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OZET

Flaviviridae ailesi icinde yer alan Bati Nil virusu (BNV), zarfli, ikozahedral yapil, tek iplikli pozitif pola-
riteli bir RNA virusudur. Insana 6zellikle Culex tiirii sivrisineklerin isirmasiyla bulasan BNV, asemptomatik
enfeksiyonlardan ciddi meningoensefalite kadar degisen genis bir spektrumda klinik tablolar olusturabil-
mektedir. Bu calismada, secilmis saglikl bir populasyonda BNV seroprevalansinin belirlenmesi, dogrulan-
masi ve enfeksiyonun bolgemizdeki glincel durumu hakkinda bilgi saglanarak Tiirkiye verilerine katkida
bulunulmasi amaclanmistir. Calismaya, Nisan-Aralik 2009 tarihlerinde Hacettepe Universitesi Hastanesi
Kan Merkezine basvuran 1200 kan dondriine ait (400 kadin, 800 erkek; yas araligi: 18-61 yil, yas ortala-
masi: 37.8) serum 6rnegdi dahil edilmistir. Serum 6rneklerinde BNV IgG antikor varligi ELISA yontemi (Eu-
roimmun, Almanya) ile arastirlmig; taramada pozitif bulunan orneklere, virus ile karsilasma zamaninin
belirlenebilmesi icin BNV IgG avidite testi uygulanmistir. BNV IgG antikor pozitifliginin dogrulanmasi ise,
indirekt immuinofloresan antikor (IFA) testi (Euroimmun, Almanya) ve referans yontem olarak kabul edi-
len plak rediiksiyon nétralizasyon testi (PRNT) ile yapilmistir. Calismada; 19 (%1.6) dondre ait serum 6r-
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neginde ELISA ile BNV IgG antikor pozitifligi saptanmis ve 6rneklerin timiinde yiiksek aviditeli IgG anti-
korlari (Avidite indeksi deger araligi: %67.8-99.2) tespit edilmistir. BNV ELISA IgG pozitif 19 dondriin 8
(%42.1)'inde acik alanda bulunma, sivrisinek/kene temasi ve ¢ig sit/sut Grlnleri tiiketme 6ykusi gibi risk
faktorlerinin bulundugu izlenmistir. Dogrulamaya alinan 19 serum 6rneginin 15 (%78.9)'i IFA ile, 10
(%52.6)"u ise PRNT testi ile pozitif bulunmustur. Calismamizda 10 6rnegin BNV antikor pozitifligi PRNT
ile dogrulanmis, buna karsin hem ELISA hem de IFA ile BNV IgG pozitif bulunan sekiz 6rnek PRNT ile ne-
gatif sonug¢ vermistir. Bu durum, virusla enfekte hiicrelerin substrat olarak kullanildigr ELISA ve IFA yon-
temlerinin, virusun zarf glikoproteinine karsi olusan nétralizan antikorlardan ziyade, nikleokapsid anti-
jenlerine karsi olusan notralizan olmayan antikorlari saptadigini diistindirmustir. Sadece ELISA ile disiik
degerde pozitif sonug veren bir 6rnek ise testin 6zguillik sorunu olarak yorumlanmistir. Sonug olarak ca-
lismamizda, ELISA ile kan dondrlerinin %1.6 (19/1200)'sinda saptanan pozitiflik, altin standart yontem
olan PRNT ile %0.8 (10/1200) olarak dogrulanmistir. Bu calismanin sonuglari, bolgemiz icin distk oran-
da bulunmasina ragmen, tlkemizdeki BNV enfeksiyonlarinin, siirveyans ve kontrol programlari icerisine
dahil edilebilir 6zellikte oldugunu dusiindiirmektedir.

Anahtar sézciikler: Bati Nil virusu; kan donorii; seroprevalans; plak redtiksiyon nétralizasyon testi; ELISA; IFA.

