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TURKIYE BATI BOLGELERINDE HANTAVIRUS ARASTIRILMASI:
TRAKYA BOLGESI KEMIRICILERINDE HANTAVIRUS
ANTIKORLARININ PREVALANSININ ARASTIRILMASI

Ceylan POLAT
Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji A.D.

e-posta: ceylanpolat88 @gmail.com

Hantavirus, asil konag1 kemiriciler olmasma ragmen temel olarak, enfekte kemiricilere
ait sekresyonlardaki (digki, idrar, tiikiiriik) partikiillerin solunmas: yolu ile insanlara
bulagsmaktadir. Hantavirusa bagli vakalarm durumu hakkinda bilgi edinilmesi ve risk
durumunun ortaya konmasi i¢in, kemirici populasyonundaki prevalansin belirlenmesi 6nem

tasimaktadir.

Bu ¢alisma kapsaminda, ticari ELISA ve immunoblot antijenleri, kemirici serumuna
gore optimize edilmis ve Kirklareli Igneada bdlgesinde yakalanan kemiricilerde hantavirusa
kars1 olusan IgG antikorlarmin varligi, optimize yontemlerle arastirilmistir. Her iki yontemin
optimizasyonunda, farkli serum ve konjugat diliisyonlar1 denenmistir. Ug¢ farkli bdlgede
toplanan farkl tiirlere ait 16 negatif kemirici serumu kullanilarak, optimize ELISA testi i¢in

esik degeri belirlenmistir.

ELISA testi ile 6rneklerin % 26,2’sinde, immunoblot testi ile % 20,7’sinde hantavirus
pozitifligi saptanmustir. Orneklerin % 94’iinde DOBV pozitifligi, % 6’sinda ise PUUV
pozitifligi tespit edilmistir. Istatistiksel analiz sonucunda, testin duyarliligi % 100, 6zgiilliigii

9% 95 olarak belirlenmistir.

Bu calismada oldugu gibi farklh tiirden kemiricilere yonelik olarak optimize edilen
serolojik yOntemler, alanda aktif izlem ve denetleme c¢alismalarinin gergeklestirilmesi
acisindan biiyiik 6neme sahiptir. Ulkemizde farkli bolgelerdeki kemiricilerde hantavirus
seroprevalansinin belirlenmesi ile risk haritalar1 olusturulabilecek ve gerekli Onlemler
alinabilecektir. Ayrica lilkemizde dolagmakta olan tiim hantavirus alt tipleri ve hantavirus

tastyicisi olan kemirici tiirleri belirlenebilecektir.

Anahtar Kelimeler: Hantavirus; kemirici; seroprevalans; 1gneada



INVESTIGATION OF HANTAVIRUS IN EAST REGIONS OF TURKEY:
ANALYSIS OF HANTAVIRUS ANTIBODY PREVALENCE IN RODENTS
IN THRACE REGION OF TURKEY

Ceylan POLAT
Dokuz Eyliil University, Institute of Health Sciences, Department of Clinical Microbiology

e-mail: ceylanpolat88 @gmail.com

The rodents are a major reservoir of hantavirus. Hantavirus mainly infects human via
inhalation of particles infected by rodents’ secretions. Determination of its prevalence in
rodent populations is vital to get information about hantavirus related cases and to clarify the

state of risk.

In this study we optimized a commercial ELISA and immunoblot antigens used for the
detection of hantavirus specific antibodies in rodent sera which collected from the rodents in
Kirklareli Igneada region. We tested different dilutions of serum and conjugate for
optimization. To determine the cut-off value for optimized ELISA, 16 negative rodent sera

from different species were used which collected from three distinct areas.

Hantavirus seropositivity rates among the samples were found as 26.2% with ELISA
and 20.7% with immunoblotting. 94% of the samples were DOBV positive and 6% were
PUUYV positive. As a result of the statistical analysis, the sensitivity and specificity of the test
were found as 100% and 95%, respectively.

We constituted a procedure that gives reliable results to be used in serological screening
of rodent samples. It’s a fact that the presence of dependable and optimized serological
procedures targeting various rodent types have a major importance to accomplish the mission
when an active screening in a fieldwork is going on. By doing similar research activities in
different regions of Turkey, it will be possible to create risk maps and to take preventive
measures. Moreover these researches are important with regards to determining all hantavirus

types and the rodent species known as their carriers in Turkey.

Keywords: Hantavirus; rodent; seroprevalence; Igneada



1. GIRIS VE AMAC

Bunyaviridae ailesinin iiyesi olan Hantaviruslar, zarfli, negatif polariteli, tek iplikli ve
iic segmentten olusan RNA genomuna sahiptirler. Bu viruslarin asil konagi, genel olarak
kemiriciler ve bazi bocekgiller iken, insan tesadiifi konaktir. Bulagsma, enfekte kemiricilere ait
sekresyonlardaki (salya, feces ve idrar) viral partikiillerin solunmasi ya da nadiren enfekte

kemiricilerle temas sonucunda olmaktadir.

Hantaviruslar konaklar1 olan kemiriciler ile birlikte evrimlestiklerinden, her virus tipi
yalnizca belirli kemirici tipi/tipleri tarafindan tasimmmaktadir. Bu nedenle, belirli kemirici
tiirlerinin goriildiigii bolgelerde, tasidiklar1 Hantavirus tipleri goriilmektedir. Bu dagilima
gore Yeni Diinya hantaviruslar1 ve Eski Diinya hantaviruslart olarak 1iki gruba
ayrilmaktadirlar. Yeni Diinya Hantaviruslar1 ise Amerika kitasinda goriilmektedir.
Sigmodontinae alt ailesinin {iyesi olan kemiriciler tarafindan tasman hantavirus tipleri,
Hantavirus pulmoner sendroma (HPS) neden olmaktadwr. Eski Diinya Hantaviruslar1 ise
Avrupa ve Asya’da goriilmektedir. Murinae ve Arvicolinae alt ailelerinin iiyesi olan kemirici

tiirleri tarafindan tagian hantavirus tipleri, renal sendromlu kanamali ates (RSKA) etkenidir.

Hantavirusun alt tiplerinden Dobrava (DOBV), Puumala (PUUV), Saaremaa (SAAV),
Tula (TULV) ve Seoul (SEOV) viruslarin tasiyicis1 olan kemirici tiirlerinden Myodes
glareolus, Apodemus flavicollis, Apodemus agrarius (Avrupa tipi), Microtus arvalis ve Rattus
norvegicus lilkemizde de bulunmaktadir. Daha 6nceden yapilan ¢alismalarda kemiricilerde ve
insanlarda seropozitifligi gosterilen hantaviruslarmm 2009 yilinda Zonguldak-Bartin
bolgesinden bildirilen RSKA vakalar1 ile birlikte iilkemiz cografyasinda da salgmlar yaptigi

gosterilmistir.

Kemirici populasyonundaki hantavirus prevalansinin belirlenmesi, yerel salgmnlar ve
belirli bir bolgedeki ve donemdeki hantavirusa bagli vakalarin durumu hakkinda bilgi vermesi
acisindan dnemlidir. Bu calisma ile Kirklareli igneada bdlgesinden toplanan kemiricilerde
Hantavirus antikorlarinin prevalansinin arastirilmasi ve bolgenin hantavirus enfeksiyonlar:
acisindan risk durumunun ortaya konulmasi amaglanmistir. Bu amagla toplanan kemiricilere
ait serum Orneklerinde hantavirus rekombinant niikleokapsid antijenlerine 6zgii antikorlarin
varligi “Enzyme Linked Immunosorbent Assay” (ELISA) yontemi ile arastirilmis ve

immunoblot yontemi ile dogrulanmistir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Hantavirus
2.1.1. Tarihce

IIk kez 1976 yilinda izole edilmesine ragmen kanamali ates ve bobrek yetmezligi ile
seyreden klinik bulgular, yaklasik bin yil dnce tamimlanmaya baslamistir. Ozellikle 1900-
1950 yillar1 arasinda pek ¢ok salgin olusturmus ve farkli isimlerle anilmigtir (1). Kore Savasi
(1950-1953) sirasinda ortaya ¢ikan salginda 3000°den fazla askerde ates ve akut bobrek

yetmezligi goriilmesi ile dikkat ¢gekmis ve “Kore Kanamali Atesi” olarak adlandirilmistir (2).

