.2
oraninda nétralizan antikor seroprevalansi varligi bildirilmistir (208). Trakya'da
2012 yihinda ortaya cikan bir salgin sonrasinda gerceklestirilen bir calismada
ise, yine saglikli kan dondrlerinde dogrulanmis TOSV maruziyeti %14.4 olarak
izlenmigtir. Tim bu arastirmalar, virusun Orta Anadolu, Ege, Trakya ve

Karadeniz bolgelerinde yer alan bircok ilde virusa maruziyete isaret etmektedir.
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6. SONUCLAR

Calismamizda hastanemize bagvuran nedeni bilinmeyen ates ve merkezi
sinir sistemi viral enfeksiyonlari izlenen toplam 8 olguda (8.5%) dogrulanmis
ya da muhtemel BNV veya TOSV enfeksiyonlari saptanmig, 7 olguda (%7.4)
ise, daha 6nce gerceklesmis BNV veya TOSV maruziyeti gosterilmistir. Bu

calismada KKEV ile iliskili olgu ya da etkene maruziyet saptanmamistir.

Toplam 2 olguda dogrulanmis BNV enfeksiyonu gosterilmis, her iki
olguda da, kdken 1 grup 1a izolatlarin etken oldugu belirlenmistir. Bu durum,
daha dnceden Orta Anadolu bdlgesinde saptanan BNV kdken 1 aktivitesini

dogrular niteliktedir.

Toplam 2 olguda dodgrulanmis, 4 olguda ise muhtemel TOSV
enfeksiyonlari saptanmistir. TOSV RNA'siI saptanan olguda izolatin genotip A
suslarina filogenetik benzerligi ortaya konulmustur. Bu bulgu da, daha 6nceden
rapor edilen 6n bulgular desteklemekte; boélgemizde TOSV genotip A
izolatlarinin  bulundugunu dogrulamaktadir. TOSV RNA'sI saptanan olguda
gegici pansitopeni izlenmis; bu durum TOSV enfeksiyonlarinda ilk kez rapor

edilmistir.

Sonu¢ olarak bdlgemizde silregelen BNV ve TOSV aktivitesi
dogrulanmis, ilgili etkenlerle enfeksiyonlarin diger bolgelerimizde de izlendigine
dair kanitlar elde edilmistir. TOSV ve BNV, nedeni bilinmeyen atesli hastalik,

menenjit ve ensefalit durumlarinda etken olarak degerlendirilmelidir.
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