ABSTRACT

West Nile virus (WNV), a member of Flaviviridae family, is an enveloped, icosahedral, single-stranded
positive-sense RNA virus. WNV is transmitted to humans by infected mosquitoe (especially Culex spp.)
bites and cause a variety of clinical outcomes, ranging from asymptomatic infection to severe meningo-
encephalitis. The aims of this study were to determine and confirm the WNV seroprevalence in a cho-
sen healthy population and to provide epidemiological data for Turkey about the recent status of the in-
fection at our region. A total of 1200 serum samples collected from blood donors (400 were female, 800
were male; age range: 18-61 years, mean age: 37.8) who were admitted to Hacettepe University Hos-
pital Blood Donation Center between April to December 2009, were included to the study. The presen-
ce of WNV IgG antibodies were screened by ELISA (Euroimmun, Germany), and the positive samples ha-
ve been further investigated by WNV IgG avidity test in order to estimate the time of encounter to the
virus. Indirect immunofluorescence antibody (IFA) test (Euroimmun, Germany) and plaque reduction ne-
utralization test (PRNT) which is accepted as the reference method, were performed for the confirmati-
on of WNV IgG positive results. Nineteen (1.6%) of the samples yielded WNV IgG positivity with ELISA,
and all of which were IgGs with high avidities (Avidity index values were between 67.8-99.2%). Eight of
19 (42.1%) WNV ELISA 1gG positive donors, had risk factors such as joining outdoor activities, contact
with mosquitos and ticks and consuming raw milk and milk products. Of 19 samples that were taken in-
to confirmation tests, 15 (78.9%) were found positive with IFA, and 10 (52.6%) were found positive with
PRNT. WNV antibody positivity of 10 samples were then confirmed by PRNT, however eight samples
which were found positive with both ELISA and IFA yielded negative results with PRNT. This data might
indicate that ELISA and IFA methods in which virus-infected cells were used as substrates, have detected
non-neutralizing antibodies against viral nucleocapsid antigens rather than the neutralizing antibodies
detected against envelope glycoproteins by PRNT method. One sample which yielded low positive re-
sult only by ELISA test has been evaluated as a specificity issue of the test. As a result, the positivity rate
(19/1200; 1.6%) of WNV IgG detected by ELISA in blood donors, has been confirmed as 0.8%
(10/1200) by a gold standard method, PRNT. The data of this study indicated that the prevalence of
WNV infections, although low in our region, deserves attention to be considered in surveillance and
control programs related to WNV in Turkey.
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GiRis

ilk kez 1937 yilinda tanimlanan Bati Nil virusu (BNV), Flaviviridae ailesi, Flavivirus cin-
si ve Japon ensefaliti virusu (JEV) serokompleksi icerisinde siniflandirilan, 45-50 nm bi-
yiikligiinde, zarfli ve ikozahedral yapili bir virustur'. BNV'nin tek iplikli pozitif polariteli
RNA genomu; kapsid (C), membran (prM/M) ve zarf (E) proteinleri olmak (zere U¢ ya-
pisal ve yedi yapisal olmayan (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) protein kod-
lamaktadir. Yapisal proteinler, olgun virionun yapisini olustururken, yapisal olmayan pro-
teinler viral transkripsiyon ve replikasyonu diizenlemekte ve virusun konak immun yani-
tindan kacmasini kolaylastirmaktadir®3,

BNV'nin dogal yasam dongusu, basta Culex turleri olmak Gzere sivrisinekler ve kuslar
arasinda gerceklesir®>. BNV'nin insana bulasmasinda en énemli ve primer yol enfekte
sivrisineklerin isirmasidir; ancak kan transflizyonu, organ transplantasyonu, transplasen-
tal yol, anne siitii ve enfekte hayvanlarla yakin temas sonucu kazanilan enfeksiyonlar da
bildirilmistir*6. insanda BNV enfeksiyonlar biiyiik oranda (%80) asemptomatik seyret-
mekte, enfekte olan kisilerin yaklasik %20'sinde kendiliginden iyilesen hafif atesli hasta-
lik (Bati Nil Atesi) gelismektedir'-”. BNV enfeksiyonu olan hastalarda santral sinir sistemi
(SSS) tutulumu ile ciddi hastalik gelisme orani ise %1’den az oranda bildirilmektedir®”.
Enfekte kisilerde, miyokardit, pankreatit ve fulminant hepatit gibi norolojik olmayan di-
ger ciddi komplikasyonlar ise nadiren saptanmaktadir®®. BNV enfeksiyonlarinin tanisi,
klinik olarak hastalik belirtilerinin gorulmesi ve 6zgil laboratuvar test sonuclarinin klinik
ile uyumu sonucu konulur?. Virolojik tanida, kan veya beyin omurilik sivisi (BOS)'nda
BNV’ye 6zgul antikorlarin veya viral niikleik asidin gosterilmesi esastir. Klinik 6rnekten vi-
rus izolasyonu ise, viremi diizeyinin dusuk ve kisa streli olmasi nedeniyle genellikle ba-
saril olmamaktadir®®1°,