1976 yilinda Dr. Lee ve ark. Apodemus agrarius coreae’nin akciger dokusunda virusa
6zgli antijeni bulmus ve 1977 yilinda da virusu izole etmistir (3). Ik prototip virus, adini
Kore’deki Hantaan nehrinden alan Hantaan virustur (HTNV). Asya ve Avrupa’da da farkli
hantavirus tiplerinin izole edilmesi ile bu hantavirus tiplerinin olusturdugu hastalik, 1983

yilinda Diinya Saglik Orgiitii tarafindan renal sendromlu kanamali ates olarak adlandirilmugtr

.

1993 yilinda ABD’nin giineybatisinda salgina neden olan pulmoner hastaligin etkeninin
hantavirus olabilecegi diisliniilmiis ve etken bir siire sonra izole edilmistir. Asya ve Avrupa’da
goriilen klinik tablodan daha farkli bir tablo olusturan bu hastalik, hantavirus pulmoner

sendrom olarak adlandirilmistir.

Tirkiye’de ilk calisma ise 1993 yilinda Giilhane Askeri Tip Akademi’sinde yapilmistir
(5).

2.1.2. Smiflandirma

Bunyaviridae ailesinin bes iiyesinden (Orthobunyavirus, Nairovirus, Phlebovirus,
Tospovirus, Hantavirus) biridir. Hantavirus, artropod kaynakli olmamasi ile diger cinslerden

ayrilmaktadir.

Hantaviruslar, konagi olan kemirici tiirlerinin {iyesi oldugu Murinae, Arvicolinae,
Neotominae ve Sigmodontinae alt ailelerine gore smiflandirilmaktadir. Murinae ve

Arvicolinae alt ailesine mensup kemiriciler ile taginan hantavirus tipleri RSKA etkeni iken,



Neotominae ve Sigmodontinae alt ailelerine mensup kemiriciler ile tasiman hantavirus tipleri

HPS etkenidir (6).

2.1.3. Genom Organizasyonu

80-210 nm ¢apinda siferik partikiillerdir. Tek zincirli, negatif polariteli, zarfli RNA
viruslaridir. Genom biiylikligi, yaklasik 12 kb’dir. Genom, kiigiik (S), orta (M) ve biiyiik (L)

olmak iizere ii¢ segmentten olusur (7) (Sekil 1).

. - G1 Proteins ) - NProteins
. - G2 Proteins 2 -RdRp
1% .
*T -N-Linked Qe - Ribonucleocapsids
Carbohydrates

Sekil 1. Hantavirus genom organizasyonu (8).

S segment (~ 1.8 kb), viral niikleokapsid (N) proteinini kodlamaktadir. Kapsidasyon ve
viral genomun paketlenmesinden sorumlu olan N proteini, viral RNA’y1 korumaktadir. En
cok enfekte hiicrelerin sitoplazmasinda bulunmaktadir. N proteini, erken baZisik yanit
boyunca etkili olan esas antijendir. Bu nedenle tanisal amagli antijen olarak siklikla
kullanilmaktadir. Yapilan c¢aligmalar ile N proteinlerinin antijenik determinantlari
haritalanmis ve pek ¢ok hantavirus tipinin amino ucunun immunodominant B hiicre epitopu

icerdigi saptanmistir (9, 10).



M segment (~ 3.7 kb), G1 (G,) ve G2 (G.) olarak adlandirilan zarf glikoproteinlerini
kodlamaktadir. Bu glikoproteinler sistein rezidiileri bakimindan zengindir. Hiicreye giriste ve
patogenezde rol oynamaktadir. Konak hiicre yiizeyindeki integrin reseptorleri ile etkilesime

girmektedir. Notralizan antikor yanitmi indiiklemektedir.

L segment (~ 6.5 kb), virusun replikasyon dongiisiinde gorevli viral RNA bagimli RNA
polimerazi (RdRp) kodlamaktadir. Polimeraz aktivitesinin yani sira helikaz, endoniikleaz ve

transkriptaz aktivitelerine de sahiptir.
2.1.4. Yasam Dongiisti

Hantaviruslar, pulmoner endotel hiicrelerini, monositleri ve makrofajlar1 enfekte
etmektedirler (11, 12). Sahip olduklar1 viral glikoproteinler (G1 ve G2) ile konagin hiicre
ylizey reseptorlerine (integrinler ve adezyon molekiilleri) tutunmaktadirlar. Patojenik
hantavirus tipleri hiicreye giriste 3 integrinleri tercih ederken, patojenik olmayan hantavirus
tipleri B1 integrinleri tercih etmektedir (13, 14). Viral partikiiliin reseptorlere baglanmas ile
endositoz baglar. Bu sirada endozom igerisinde pH’a bagl olarak zarf glikoproteinlerinin
konformasyonu degisir ve soyulma gerceklesir. Viral genomu olusturan ii¢ segment ve
RdRp’mn etkilesimi sonucunda viral RNA mRNA’ya doniistiiriilerek, primer transkripsiyon
tamamlanir. S ve L segmentlerine ait transkribe edilen mRNA’lar serbest ribozomlarda, M
segmente ait transkribe edilen mRNA ise endoplazmik retikuluma (ER) bagli ribozomlarda
translasyona ugrar. Zarf glikoproteinleri ER’de glikozillendikten sonra golgi kompleksine
tasinmaktadirlar (14). Uretilen tiim komponentler, golgi kompleksinde birlesmektedir. Plazma
membraninda olgun virionlar haline geldikten sonra golgi vezikiillerinden flizyon yoluyla

salinir.

Transkripsiyondan sonra RdRp, S, M ve L segmente ait komplementer RNA’lardan
viral RNA’larin replikasyonunu yapmaya baglar. Sentezlenen viral RNA’lar, N proteini

tarafindan kapsid ile gevrilir (14).
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Sekil 2. Hantavirus yasam dongiisii (14).

2.1.5. Rezervuarlari ve Bulas Yollart

Her bir hantavirus tipi belli bir kemirici tiirii ile tasimmakta ve bu kemirici tiirleri ile
birlikte evrimlesmektedir. Dolayisiyla virusun yayilim alani, tasiyicisi olan kemirici tiiriiniin

yayilim alani ile siirhdir (15).

Hantaviruslar, Murinae ailesinin Murinae, Arvicolinae, Neotominae ve Sigmodontinae
alt ailelerine mensup kemirici tiirleri ve bazi bocek yiyici tiirleri ile tasmnmaktadir. Bunlarin
yant sira kuslar, kediler, tavsanlar ve iki farkli yarasa tiirlinden de izole edilmistir. Ancak
kemiriciler digindaki canlilardan izole edilen virus tiplerinin enfeksiyona neden olup olmadig1

tam olarak agiklanamamuistir (16).



Hantaviruslar kemiricilerde asemptomatik kronik bir enfeksiyona neden olmaktadir.
Enfeksiyon sirasinda histopatolojik degisiklikler goriilmektedir. Virus, akciger, dalak ve
bobrek gibi pek c¢ok dokuda tespit edilebilmektedir. Enfekte olan kemiriciler yasamlari
boyunca sekresyonlari ile viral partikiilleri ¢evreye sacarlar. Kemiriciler arasinda horizontal
bulas goriilebilmektedir. Vertikal bulas olduguna dair kanit bulunamamistir, ancak kemiriciler
ile yapilan calismalarda disilerin, hantavirusa karsi olugan antikorlarini yavrularina aktardigi
saptanmistir. Tesadiifi konak olan insanlar ise enfekte partikiillerin inhalasyonu ve enfekte
kemicirilere ait viicut ifrazatlartyla dogrudan temas sonucunda enfekte olmaktadirlar (1, 15).
Arjantin’de bir olguda Andes virusun insandan insana bulastig1 da bildirilmektedir (17).
Kemiricilerin dogal olarak bulunduklar1 bolgelerde ¢alisan kisiler, enfeksiyon acisindan riskli
grubu olusturmaktadirlar. Ayrica kemiricilerin insanlara ait yasam alanlarmma girmesi de

kontaminasyon nedenlerindendir (1, 18).

Kemirici populasyonlarinin bulunduklar1 habitatin durumuna, besin kaynagmin varlhigi
ve ulagilabilirligine, yagisa, sicakliga ve ¢ogalma kapasitelerine gore sayilarinda artis ya da
azalis gozlenmektedir. Buna bagl olarak da hantavirus tiplerinin neden oldugu enfeksiyonlar,

kemirici sayisinda artis oldugu yillarda daha sik goriilmektedir (18, 19).
2.1.6.Klinik

Hastaligin ayirt edici belirtileri olmamasi ve siddetinin etkene gore degisiklik
gostermesi, tan1 koyulmasini zorlastirmaktadir. Etkene gore iki tiir klinik tablo goriilmektedir
(18). Eski Diinya hantaviruslart RSKA etkeni iken Yeni Diinya hantaviruslar1t HPS etkenidir.
Eski Diinya hantaviruslarindan PUUV, RSKA’nin hafif bir formu olan epidemik nefropatiye

neden olmaktadir.

RSKA’da inkiibasyon siiresi 2-4 haftadir. Hastaligin baslagicinda nezle benzeri
belirtiler goriiliir. Hastalik, inkiibasyon siiresinden sonra atesli donem, hipotansif donem,

oliglirik donem, ditiretik donem ve konvelesan donem olmak {izere bes donem olarak goriiliir

(Tablo 1) (18).



Tablo 1. RSKA donemleri, siiresi ve belirtileri (18, 20).

Donem Siire Belirtiler
Bulanti, kusma, istahsizlik, bas ve kas
Atesli Donem 3-6 giin agrisi, ates, halsizlik, konjunktival hemorayji,
proteiniiri, eritematdz dokiinti
. . Hipotansiyon, tasikardi, trombositopeni,
Hipotansif Dénem 1-2 giin o o
proteiniiri, soguk ve nemli cilt
o Proteiniiri, trombositopeni ve plazma kayb1
Oligiirik Donem 3-5 giin o
sonucu bobrek yetmezligi
Hipotansiyon, elektrolit bozuklugu, viseral
Diiiretik Donem 1-2 hafta hemoraji, akciger ve santral sinir sistemi
tutulumu
Konvelesan Donem 3-6 hafta Kas giigsiizliigii, hiposteniiri ve oligiiri

HPS, RSKA’ya gore daha agrr seyretmektedir. Inkiibasyon siiresi, 14-17 giindiir.

Prodrom donem, kardiyopulmoner déonem ve konvelesan dénem olmak iizere iic donem

olarak goriilmektedir (Tablo 2) (20).

Tablo 2. HPS dénemleri, siiresi ve belirtileri (20).

Doénem Siire Belirtiler
Bas ve kas agrisi, ates, halsizlik,
Prodrom Dénem 3-6 giin . .
gastrointestinal semptomlar
Kardiyopulmoner Akciger 6demi, tasikardi, hipotansiyon,
7-10 giin ) )
Doénem oOksiiriik, gastrointestinal semptomlar
Konvelesan Donem 7-15 giin Trombositopeni, 10kositoz

2.1.7. Epidemiyoloji

HTNV’nin kesfedilmesinden sonra insan ve kemiriciler ile yapilan ¢alismalar artmistir

(3). Onceleri RSKA etkenlerinin yalnizca kirsal alanlarda oldugu diisiiniiliirken, SEOV nin

diinyanin farkl bolgelerindeki sehirlerde gosterilmesiyle bu goriis degismistir.




Diinya’da her y1l 60-100 bin kisi RSKA ve HPS tanis1 almaktadir. RSKA olgularina en
stk Asya’da rastlanmaktadir ve etkeni ¢ogunlukla HTNV’dir. Avrupa’daki RSKA olgularinin
etkeni ise genellikle DOBV’dir ve olgularin biiyiik ¢ogunlugu ise iskandinav iilkelerinden
bildirilmektedir. PUUV’nin etken oldugu, RSKA’nin daha hafif bir formu olan epidemik
nefropati ise siklikla Avupa’nin kuzeyinde, Rusya ve Balkanlar’da goriilmektedir (1, 16).

HPS, % 20 fatalite hiz1 ile Amerika kitasinda Onemli bir halk sagligi1 sorunu
olusturmaktadir. Etkeni ¢ogunlukla Sin Nombre virustur (SNV) (18).

2.1.7.1. Tiirkiye’'de Hantavirus epidemiyolojisi

Ulkemizde RSKA etkeni olan hantavirus tipleri goriilmektedir. Ilk caligmalar 1993
yilinda Giilhane Askeri Tip Akdemisi’nde yapilmistir. Bu g¢aligma sirasmnda 106 askeri

personelin kaninda hantavirus antikor varligi arastirilmis ve negatif olduklar1 tespit edilmistir

(5).

Kavukeu ve ark. 1997 yilinda akut ve kronik bobrek yetmezligi olan hastalar ile yaptigi
calismada, nefropatili olgularin % 4.3’iinde, saglikli olgularn ise % 2.6’sinda seropozitiflik

saptanmustir (21).

Laakkonen ve ark., 2004 yilinda Trabzon, Rize ve Izmir cevresinde topladiklari

kemiricilerde PUUV ve SAAV antikor prevalansini % 1.2 olarak bildirmistir (22).

Ertek ve Buzgan tarafindan yapilan caligma ile Ocak-Mayis 2009 tarihleri arasinda
Bartin ve Zonguldak Bolgesi’nde hantavirus enfeksiyonundan siiphelenilen 23 hastanin %

52.2’sinde hantavirus antijenlerine 6zgii antikor varligi tespit edilmistir (23).

Kaya ve ark. Mayis 2009-Haziran 2012 yillar1 arasinda hantavirus tanisi almig 100 hasta
ile yaptig1 ¢alismada, hastalarin % 20’sinde hantavirusa kars1 antikor varligi belirlenmistir. Bu
hastalardan % 85°i Dogu Karadeniz Bélgesi’nde yasamakta iken, % 15°i Bat1 Karadeniz ve I¢
Anadolu Bolgesi’nde yasamaktadir (24).

Servikal lenf diigiimlerinde hassasiyet ve faringeal enfeksiyon ile Istanbul’da hastaneye
bagvuran bir hastada DOBV pozitifligi saptandig1 Sarigiizel ve ark. tarafindan bildirilmistir
(25). Onciil ve ark. tarafindan ise yine ayn1 yil Istanbul’da Mart 2010 tarihinde yorgunluk,
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agri, bulanti ve kusma sikayetleri ile hastaneye basvuran bir kiside DOBV’e karsi
immunglobulin M (IgM) pozitifligi saptandigt ve hastanin yogun bakim {initesine

kaldirildiktan iki giin sonra kaybedildigi bildirilmistir (26).

Gozalan ve ark. Giresun’daki 626 saglikli bireyden aldiklar1 kan Orneklerinde
hantavirusa karsi immunglobulin G (IgG) pozitifligini arastirmis ve seroprevalansin % 3.2

oldugunu bildirmislerdir (27).
2.1.8. Immunoloji

Hantavirus tarafindan kodlanan ii¢ yapisal protein (N, G, ve G.), konakta immun yanit
olusumuna neden olmaktadir. Virusun hedefi olan akciger ve bobreklerdeki hasar, virusa kars1
olusan immun yanittan kaynaklanmaktadir. Enfeksiyon smrasinda hem dogal hem de

kazanilmis immun yanit rol oynamaktadir (28).