Bati Nil virusu giiniimiizde diinyanin bircok iilkesinde saptanmaktadir®. Cografi aci-
dan Turkiye, BNV salginlarinin oldugu ve insan/hayvan olgularinin siklikla tespit edildigi
tlkelerle yakin iliskili bir konumda yer almaktadir. Ayrica tlkemiz, iklim ve ekolojik kosul-
lar, sivrisinek faunasi ve vektor aktiviteleri ile go¢men kuslarin go¢ yollari Gizerinde bulun-
masi agisindan BNV dolasimina oldukga agik bir konumdadir. Ulkemizde BNV seropozi-
tifligi ile ilgili veriler 30 yildan uzun suredir bilinmekte ve her gecen giin yeni yayinlarla
desteklenmektedir'''”. Son olarak Agustos 2010 tarihinde, Manisa ve cevresinde me-
nenijit tablosu ile seyreden olgularin ortaya cikisi ve hastalardan t¢liniin 6limi ile de, bu
virus Glkemizin giindemindeki yerini almistir'®.

Turkiye’deki varliginin gosterilmesine karsin, BNV seroprevalansinin bolgelerimize go-
re dagihmina iliskin veriler sinirhdir. Buna ek olarak, gercek BNV seropozitifliginin belir-
lenmesi icin, calismalarda yaygin olarak kullanilan hizli serolojik testler (6rn. ELISA) ile ali-
nan pozitif sonuglarin, flaviviruslar arasinda goriilen capraz reaksiyonlar nedeniyle dog-
rulanma zorunlulugu vardir. Bu calismanin amaci, Hacettepe Universitesi Hastanesi Kan
Merkezine bagvuran saglkli kan dondrlerinde BNV seroprevalansinin aragtiriimasi ve el-
de edilen pozitif sonuclarin altin standart yontem olan plak rediiksiyon nétralizasyon
yontemi ile dogrulanmasidir.
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GEREC ve YONTEM

Bu calismaya, Nisan-Aralik 2009 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Tip Fakiilte-
si Kan Merkezine bagvuran 1200 kan dondri dahil edildi. Calisma icin Etik Kurul onayi
alindi (Onay No: HEK 08/150-25) ve tum dondrler “Aydinlatilmig Onam Formu” ile bil-
gilendirildi. Calismaya katilmay: kabul eden dondrlere, yas, meslek, surekli yasanilan yer
ve arboviral enfeksiyonlar acisindan muhtemel risk faktorlerini belirleyici anket uygulana-
rak yanitlar kaydedildi.

BNV IgG Antikorlarinin ELISA ile Arastirilmasi ve Avidite Testi

Kan dondrlerine ait serum 6rneklerinde BNV IgG varligi, virusla enfekte hiicre lizati-
nin substrat olarak kullanildigi ticari bir ELISA kiti (Euroimmun, Almanya) ile arastirildi.
Yontem, 6rneklerin 1/101 oraninda sulandiriimasiyla tretici firmanin 6nerilerine gore
uygulandi ve degerlendirmede BNV IgG diizeyinin > 20 RU/ml olarak tespit edilmesi po-
zitiflik olarak kabul edildi. Uretici firma BNV IgG ELISA testinin duyarliigini %99.5, 6z-
gullaguni ise %96.9 olarak vermektedir.

ELISA ile tarama sonucunda pozitif bulunan orneklere, virus ile karsilasma zamaninin
ongorilebilmesi icin ELISA temelli BNV IgG avidite testi (Euroimmun, Almanya) uygu-
landi ve avidite indeksi (Al) > %60 bulunan 6rnekler yiiksek aviditeli IgG pozitifligi ola-
rak degerlendirildi.

BNV ELISA IgG Pozitifliginin Dogrulanmasi

ELISA yontemi ile BNV IgG antikorlar pozitif/stipheli pozitif bulunan érneklerin dog-
rulanmasi; duyarlilik ve 6zgilligu ELISA yontemine gore gorece olarak daha yiiksek olan
indirekt immiinofloresan antikor (IFA) yontemi ve altin standart olarak kabul edilen plak
rediiksiyon nétralizasyon testi (PRNT) ile yapildi®.

IFA yontemi: Bu yontem, virusla enfekte hiicrelerin substrat olarak kullanildigi ticari
bir kit (Euroimmun, Almanya) ile gerceklestirildi. Ornekler 1/100 titrede calisildi ve flo-
resan mikroskopta pozitif ve negatif kontrol serumlari ile alinan floresansin siddeti ile kar-
silastinlarak degerlendirildi. Sonuclar kalitatif olarak zayif (+), orta (++) ve gucli (+++)
pozitif seklinde yorumlandi. Uretici firma, BNV IgG IFA testinin duyariligini %100, 6z-
gulliguni ise %98 olarak vermektedir.