Hantaviral enfeksiyonun baslamas1 ile konak immunitesi interferonlar1 (IFN)
salgilanmakta, IFN indiikleyen genleri aktive edilmekte ve antijen sunan hiicrelerin seviyesini
arttirmaktadir. Enfeksiyon boyunca kompleman sistemin klasik ve alternatif yolaklar1 aktif
durumdadir. Dogal 6ldiiriicii (NK) hiicrelerin, akciger ve bobrek gibi enfekte dokulara gog
edebilecekleri diistiniilmektedir (28, 29).

Enfeksiyonun erken doneminde virusa 6zgii IgM antikorlar1 saptanabilmektedir. Akut
donemde IgG seviyesindeki artis, erken konvelasan donemde de devam etmektedir. 1gG
antikorlari, enfeksiyon gecirildikten yillar sonra bile saptanabilmektedir. Hantavirusun yapisal
proteinlerine karsi IgG’nin alt smiflarindan IgG1 ve IgG3 antikorlarinda artis saptanirken,
IgG2 antikoru nadiren saptanmaktadir. IgG4 antikoru ise yalnizca RSKA’li hastalarda
saptanabilmistir (28, 30, 31). IgA antikorlar1 da IgM antikorlar1 gibi erken ddnemde
saptanabilmektedir (32). Virus titresinin azaltilmasinda nétralizan antikorlar rol oynamaktadir

(33).

RSKA ve HPS’nin patojenitesinde ve viral temizlenmede T hiicreleri 6nemli rol
oynamaktadir. Enfeksiyon bagladiktan sonra hafiza T hiicrelerinde artis gozlenmekte ve
enfeksiyon boyunca bu hiicrelerin matiirasyonu devam etmektedir (30). Enfeksiyon sirasinda

CD8" T hiicrelerinde artis gozlenirken, CD4" T hiicre sayisinda degisiklik goriilmemektedir
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(28). Hastaligin baglamasiyla birlikte CD8" T hiicrelerindeki artigin yani sira IFN- gamma (),
timor nekrozis faktor alfa (TNF-a), interlokin (IL)-2 ve IL-6 sitokinlerinde de artis
goriilmektedir. Bu sitokinler, RSKA ve HPS semptomlarindan olan ates, septik sok ve akut

faz protein indiiksiyonundan sorumludurlar (30, 34, 35).

Hantavirus ile enfekte kisilerde, enfeksiyonun erken doneminde immun yanit Tyl

yoniinde iken, ileriki donemlerde bu yanit T2 yoniine kaymaktadir (15).

RSKA’l1 hastalarda olusan hasara genetik faktorlerin neden olabilecegi gdsterilmistir.
Insan 16kosit antijen (HLA) genlerinde B8, DR3 ve DRQ2 alellerine sahip hastalarda
hantaviral enfeksiyon daha agir seyreder ve diyaliz ihtiyac1 daha sik goriiliirken, B27 alelline
sahip hastalarda enfeksiyon daha hafif seyrettigi goriilmektedir. B35 allelinin ise HPS ile

iligkili oldugu gosterilmistir.

2.1.9. Laboratuvar Tanisi

2.1.9.1. Serolojik testler

Hantavirus enfeksiyonlarinin tanisinda tercih edilen yontem, serolojik testlerdir. Bunun
nedenleri molekiiler yontemlerin duyarliliginimn diisiik olmasi, vireminin kisa stireli olmasi ve
viremi diizeyinin Bunyaviridae ailesinin diger iiyelerinden daha diisiik olmasidir. Hem RSKA
hem de HPS olgularinda N proteinine kars1 IgM ve IgG antikorlar1 olusmaktadir. Erken tanida
IgM antikor varlimin gosterilmesi Onem tasimaktadwr, ancak kisa bir siire ig¢in
saptanabildiginden genellikle IgG antikor varhiginin gosterilmesi tercih edilmektedir. Farkli

zamanlarda alman 6rneklerde saptanan dort katlik titre artis1 tan1 koydurucudur (36).

Avrupa ve Asya’da RSKA olgularinin tanisinda indirekt immunofloresans testi (IFA)
kullanilmaktadir. Test, hantavirus ile enfekte hiicrelerin lam iizerine fikse edilmesiyle
hazirlanmaktadir. Virus ile enfekte hiicreler, hiicre kiiltiiriinde {iretildigi ve biyogilivenlik
diizey 3 laboratuvarlar gerektigi i¢in bu yOntem tercih edilmemektedir. Bunun yerine
rekombinant DNA teknikleri ile iiretilen hantavirus antijenlerinin tespit edilebildigi yontemler

tercih edilmektedir (14).

Tanida en sik kullanilan yontem, indirekt ELISA’dir. Bu yontem i¢in antijen olarak

virus ile enfekte lizatlar ya da piirifiye edilmis N proteini kullanilabilir (14).
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Immunoblot ve nétralizasyon testleri de tanida kullanilabilmektedir. Ancak
notralizasyon testlerinin 6zgiilliigii yiiksek olmasina ragmen maliyeti yiiksek, zahmetli ve
biyogiivenlik diizey 3 laboratuvarlar gerektirmesi nedeniyle tercih edilmemektedir (14).
Immunoblot testleri ise duyarliligi ve 6zgiilliigii ELISA’dan daha yiiksek testlerdir. Bu

nedenle ELISA testlerinin dogrulanmasinda kullanilirlar.
2.1.9.2. Molekiiler tan

Molekiiler yontemlerin duyarliligi serolojik yontemlere gore daha diisiik olmasmna
ragmen daha hizli olmalar1 nedeniyle tercih edilmektedirler. Ozellikle HPS’nin hizli
ilerlemesi ve fatalite oraninin yliksek olmasi nedeniyle Onem kazanmaktadirlar. Ters
(“reverse”) transkripsiyon-polimeraz zincir tepkimesi (RT-PZT) ile hasta 6rneklerinde viral
genomun varligi bir giin icerisinde gosterilebilmektedir. Viremi diisiik oldugundan viral
RNA’y1 tespit etmek giic olsa da doku Orneklerinde yuvalanmis (“nested”)-RT-PZT ile
saptanabilir (14). Ayrica Hantavirus tipleri arasinda capraz tepkime olabildiginden, serolojik
yontemlerle ayirt edilemeyen tipler PZT {iriinlerinin dizilenmesi ile tespit edilebilmektedir

(36).

Hantavirus tanisinda, serolojik testler ile molekiiler yontemlerin birlikte kullanilmasi ile

daha dogru ve hizli sonuglar alinabilecektir.

2.1.10. Tedavi ve Korunma

Hantaviral enfeksiyonlarm tedavisinde kullanilabilecek spesifik bir antiviral ajan
bulunmamaktadir. Bu nedenle destek tedavisi uygulanmaktadir. RSKA’I1 hastalar ve kemirici
modelleri lizerinde yapilan ¢aligmalar, bir guanozin analogu olan ribavirinin, hantavirusun in
vitro gelisimini inhibe ederek, virus titresinde ve mortalitede diisiis sagladigini
gostermektedir. Ancak HPS’li hastalar ile yapilan caligmalarda ise ribavirinin tedaviyi ve

mortaliteyi etkilemedigine dair kanitlar elde edilmistir (37).

IFN-a, -B ve -y ile 6nceden islenen Vero E6 hiicrelerinde doza bagl olarak HTNV
replikasyonunun inhibe oldugu ve bu ii¢ IFN’dan en etkilisinin de IFN-3 oldugu gdsterilmistir

(38).
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Hantaviral enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilacak etkin bir ajan bulunmadigindan, as1
calismalar1 ve enfeksiyondan korunma onem tasimaktadir. As1 gelistirme ¢aligmalari, inaktif
virus ve rekombinant DNA teknolojileri kullanilarak devam etmektedir. Gelistirilen asilar
icerisinde ticari olarak satilmakta olan tek asi, Hantavax " tir. 1990 yilinda iretilen ve
HTNV’a kars1 etkili olan bu as1, Diinya Saglk Orgiitii tarafindan onaylanmadigidan yalmzca
Asya’da kullanilmaktadir. Kore’deki RSKA oranmi % 45 azalttig1 bildirilmistir (39-41).

Enfeksiyondan korunmanin en iyi yolu, enfekte kemiriciler ve onlarm ifrazatlar: ile
temastan kacmmaktir. Boyle bir durumda temas edilen bolge temizlenmeli ve doktora
basvurulmalidir (20, 37). Hantaviruslar ultraviyole (UV) 1sm1, % 1 sodyum hipoklorit, % 2
gluteraldehit ve % 70 etanole duyarlidirlar. Asidik ortamlarda ve 30 dakika uygulanan 60°C
sicaklik karsisinda kolayca inaktive olurlar (16). Ayrica kemirici populasyonlarinda
hantavirus prevalansinin  belirlenmesi, insan olgularmin  durumu hakkinda bilgi
saglayabilecektir. Bu yilizden kemirici populasyonlarinin takibinin saglanmast 6nem

tasimaktadir.
2.2. immunoserolojik Yontemler

Immunoserolojik yontemler, antijenlerin ya da antikorlarin tespit edilmesinde ve
miktarlarinin belirlenmesinde kullanilan immunokimyasal tekniklerden biridir. Antikor
yakalayan testler, antijen yakalayan testler ve iki antikoru baglayan sandvi¢ testler olmak

iizere ilige ayrilmaktadirlar.

Antikor yakalayan testlerde, solid faz antijen ile kaplanmakta ve antikor i¢eren serum
ornekleri ile inkiibe edilmektedir. Serum icerisindeki diger bilesenler, yilkama basamaklari ile
uzaklastirilmaktadir. Enzim ile isaretli antikorun eklenmesi ile konjugat, antijen-antikor
kompleksini olusturmaktadir (Sekil 3). Substratta meydana gelen renk degisiminin

spektrofotometre ile 6l¢iilmesiyle antikor miktar1 belirlenmektedir (42).

14



Primer
antikor

Enzim igaretii
antikor

Sekil 3. Antikor yakalayan immunoserolojik testlerin ¢aligsma prensibi (43).

Antijen yakalayan testlerde, solid faz antikor ile kaplanmakta ve antijen ile inkiibe
edilmektedir. Baglanmayan antijenler, yikama basamaklari ile uzaklastirilmaktadir. Enzim ile
isaretli antikor iceren konjugatin eklenmesi ile antijenler solid faza baglanmaktadir (Sekil 4).
Substratta meydana gelen renk degisiminin spektrofotometre ile dl¢lilmesiyle antikor miktari

belirlenmektedir (42).

A Emr
Py Enzim igaretii ﬁ’(’éf Y
antijen

Sekil 4. Antijen yakalayan immunoserolojik testlerin ¢alisma prensibi (43).

Iki antikoru baglayan sandvig testlerde ise solid faz antikor ile kaplanmakta ve antijen
bu antikora baglanmaktadir. Antijene, isaretli ikinci antikor baglanmakta ve bu antikorun

miktar1 6lgiilmektedir (42).
2.2.1. Immunoserolojik Yontemlerin Validasyonunda Rol Oynayan Faktorler

Validasyon, arastirilan testin performansmin ve giivenilirliginin belirlenmesi i¢in
uygulanan bir siiregtir. Bu siireg, altin standart olarak kabul edilen bir tani testi varliginda
uygulanabilir. Arastirilan testin yani sira altin standart olarak kabul edilen testin de tiim

orneklere uygulanmasi gerekir (44).
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2.2.1.1. Esik degerinin belirlenmesi

Aragtirilan test i¢in esik degerinin belirlenmesi, test edilen 6rneklerin pozitif ve negatif

olarak kategorize edilmesini saglar. Boylece testin duyarliligi ve 6zgiilliigii de tespit edilebilir.

Esik degeri, enfekte olan ve olmayan orneklerin dagilimina bagl olarak belirlenir.
Bunun icin iki yontem uygulanabilir. Bunlardan biri “Receiver operating characteristic”

(ROC) analizi, digeri ise enfekte olmayan orneklere gore esik degeri belirlenmesidir (44).

2.2.1.2. Duyarhlik ve ozgiilliik

Aragstirilan test ve altin standart olarak kabul edilen testin tiim 6rneklere uygulanmasi ile
elde edilen sonuclar, dort gozlii tabloda degerlendirilir. Tablonun siitunlarina altin standart
olarak kabul edilen testten elde edilen veriler, satirlarina ise arastirilan testten elde edilen
veriler yerlestirilir. Bu durumda, altin standart testin pozitif dedigi 6rnekler kesin olarak

pozitif, negatif dedigi 6rnekler ise kesin olarak negatif kabul edilecektir (45).

Altin Standart

Gergek pozitif Gergek negatif
F  Pouitif Gergek pozitif Yalanci pozitif
U
g a b
5 Yal if Gergek negatif
= Negatif alanci negati ergek negati
c d

Sekil 5. Duyarlilik ve 6zgiilliikk degerlendirme tablosu (45).

Gergek pozitif ve gergek negatif gozlerde elde edilen degerler ne kadar yiiksek ise,
arastirilan test o kadar gecerli sayilir. Testin gecerliligin degerlendirilmesinde duyarlilik ve
ozgiillik olmak iizere iki kavram Onem tasimaktadir. Duyarlilik (a/a+c), bir testin gercek
pozitif olgular arasinda pozitifleri yakalayabilme giiciidiir. Ozgiilliik (d/b+d) ise gercek
negatif kisiler arasinda negatifleri yakalayabilme giictidiir (Sekil 5) (45).
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2.2.1.2.1. ROC analizi

ROC analizi, elde edilen duyarlilik ve 0Ozgiillik degerlerinin bir grafik {izerinde
degerlendirilmesini saglar. ROC egrisinin x ekseninde yalanci pozitifler (1- 6zgiillik), y
ekseninde ise gergek pozitifler (duyarlilik) yer alir. Cizilen egrinin altinda kalan alanm 1.0’e
ulastiginda egri, tim kareyi kapsar ve duyarlilik ile 1- 6zgilliikk degerleri en yiiksek diizeye
ulagir. Egrinin koordinatlarinin degistirilmesi ile farkli esik degerlerinde duyarlilik ve
ozgilliikteki degisim gozlenebilir (Sekil 6). Boylelikle ROC egrisi, en uygun esik degerinin

belirlenmesinde yardimci olur (45).

Duyarhlik

1- Ozgiilliik

Sekil 6. Duyarlilik ve 6zgiilliigiin farkli degerlerinde ROC egrisinin goriintimii.

2.3. Normal Dagihm

Normal dagilim, degiskenlerin frekansa gore dagilimint x ve y eksenleri iizerinde
gostermektedir. Evren verisinin ortalamasmin (p) ve standart sapmasinin (o) farkli degerleri

icin farkli normal dagilimlar olusmaktadir (Sekil 7) (46).
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Sekil 7. Evrenden elde edilen verinin normal dagilim egrisi (46).

Normal dagilim, ¢an egrisi bicimindedir. Cok diislik ve ¢ok yiliksek degerlere sahip olan
degiskenler daha az goriileceginden, frekanslar1 diisiik olacak ve egrinin sag ve sol uglarinda
yer alacaklardir. Ortalama degerlere sahip degiskenlerin ise frekanslar1 yiiksek olacagindan,
egrinin orta kisminda yer alacaklardir. Dagilim, ortalamaya gore simetriktir. Ortalamadan

gecen ¢izginin saginda ve solunda kalan alanlar, birbirleri ile 6rtiismektedir (46).