PRNT'de kullanilan virus susu ve iiretilmesi: Standart BNV susu (West Nile virus
NY99-4132 strain), Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Viroloji Anabilim Dali virus ko-
leksiyonundan saglandi ve laboratuvarimizda ¢ogaltilincaya kadar -80°C’de saklandi. Da-
ha 6nceden plak yontemi ile kantitasyonu yapilmis olan bu sus [3 x 10° plak olusturan
Unite (pfu)/ml], calismada, virus kontrol cukurunda 50-100 adet plak olusturmak lizere
1/300 oraninda sulandinlarak kullanildi.

BNV’'nin uretilmesi amaciyla kullanilan Vero (Afrika yesil maymun bobrek) hiicre kil-
tiirleri (ATCC CCL81), Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Viroloji Anabilim Dalin-
dan saglandi ve standart yontem ile pasajlar yapilarak laboratuvarimizda idame ettiril-
di'. 25 cm?'lik sisede tek tabaka halinde Uretilmis Vero hiicre kiiltiiriine standart BNV
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susunun ekimi ve Uretilmesi, daha énce tarif edildigi sekilde yapildi?®. Virusun ekimin-
den sonra hicreler glinlik olarak sitopatik etki (CPE) varligi yoniinden izlendi ve hic-
relerin %80-90’inda piknozis tipi CPE'nin goruldigu Ggiinct gin sonunda, hiicre kiil-
turd sisesi -80°C’lik derin dondurucuya kaldirildi (Resim 1). Ertesi glin uygulanan ¢6z-
me islemi sonucu, hiicreler sise ytzeyinden kaldirildi, hiicre siispansiyonu iyice homo-
jenize edilerek 3000 devirde 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra viru-
sun bulundugdu ust sivi alindi ve birer ml’lik hacimlerde -80°C’de saklandi.

PRNT’nin uygulanmasi: Sonuclarin dogrulanmasinda referans yontem olan PRNT da-
ha 6nceden tanimlandigi sekilde uygulandi?®?2, Bu amacla, 24 cukurlu mikroplaklarda
tek tabaka olarak uretilen Vero hiicre kultirleri kullanildi. Serum 6rnekleri 56°C’de 30 da-
kika inaktive edildikten sonra, her bir 6rnegin DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medi-
um; Sigma-Aldrich, Almanya) vasati ile 1/20 ve 1/40 sulandirimlari hazirlandi. Stok virus
susu ¢Oziilerek DMEM icinde 1/300 oraninda sulandirildi ve her bir serum dillisyonu ile
1:1 hacimde steril ependorf tiipler icerisinde karsilastirildi. 37°C’de bir saat inkiibasyon-
dan sonra, virus ile karistinlmis 6rnek sulandirimlari mikroplaklarda Gretilmis ve vasatlari
bosaltiimis hiicre kilttrlerine 200’er ul inokiile edildi. Her bir 6rnek sulandirimi (1/20 ve
1/40) icin ikiser cukur kullanildi. Mikroplagin son sirasindaki ikiser cukur ise, hiicre kont-
roli (sadece DMEM eklenen) ve virus kontroli (sadece virus slispansiyonu eklenen) ola-
rak aynldi. Mikroplak, %5 CO,/'li etiivde 37°C’de bir saat inkiibe edilerek virusun -eger an-
tikorlar tarafindan nétralize edilmemis ise- hiicrelere adsorbe olmasi saglandi. inkiibasyon
sonrasl, her bir mikroplak cukuruna, ortamin stabilize edilmesi amaciyla 1 ml %1.6’lik kar-
boksi-metil-seliiloz (CMC; Sigma-Aldrich, Almanya) ilave edildi. Mikroplaklar ayni kosul-
larda inklibasyona birakildi ve guinliik olarak CPE odaklari (plak) yoninden izlendi. inki-
basyonun doérdiinci giniinde, hiicrelerin tzerindeki CMC uzaklastiriimaksizin, tim cu-
kurlara fosfat tamponu icinde hazirlanmis %10’luk formaldehid sollisyonu eklendi ve 20
dakika oda isisinda fikse edildi. Fiksasyon isleminden sonra hiicreler %0.35’lik kristal viyo-

Resim 1. Bati Nil virusunun Vero hticre kiiltiiriinde olusturdugu sitopatik etki (“Inverted” mikroskop, 10X).
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le ile boyandi, kurutuldu ve her 6rnek sulandinmlarina ait cukurlarda olusan plaklar sayil-
di. Yontemin gecerliligi; hiicre kontrol cukurlarinda hi¢ plak olusmamasi, virus kontrol ¢u-
kurlarinda ise > 80 adet plak olusumunun gézlenmesi olarak kabul edildi?'?2. Degerlen-
dirmede, virus kontrol cukurlarindan elde edilen ortalama plak sayisi ile serum ornekleri-
nin bulundugu cukurlardaki ortalama plak sayisi karsilastirildi. Virus kontrol ¢cukurundaki
plak sayisinin %80 ve daha yiiksek oranda azalmasina yol acan en yiiksek serum sulandi-
rnimi, o 6rnegdin BNV nétralizan antikor titresi (PRNT, ) olarak degerlendirildi.