Degiskenlerin % 68.27’s1, 6rneklem grubunun ortalamasimnin (X) 1 standart sapma (-18S,
+1S) uzaklhigindaki noktalar arasinda bulunmaktadir. Degiskenlerin % 95.45’1 X’den 2S
uzaklik araliginda, % 99.73’1 ise X’den 3S uzaklik araliginda bulunmaktadir (Sekil 8).
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Sekil 8. Her ¢ degeri i¢in degiskenlerin dagilimdaki yiizdesi.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Arastirmamn Tipi

“Tirkiye’nin Bat1  Bolgelerinde Hantavirus — Arastirilmasi:  Trakya Bolgesi
kemiricilerinde Hantavirus antikorlarinin prevalansinin arastirilmast” adli tez calismasi,

deneysel niteliktedir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Calisma, 2011-2013 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda gercgeklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Calismada hantavirus tasiyicist oldugu bilinen kemirici tiirlerinden alinan serum

ornekleri kullanilmistir.
3.4. Cahsma Materyali

Arastirmada, 27-30 Temmuz 2009 tarihinde Kirklareli Igneada bdlgesinde yapilan saha
calismasi sirasinda tuzak kapanlar ile dogada yakalanan kemirici tiirlerinden alinan, 84 adet

serum Ornegi kullanilmustir.
3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Calismadaki bagimli degisken, Hantavirus IgG izotipindeki antikorlar iken bagimsiz

degisken, kemiricilerde hantavirus varligidir.

3.6. Veri toplama araclan

3.6.1. ELISA optimizasyonu

Kemirici serumlarinin hantavirus agisindan taranmasinda kullanilabilecek herhangi bir
ticari kit bulunmadigindan, insan serumu ile ¢aligmaya uygun olan HTNV, PUUV ve DOBV
rekombinant niikleokapsid antijenleri ile kapli Anti-Hanta virus Pool ELISA (IgG) plaklar

(Euroimmun, Almanya) kullanilmistir. Kitin, kemirici serumlar ile ¢aligilmak iizere optimize
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edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle negatif ve pozitif 6rnekler arasindaki ayrimm en iyi
sekilde yapilabildigi serum ve konjugat konsantrasyonlarmin belirlenmesi ig¢in farkl

diliisyonlar denenmistir.

Pozitif ve negatif olduklar1 bilinen iki kemirici serumu, 1/50, 1/100 ve 1/200
oranlarinda PBS ile seyreltilmis ve bir dakika vortekslendikten sonra 30 saniye
santrifiijlenmistir. HTNV, PUUV ve DOBV rekombinant niikleokapsid antijenleri ile kapli
Anti-Hanta virus Pool ELISA (IgG) plagindaki (Euroimmun, Almanya) her bir kuyucuga 100
pL seyreltilmis serum Ornegi eklenmistir. Her serum oOrnegi ¢ift kuyucuk calisilmistir.
Seyreltilmis serum O6rnegi eklenen plak, 37°C’de bir saat orbital inkiibatorde (Stuart SIS00,
Ingiltere) inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar bosaltildiktan sonra deterjan
iceren yikama tamponu ile iiger kez yikanmistir. Her yikamada, her bir kuyucuk i¢in 300 pL
yikama tamponu kullanilmis ve 30-60 saniye hafif¢e calkalanarak bekletildikten sonra plak,
havlu kagida vurularak tamamen bosaltilmistir. Yikama sonrasinda kuyucuklara, 1/10.000,
1/20.000 ve 1/40.000 oranlarinda PBS ile seyreltilmis “horseradish” peroksidaz (HRP) enzimi
ile isaretli kec¢i anti-fare IgG konjugatindan (Millipore 12-349, ABD) 100 uL eklenmis ve
37°C’de bir saat orbital inkiibatdrde (Stuart SI500, Ingiltere) inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda kuyucuklar bosaltildiktan sonra deterjan iceren yikama tamponu ile iicer kez
yikanmistir. Her yikamada, her bir kuyucuk i¢in 300 pL yikama tamponu kullanilmis ve 30-
60 saniye hafifce ¢alkalanarak bekletildikten sonra plak, havlu kagida vurularak tamamen
bosaltilmistir. Her kuyucuga 100 pL  3,3°,5,5’-tetrametilbenzidin/hidrojen  peroksit
(TMB/H,0,) kromojen/substrat soliisyonu eklenmis ve oda sicakliginda (18-25°C) 15 dakika
karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda substrat soliisyonunun iizerine 100
uL 0.5 M siilfirik asit (H,SO4) eklenerek, tepkime durdurulmus ve 30 dakika igerisinde
orneklerin optik dansiteleri (OD), mikroplak okuyucuda (Thermo Scientific 51119000, ABD)
450 nm dalga boyunda (referans dalga boyu 620 nm) Sl¢tilmiistiir.

3.6.2. Esik Degerinin Belirlenmesi

Giresun, Yozgat ve Burdur’da yapilan saha ¢aligmalarinda yakalanan, Microtus sp.,
Apodemus mystacinus, Apodemus flavicollis, Mus macedonicus, Myodes glareolus tiirlerine
ait 16 adet negatif serum Ornegi, optimize edilen ELISA yOntemi ile iki farkli giinde

taranmastir.
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Kemiricilere ait serum oOrnekleri 1/50 oraninda PBS ile seyreltilmis ve bir dakika
vortekslendikten sonra 30 saniye santrifiijlenmistir. HTNV, PUUV ve DOBV rekombinant
niikleokapsid antijenleri ile kapli Anti-Hanta virus Pool ELISA (IgG) plagindaki
(Euroimmun, Almanya) her bir kuyucuga 100 pL seyreltilmis serum 6rnegi eklenmistir. Her
serum Ornegi ¢ift kuyucuk calisilmistir. Seyreltilmis serum 6rnegi eklenen plak, 37°C’de bir
saat orbital inkiibatorde (Stuart SIS00, Ingiltere) inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasmda
kuyucuklar bosaltildiktan sonra deterjan iceren yikama tamponu ile ticer kez yikanmistir. Her
yikamada, her bir kuyucuk i¢in 300 pL yikama tamponu kullanilmis ve 30-60 saniye hafifce
calkalanarak bekletildikten sonra plak, havlu kagida vurularak tamamen bosaltilmistir.
Yikama sonrasinda kuyucuklara, 1/10.000 oraninda PBS ile seyreltilmis HRP enzimi ile
isaretli ke¢i anti-fare IgG konjugatindan (Millipore 12-349, ABD) 100 pL eklenmis ve
37°C’de bir saat orbital inkiibatdrde (Stuart SI500, Ingiltere) inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda kuyucuklar bosaltildiktan sonra deterjan iceren yikama tamponu ile {liger kez
yikanmigtir. Her yikamada, her bir kuyucuk i¢in 300 pL yikama tamponu kullanilmis ve 30-
60 saniye hafifce ¢alkalanarak bekletildikten sonra plak, havlu kagida vurularak tamamen
bosaltilmistir. Her kuyucuga 100 unL TMB/H,0, kromojen/substrat soliisyonu eklenmis ve
oda sicakhiginda (18-25°C) 15 dakika karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda substrat soliisyonunun {izerine 100 pL 0.5 M H,SO4 eklenerek, tepkime
durdurulmus ve 30 dakika icerisinde 6rneklerin OD’leri, mikroplak okuyucuda (Thermo

Scientific 51119000, ABD) 450 nm dalga boyunda (referans dalga boyu 620 nm) Sl¢tilmiistiir.
3.6.3. Orneklerin Taranmasi

27-30 Temmuz 2009 tarihinde Kirklareli Igneada bdlgesinde yapilan saha calismasi
sirasinda yakalanan, Apodemus flavicollis, Apodemus sylvaticus, Apodemus agrarius,
Apodemus witherbyi, Microtus guentheri tiirlerinden 84 adet kemiriciye ait serum Ornegi,

optimize edilen ELISA yontemi ile taranmustir.