Huicre kiilturd, virus izolasyonu ve nétralizasyon calismalarinin timi biyoglvenlik ka-
bininde (Labgard 440 Class Il Type A2 Biosafety Cabinet, NuAire, ABD) gerceklestirildi.

BULGULAR

Calismaya alinan 1200 kan dondriiniin 400°U kadin, 800’U erkek olup yaslari 18-61
yil arasinda (yas ortalamasi 37.8 yil) degismektedir. Donorlerin 1061 (%88)'i Ankara ili
ve ilcelerinde, 45 (%4)'i I¢ Anadolu bélgesinin diger illerinde, 94 (%8)'u ise diger bol-
gelerimizde ikamet etmektedir.

ELISA yontemi ile donorlerin 19 (%1.6)'unda BNV IgG porzitifligi saptanmis; bu 6rnekle-
rin timinde BNV IgG antikorlarinin yiiksek aviditeye sahip oldugu belirlenmistir (Tablo I).

Kan dondrlerinin %61 (730/1200)’inde arboviral enfeksiyonlar icin risk faktori varhg
saptanmig; bunlarin da 13 (%1.8)’tinde BNV IgG antikorlarinin pozitif oldugu tespit edil-
mistir (Tablo II). BNV ELISA IgG pozitif 19 kan donoriiniin ise 8 (%42.1)'inde risk fakto-
ri mevcuttur (Tablo I).

Calismamizda, ELISA ile BNV IgG pozitif bulunan 19 6rnegin yedisi gicli, yedisi orta
ve 1 (%5.2)'i zayif pozitif olmak tzere toplam 15 (%78.9)'i IFA ile de pozitif sonug ver-
mistir (Tablo ).

Referans yontem olan PRNT sonuclari irdelendiginde; BNV ELISA IgG pozitif 19 serum
orneginin dokuzunda 1/40, birinde ise 1/20 titrede olmak tzere toplam 10 (%52.6)'un-
da porzitiflik saptanmis ve BNV antikor varhigi dogrulanmistir (Tablo 1) (Resim 2). Ornek-
lerden elde edilen PRNT sonuclari, ELISA 1gG ve IFA IgG sonuclari ile karsilastirmali ola-
rak Tablo Ill'te gorilmektedir.

TARTISMA

BNV’nin yayilimi, 6nceleri Afrika, Asya, Avrupa, Orta Dogu ve Avusturalya gibi Eski Dun-
ya ulkelerinde sinirli iken, Agustos 1999 tarihinde New York sehri salgini ile Yeni Diinya'ya
da ulasmis ve Amerika kitasina hizla yayilarak 2009 yilina kadar yaklasik 29.600 insan
(1423 6ltim) olgusunun ortaya cikmasina neden olmustur>®'%23, Tiirkiye, BNV’nin ende-
mik ve epizootik olarak goriildigi bir cografi blgenin ortasinda yer almaktadir?®. Ulke-
mizde BNV enfeksiyonlarinin varlig, ilk kez serolojik olarak 1977 yilinda Meco’nun'' calis-
maslyla ortaya konmustur. Bu aragtirici, Giineydogu Anadolu bolgesi populasyonunda he-
maglitinasyon 6nlenim yontemi ile BNV seropozitifligini %42.8 oraninda saptamis; 1980
yilinda ise Serter'?, Ege bélgesi popiilasyonunda BNV seroporzitifligini yine hemagliitinas-
yon &nlenim yéntemi ile %29.1 oraninda bildirmistir. 2006 yilinda Ozkul ve arkadaslar'?,
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Tablo Il. Arboviral Enfeksiyonlar Agisindan Risk Faktéri Saptanan Dondrlerde BNV IgG Antikor Pozitifligi
Donér BNV IgG pozitif

Risk faktori sayisi*  donor sayisi (%)

Acik (kirlik, calilik, ormanlik) alanda bulunma 295 6 (2.03)

Cig sut/sut Granleri tiketimi 147 4(2.7)

Yasam/calisma alaninda evcil/kiimes/binek hayvani varhig 97 0

Yasam/calisma ortaminda sivrisinek/kene ile karsilasma 92 1(1.08)

Kendisi veya yakininda kene isingi 45 1(2.2)

Yasam/calisma alaninda 6lu kus/kanatli hayvan ile karsilasma 30 1(3.3)

Uzun sireli yurt diginda (6zellikle endemik bélgelerde) bulunma 21 0

Yurt digina cikis ya da oradaki yasam sirasinda 3 0

arbovirus asilari ile asilanma

Toplam 730 13 (1.8)

* Bazi dondrlerde birden fazla risk faktorii mevcuttur.

Resim 2. Bazi dondr serumlarinin PRNT sonuglari. Solda hi¢ plak olusumunun gériilmedidi antikor pozitif 6r-
nek (érnek no: 8); ortada ortalama yedi adet plak olusumunun gortildiigii antikor pozitif érnek (6rnek no: 14)
ve sagda ortalama 68 adet plak olusumunun gériildigt antikor negatif dérnek (6rnek no: 2) gértilmektedir
(her bir serum sulandirimi icin ikiser adet cukur kullanilmustir).

Tablo Ill. BNV ELISA IgG, IFA IgG ve PRNT Sonuglarinin Karsilastirmali Olarak Degerlendirilmesi

ELISA BNV IgG IFA BNV IgG
PRNT Pozitif* Pozitif Negatif
Pozitif 10 7 3
Negatif 9 8 1
Toplam 19 15 4

* Sinirda pozitif érnek, pozitif sonuglara dahil edilmistir.
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Tirkiye'nin cesitli bolgelerindeki farkli hayvan tiirlerinde PRNT yontemi ile %1-37.7, insan-
larda ise %20.4 oraninda BNV seroporzitifligi rapor etmislerdir. Ergiinay ve arkadaslarinin'
2007 yilinda Giineydogu Anadolu bélgesinde yaptiklar calismada, 181 saghkh kisinin
%16’sinda IFA yontemiyle pozitiflik bulunmus ve bunlarin 9%9.5i PRNT ile dogrulanmustir.
Ankara’da Hizel ve arkadaslarinin' yaptiklari calismada, Gazi Universitesi Hastanesine bas-
vuran 2821 saglikli kan donériinde BNV seropozitifligi ELISA yontemi ile %2.4 olarak bil-
dirilmis, ancak bu calismada PRNT ile dogrulama yapilmamistir. Erglinay ve arkadaslari-
nin'® Orta Anadolu bélgesi kan merkezlerine basvuran kan donérlerinde yaptiklari calis-
mada ise, 2516 kan donoriiniin 25 (%1)’inde ELISA yontemi ile BNV IgG seropozitifligi
saptanmis ve bunlarin 14 (%0.6)'G PRNT yontemi ile dogrulanmustir.

Sunulan bu calismada, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Kan Merkezine basvuran
saglikh kan donorlerinde BNV IgG antikor varhiginin ELISA yontemi ile arastiriimasi ve po-
zitif sonug alinan orneklerin dogrulanarak Tirkiye’deki BNV seroepidemiyolojik verileri-
ne katkida bulunulmasi amaglanmustir. Ek olarak, bolgemizde BNV aktivitesinin varligi ve
dizeyinin belirlenmesi, BNV hastaliklarinin belirtileri ve tani yontemleri konusunda biling
olusturulmasina yardimci olacak ve tanisi konulamayan atesli hastaliklar ve MSS enfeksi-
yonlari konusuna katkida bulunacaktir. Calismamizda, kan dondrlerinin %1.6
(19/1200)’sinda ELISA ile BNV IgG antikor pozitifligi saptanmis ve bu sonug bolgemizde
yapilan diger calismalarin sonuglariyla uyumlu bulunmustur'>:'6,

BNV enfeksiyonlarinin serolojik tanisinda antikor kinetiginin takibi, akut enfeksiyonun
gecirilme zamanui ile ilgili bilgi edinmede yetersiz kalabilir. Bu durumda IgG avidite test-
leri ek bir yéntem olarak énerilmektedir?>-?’. Calismamizda, BNV ELISA IgG pozitif 19
dondriin serum orneklerine, virus ile karsilasma zamaninin 6ngorilebilmesi amaciyla
BNV IgG avidite testi uygulanmis ve 6rneklerin timiinde yiiksek aviditeli IgG pozitifligi
saptanmistir (Tablo I). Bu sonug, dondrlerin BNV ile karsilasmasinin alti ay ve daha 6n-
cesinde oldugunu vurgulamaktadir®®,