Kemiricilere ait serum ornekleri 1/50 oraninda PBS ile seyreltilmis ve bir dakika
vortekslendikten sonra 30 saniye santrifiijlenmistir. HTNV, PUUV ve DOBV rekombinant
niikleokapsid antijenleri ile kapli Anti-Hanta virus Pool ELISA (IgG) plaklarindaki
(Euroimmun, Almanya) her bir kuyucuga 100 pL seyreltilmis serum 6rnegi eklenmistir. Her

serum Ornegi ¢ift kuyucuk calisilmistir. Seyreltilmis serum 6rnegi eklenen plak, 37°C’de bir
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saat orbital inkiibatdrde (Stuart SIS00, Ingiltere) inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasmnda
kuyucuklar bosaltildiktan sonra deterjan iceren yikama tamponu ile iicer kez yikanmistir. Her
yikamada, her bir kuyucuk i¢in 300 pL yikama tamponu kullanilmig ve 30-60 saniye hafifce
calkalanarak bekletildikten sonra plak, havlu kagida vurularak tamamen bosaltilmistir.
Yikama sonrasinda kuyucuklara, 1/10.000 oraninda PBS ile seyreltilmis HRP enzimi ile
isaretli ke¢i anti-fare IgG konjugatindan (Millipore 12-349, ABD) 100 pL eklenmis ve
37°C’de bir saat orbital inkiibatdrde (Stuart SIS00, Ingiltere) inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda kuyucuklar bosaltildiktan sonra deterjan iceren yikama tamponu ile {iger kez
yikanmistir. Her yikamada, her bir kuyucuk i¢in 300 pL yikama tamponu kullanilmis ve 30-
60 saniye hafifce calkalanarak bekletildikten sonra plak, havlu kagida vurularak tamamen
bosaltilmistir. Her kuyucuga 100 unL TMB/H,0, kromojen/substrat soliisyonu eklenmis ve
oda sicakhiginda (18-25°C) 15 dakika karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda substrat soliisyonunun {izerine 100 pL 0.5 M H,SO4 eklenerek, tepkime
durdurulmus ve 30 dakika icerisinde orneklerin OD’leri, mikroplak okuyucuda (Thermo

Scientific 51119000, ABD) 450 nm dalga boyunda (referans dalga boyu 620 nm) 6l¢iilmiistiir.
3.6.4. Immunoblot Optimizasyonu

Insan serumu ile ¢alismaya uygun olan, HTNV, PUUV ve DOBV rekombinant
niikleokapsid antijenleri emdirilmis Euroline Anti-Hanta Profile 1 (IgG) stripleri
(Euroimmun, Almanya) kullanilmistir (Sekil 9). Yontemin kemirici serumlari ile ¢aligiimak
iizere optimize edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle negatif BALB/c serumlar1 kullanilarak,
olusan bantlarm en dogru sekilde yorumlanabildigi serum ve konjugat konsantrasyonlarmin
belirlenmesi i¢in farkli diliisyonlar denenmistir. Substrat ve inkiibasyon parametreleri ise

iiretici firmanin 6nerdigi sekilde uygulanmistir.
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Sekil 9. Hantavirus tiplerine gore olusan IgG yanitinin striplerdeki goriiniimii.

Serum ve konjugat diliisyonlar1 ve yikama basamaklari, 1x olacak sekilde distile su ile
seyreltilen, genel tampon ile yapilmistir. Hazirlanan tiim diliisyonlar, ayni giin icerisinde
kullanilmistir. Kullanilacak her bir strip, inkiibasyon tepsisine yerlestirilmis ve 1,5 mL
bloklama tamponu igerisinde 15 dakika boyunca oda sicakliginda calkalayicida (Labnet
International S-1000, ABD) inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda siv1 aspire edilmis ve
strip tizerine 1,5 mL 1/50 ve 1/100 oranlarinda 1x genel tampon ile seyreltilmis BALB/c
kemiricilere ait serumlar eklenerek, 30 dakika oda sicakliginda calkalayicida (Labnet
International S-1000, ABD) inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda serum drnekleri aspire
edilmis ve tlicer kez beser dakika 1,5 mL 1x genel tampon igerisinde ¢alkalayicida (Labnet
International S-1000, ABD) inkiibe edilerek, yikanmistir. Yikama sonrasinda 1/5.000 ve
1/10.000 oranlarinda 1x genel tampon ile seyreltilmis alkalen fosfataz (AP) enzimi ile isaretli
ke¢i anti-fare IgG konjugatindan (Santa Cruz Biotechnology sc-2008, ABD) 1,5 mL
eklenerek, 30 dakika oda sicakliginda calkalayicida (Labnet International S-1000, ABD)
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda konjugat aspire edilmis ve iicer kez beser dakika 1,5
mL 1x genel tampon icerisinde calkalayicida (Labnet International S-1000, ABD) iizerinde
inkiibe edilerek, yikanmistir. Yikama sonrasinda her bir strip {lizerine 1,5 ml
nitrobluetetrazoliyumklorid/5-bromo-4-kloro-3-indolilfosfat (NBT/BCIP) substrat soliisyonu
eklenerek, 10 dakika oda sicakliginda calkalayicida (Labnet International S-1000, ABD)
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inkiibe edilmistir. Substrat soliisyonu aspire edildikten sonra her bir strip, iliger kez birer

dakika distile su ile yikanmis ve kuruduktan sonra degerlendirilmistir.
3.6.5. Orneklerin Immunoblot ile Dogrulanmast

ELISA testi ile taranan 84 Ornekten 82’sine immunoblot testi uygulanmistir. ELISA
testi ile pozitif oldugu saptanan iki 6rnegin serum miktar1 yeterli olmadigi i¢in, bu 6rneklere

immunoblot testi uygulanamamastir.

Serum ve konjugat diliisyonlar1 ve yikama basamaklari, 1x olacak sekilde distile su ile
seyreltilen, genel tampon ile yapilmistir. Hazirlanan tiim diliisyonlar, ayn1 giin kullanilmastir.
Kullanilacak her bir strip, inkiibasyon tepsisine yerlestirilmis ve 1,5 mL bloklama tamponu
icerisinde 15 dakika boyunca oda sicakliginda g¢alkalayicida (Labnet International S-1000,
ABD) inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda siv1 aspire edilmis ve strip iizerine 1,5 mL
1/100 oraninda 1x genel tampon ile seyreltilmis serumlar eklenerek, 30 dakika oda
sicakliginda calkalayicida (Labnet International S-1000, ABD) inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrasinda serum ornekleri aspire edilmis ve ticer kez beser dakika 1,5 mL 1x genel tampon
icerisinde calkalayicida (Labnet International S-1000, ABD) inkiibe edilerek, yikanmistir.
Yikama sonrasinda 1/5.000 oraninda 1x genel tampon ile seyreltilmis AP enzimi ile isaretli
keci anti-fare IgG konjugatindan (Santa Cruz sc-2008, ABD) 1,5 mL eklenerek, 30 dakika
oda sicakliginda calkalayicida (Labnet International S-1000, ABD) inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda konjugat aspire edilmis ve iicer kez beser dakika 1,5 mL 1x genel
tampon igerisinde calkalayicida (Labnet International S-1000, ABD) inkiibe edilerek,
yikanmistir. Yikama sonrasinda her bir strip iizerine 1,5 ml NBT/BCIP substrat soliisyonu
eklenerek, 10 dakika oda sicakliginda c¢alkalayicida (Labnet International S-1000, ABD)
inkiibe edilmistir. Substrat soliisyonu aspire edildikten sonra her bir strip, liger kez birer

dakika distile su ile yikanmig ve kuruduktan sonra degerlendirilmistir.
3.6.6. Istatistiksel Analiz

Optimize edilen ELISA testinin duyarlilig1 ve 6zgiilliigii, ortalamaya eklenen her bir S
degeri i¢in hesaplanmis ve en uygun deger, esik degeri olarak belirlenmistir. Veriler, SPSS
17.0 paket programi kullanilarak degerlendirilmistir. Belirlenen esik degerinin dogrulugu,

ROC egrisi ile sinanmustir.
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3.7. Arastirma Plam ve Takvimi

Tablo 3. Arastirma plani1 ve is siireleri.