Calismaya katilan donérlerin sorgulanmasi sonunda, %61 (730/1200)’inde arboviral
enfeksiyonlar icin risk faktori varligi saptanmis; bunlarin da 13 (%1.8)’tinde BNV IgG
antikor pozitifligi tespit edilmistir (Tablo Il). Diger taraftan, ELISA ile BNV IgG antikor po-
zitifligi saptanan 19 kan donoriindn risk faktorleri degerlendirildiginde; 8 (%42.1)'inde
acik alanda bulunma, sivrisinek/kene temasi ve cig siit/stt drlinleri tiketme oykuisu gibi
risk faktorlerinin bulundugu izlenmis, 11 (%57.9)'inde ise herhangi bir risk faktoriinin
olmadigi gortlmistir (Tablo I). Ancak bu sonug ihtiyatla degerlendirilmelidir; zira bir ki-
sinin hayati boyunca bir sivrisinek tarafindan isirlmamig olmasi -6zellikle de tlkemiz ko-
sullarinda- pek olasi goriinmemektedir. Dolayisiyla negatif yanit veren bu dondrlerin, risk
faktorli mevcudiyeti acisindan sorgulanmalari sirasinda, sivrisinek i1sirngini beyana deger
bulmama, g6z ardi etmis ya da unutmus olma olasiligi daha yiiksek goriinmektedir.

BNV enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda en yaygin olarak kullanilan yontemler se-
rolojik testlerdir’. Bu amagla siklikla ELISA ydnteminin tercih edilmesine kargin, IFA ve he-
magliitinasyon énlenim testleri de uygulanmaktadir®>-?%, Ancak, BNV'ye karsi bu yéntem-
lerle elde edilen antikor pozitifligi, antijenik olarak yakin iliskili flaviviruslar arasindaki cap-
raz reaksiyonlar yoniinden dikkatle degerlendirilmeli ve yalanci pozitifligin dislanabilmesi

MiKROBIYOLOJi BULTENI 121



Hacettepe Universitesi Hastanesi Kan Donérlerinde Bati Nil Virusu Seroprevalansinin
Arastiriimasi ve Pozitif Sonuclarin Plak Rediksiyon Notralizasyon Testi ile Dogrulanmasi

icin altin standart yéntem olan PRNT ile dogrulanmalidir®1%252°, Aimanya’da 2004-2005
yillarinda yapilan bir calismada, kan dondrlerinde ELISA yontemi ile %5.9 oraninda sap-
tanan pozitiflik, nétralizasyon testi ile dogrulandiginda %0.03’e gerilemistir*°. Benzer ola-
rak Yunanistan’da 2007 yilinda yapilan calismada da, 392 kan dondrinin 6 (%1.5)'sin-
da ELISA ve IFA yontemleri ile BNV IgG pozitifligi saptanmis, bunlarin 4 (%1)’U notralizas-
yon ydntemi ile dogrulanmigtir*’. Calismamizda, ELISA yéntemi ile BNV IgG pozitif bulu-
nan ornekler, duyarlihk ve 6zgulligu gorece olarak daha ytiksek olan IFA ile tekrar calisil-
mis ve dogrulama altin standart PRNT y&ntemi ile yapilmistir®2':2528 BNV ELISA IgG po-
zitif 19 serum 6rneginin 15 (%78.9)'i IFA ile de pozitif sonug vermis; IFA ile negatif sonug
alinan dort ornegin ise kantitatif ELISA degerlerinin distik oldugu izlenmistir (Tablo I). ELI-
SA yonteminde > 20 RU/ml degerleri pozitif kabul edilmekle birlikte, Gic 6rnegin (no: 6,
15, 19) IgG duzeyleri sirasiyla; 28.3, 25.6 ve 36.4 RU/ml olarak saptanmis, bir 6rnegin
(no: 10) ise sinirda pozitif (17.6 RU/ml) deger verdigi gortlmustur (Tablo I). Buna karsin
kantitatif ELISA degerleri ile kalitatif IFA degerleri arasinda bir korelasyon olmadigi da dik-
kati cekmistir (Tablo I). Bu sonuglar, IFA yonteminin analitik duyarliidinin ELISA yontemi-
ne gore daha disuk oldugunu dusiindiirmektedir.

PRNT yontemi ile calisilan 19 serum 6rneginin 10 (%52.6)'undan pozitif sonug alin-
mis ve bu 10 6rnegin dokuzu 1/40, biri ise 1/20 titrede pozitif sonug vermistir (Tablo I).
Dolayisiyla 10 dondre ait 6rnekte (no: 3, 6, 7, 8, 10, 11, 13, 14, 16, 19) BNV antikor
varligi dogrulanmistir. Calismamizin en ilging ve yoruma acik bulgusu, ELISA ve IFA ile
BNV IgG pozitif bulunan sekiz dondre ait (no: 1, 2,4, 5,9, 12, 17 ve 18) serum orne-
ginde PRNT ile negatif sonug¢ alinmis olmasidir (Tablo I). Bu durum, bu 6rneklerde ELI-
SA ve IFA ile saptanan antikorlarin nétralizan 6zellikte olmayan (non-neutralizing anti-
body) antikorlar oldugunu disundiirmektedir. Benzer sonuclar Niedrig ve arkadaglarinin
calismasinda da bildirilmistir32. Bizim calismamizda kullanilan ELISA yénteminde, cukur-
larin kapli oldugu antijenler BNV ile enfekte hiicre lizatindan olusmaktadir. Yine calisma-
mizda kullandiimiz IFA yonteminde, lam (izerine fikse edilen substratlar da BNV ile en-
fekte edilmis hiicre kiltirt ornekleridir. Dolayisiyla bu yontemlerde, BNV antikorlari ile
birlesen antijenler, daha ziyade virusun replikasyonu sirasinda hiicre icinde biriken kap-
sid ve membran antijenleridir. Oysa noétralizan antikorlar, virusun zarf glikoproteinlerine
(E) karsi olusan antikorlardir. PRNT y&nteminde plak olusumunun azalmasi ya da inhibis-
yonu, bu antikorlarin serbest virusun ytizey glikoproteinlerine baglanmasi sonucu hiic-
releri enfekte etmesini dnlemesi sonucu ortaya ¢cikmaktadir. Bu durumda, ELISA ve IFA
yontemleri ile saptanan pozitif sonuglarin, PRNT yontemi ile yliksek uyum gostermesi
dogal olarak beklenilen bir sonug degildir*2. Orneklerden birinde ise (no: 15), sadece
ELISA yontemi ile saptanan pozitiflik, testin 6zgulliik sorunu olarak yorumlanmistir.

Ulkemizde BNV ile ilgili olarak uzun zamandir bilinen gerceklere karsin, klinik BNV ol-
gularinin bildirildigi ilk resmi aciklama T.C. Saghk Bakanlidi tarafindan Agustos 2010 ta-
rihinde yapilmistir’®. Manisa ilinde ortaya cikan nedeni belirlenemeyen menenijit benze-
ri 16 olgunun serum ve BOS ornekleri Refik Saydam Merkez Hifzissihha Enstitiisd, Viro-
loji Boliimline gonderilmis ve bu olgularin t¢linde BNV enfeksiyonu saptanmistir. Daha
sonra Sakarya, Izmir, Aydin ve Isparta’dan toplam dort yeni olgu daha Bati Nil atesi ola-
rak tanimlanmistir. Bati Nil enfeksiyonu tanisi konulan bu yedi hastadan ¢l kaybedil-
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mistir'®33. Ege bélgesinde ortaya ¢ikan bu olgularin, yakin komsumuz Yunanistan’da®*

ayni tarihlerde ortaya cikan bir salginin hemen sonrasinda saptanmasi, vektor ve rezer-
vuar hareketlerinin tlkemizi yakindan etkiledigini vurgulamaktadir. Ayrica, son yillarda
ortaya cikan epidemilerde BNV’nin virlilansinda artigin olmasi ve klinik BNV enfeksiyon-
larinin daha ciddi seyretmesi, ileri tarihlerde bu virusun llkemiz icin de blyiik sorunlar
olusturabilecegini diisiindiirmektedir33.

Sonug olarak calismamizda, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Kan Merkezine bas-
vuran dondrlerde BNV IgG seropozitiflik orani ELISA yontemi ile %1.6 (19/1200) olarak
saptanmisg ve PRNT yontemi ile %0.8 (10/1200) olarak dogrulanmistir. Calismamizda,
kan donorlerinde saptanan bu dustik BNV IgG pozitiflik orani, donérlerin BNV agisindan
rutin olarak taranmasinin -simdilik- gerekli olmadigini vurgulamaktadir. Buna kargin se-
¢ilmis saglikh bir gruptan elde edilen sonuclarimiz, BNV enfeksiyonlarinin tilkemizde stir-
veyans ve kontrol programlari icerisine dahil edilebilir 6zellikte oldugunu isaret etmekte-
dir. Caismamizin verilerinin, Tirkiye’de BNV seroprevalansi ile ilgili gercek oranlari yan-
sitmasi agisindan dederli oldugu ve ulkemizde yeni olusturulmaya baslanilan strateji
planlarina katki saglayacagi imit edilmektedir.
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