2011 2012 2013
Is Tamm
Literatiir taranmasi ve tez onerisinin teslim edilmesi | Haziran-Kasim
ELISA optimizasyonu Mart
Orneklerin ELISA ile taranmast Agustos

Immunoblot optimizasyonu Kasim

Orneklerin immunoblot ile dogrulanmasi Aralik
Sonuglarin yorumlanmasi ve istatistiksel analiz Ocak

Tezin yazilmasi Ocak-Nisan

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Calisma sirasinda elde edilen veriler, kemirici tiirleri ile hantavirusa 6zgii antikorlarin

varlig1 yoniinden iki farkli yontem ile degerlendirilmistir.
3.9. Arastirmanin Smirhhklar:

Kemirici serumlarmin hantavirus agisindan taranmasinda kullanilabilecek herhangi bir
ticari kit bulunmamaktadir. Bu nedenle insan serumu ile ¢alismaya uygun olan Anti-Hanta
virus Pool ELISA (IgG) plaklar1 (Euroimmun, Almanya) ve Euroline Anti-Hanta Profile 1
(IgG) immunoblot stripleri (Euroimmun, Almanya) kullanilmistir. Uygulanacak yontemlerin

kemirici serumlarina gére optimize edilmesi, arastirmanin sinirliliklarindan birisidir.

Calismanin bir diger smirlilig1 ise kemiricilerin tiir tayininin fenotipik olarak yapilmis

olmasidir.

3.10. Etik Kurul Onay1

Dokuz Eyliil Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Degerlendirme
Komisyonu’nun 05.06.2009 ve 22.07.2011 tarihli 41/2009 protokol numarali kararlari, EK-

I’de verilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. ELISA Optimizasyonu

ELISA testi i¢in optimal serum diliisyonu 1/50, konjugat diliisyonu ise 1/10.000 olarak
belirlenmistir. Kirklareli igneada bolgesinde yakalanan kemiricilere ait serum &rneklerinin

taranmasinda, belirlenen serum ve konjugat diliisyonlar1 uygulanmistir.
4.2. Esik Degerinin Belirlenmesi

Giresun, Yozgat ve Burdur’da yapilan saha calismalarinda yakalanan, Microtus sp.,
Apodemus mystacinus, A. flavicollis, Mus macedonicus, Myodes glareolus tiirlerine ait 16
adet negatif serum Ornegi iki farkl glinde taranmis ve 6rneklerin X + 3S’ye denk gelen 0,187
OD degeri ve altindaki degerler negatif; X + 3S ile X + 6S arasindaki degere denk gelen 0,187
ve 0,325 OD degerleri arasinda kalan degerler “grey zone”; X + 6S’ye denk gelen 0,325 OD

degeri ve iizerindeki degerler pozitif olarak degerlendirilmistir.
4.3. Orneklerin Taranmasi

27-30 Temmuz 2009 tarihinde Kirklareli Igneada bdlgesinde yapilan saha ¢alismasi
sirasinda yakalanan, 84 kemiriciden 22’sinde belirlenen esik degerine gore hantavirusa karsi
antikor pozitifligi, 10’unun ise “grey zone” olarak belirlenen degerler arasinda oldugu
saptanmugtir. Antikor pozitifligi saptanan 22 Ornekten 13’10 A. flavicollis tlriine, dordii A.
agrarius tiirtine, lici M. guentheri tiiriine, biri A. sylvaticus tiirline, biri de A. witherbyi tiirline
aittir. A. flavicollis tiirline ait iki 6rnege, serum miktarlar1 yetersiz oldugu i¢in, immunoblot
testi uygulanamamistir. “Grey zone” degerleri arasinda olan 6rneklerden yedisi A. flavicollis

tiirline, ikisi M. guentheri tiirline, biri ise A. sylvaticus tiirline aittir.
4.4. Immunoblot Optimizasyonu

Immunoblot testi i¢in optimal serum diliisyonu 1/100, konjugat diliisyonu ise 1/5.000
olarak belirlenmistir (Sekil 10). Kirklareli Igneada bdlgesinde yakalanan kemiricilere ait
serum Orneklerinin  dogrulanmasinda, belirlenen serum ve konjugat diliisyonlar:

uygulanmigtir.
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Sekil 10. Optimal serum ve konjugat diliisyonlarinda striplerdeki bant intensitesi.
4.5. Orneklerin Immunoblot ile Dogrulanmasi

Kirklareli Igneada bolgesinde yakalanan kemiricilerden ELISA testi ile antikor
pozitifligi saptanan 20 6rnekten 16’sinda DOBYV pozitifligi, birinde de PUUV pozitifligi tespit
edilmistir. Ug¢ 6rnek ise ELISA sonucu pozitif olmasma ragmen immunoblot testi ile negatif
olarak belirlenmistir. DOBV pozitifligi saptanan 16 ornekten dokuzu A. flavicollis, tigl A.
agrarius, ikisi M. guentheri, biri A. sylvaticus ve biri A. witherbyi tiirlerine ait iken, PUUV
pozitifligi saptanan bir 6rnek, A. flavicollis tiirline aittir. Negatif olarak belirlenen 6rnekler ise
A. flavicollis, A. agrarius ve M. guentheri tiirlerine aittir.

ELISA testi ile “grey zone” degerleri arasinda kalan ve negatif olarak belirlenen 62

ornegin tlimiiniin negatif oldugu immunoblot testi ile de dogrulanmustur.
4.6. [Istatistiksel Analiz

Optimize edilen ELISA testinin duyarlilig1 ve 6zgiilligii, ortalamaya eklenen her bir S
degeri i¢in hesaplanmig, duyarhiligin ve 6zgiilliiglin en yiiksek oldugu X + 6S degeri (OD
degeri 0,325), esik degeri olarak belirlenmistir (Tablo 4).
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Tablo 4. Ortalamaya eklenen her bir S igin duyarlilik ve 6zgiilliik degerleri.

X+3S immunoblot
(OD 0,187) T -
ELISA + 17 12

0 53
X +4S immunoblot
(OD 0,233) + R
ELISA + 17 6
- 0 59
X+5S immunoblot
(OD 0,279) n -
ELISA + 17 4
- 0 61
X + 6S Immunoblot
(OD 0,325) + -
ELISA + 17 3
- 0 62

| Duyarlilik: %100 | Ozgiilliik: %82 |

| Duyarhlik: %100 | Ozgiillik: %91 |

Duyarhhk: %100 | Ozgiilliik: %94 |

Duyarlilik: %100 | Ozgiilliik: %95 |

ROC egrisi ile duyarlilik ve 6zgiilliigiin en yiiksek oldugu esik degeri, 0,326 olarak

belirlenmistir (Sekil 11). Elde edilen bu deger, daha oOnce belirlenen esik degeri ile

uyumludur.
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ROC Curve

1,07

0,84

Sensitivity

T | |
0,0 0,2 0.4 0,6 03 10

1 - Specificity

Sekil 111. Kirklareli igneada bolgesinde yakalanan kemirici serumlarinin OD degerlerine ait ROC egrisi.
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5. TARTISMA

Caligma icin Kirklareli Igneada bdlgesi segilmistir. Kirklareli, tiirlerin Anadolu’ya giris
kapilarindan biri iizerinde bulunmaktadir (Sekil 12) (47) . Bu nedenle 6zellikle memeli tiir
cesitliligi acisindan olduk¢a zengindir. Hantavirus tasiyicisi olarak bilinen kemirici
tiirlerinden A. agrarius, Tirkiye’de yalnizca Trakya Bolgesi’'nde yayilis gostermektedir.
Ayrica Hantavirus tastyicisi olan diger kemirici tiirlerinden A. flavicollis ve M. glareolus da

bu bolgede bulunmaktadir.

Sekil 12. Tiirlerin Anadolu'ya giris kapilar1 (47).

Insanlarda Hantavirus antikorlarmin belirlenmesinde kullanilabilecek ticari iiriinler
mevcut iken, Kkemiricilerdeki durumun belirlenmesi i¢in kullanilabilecek {iriinler
bulunmamaktadir. Bu c¢alisma ile kemirici serumlarinin taranmasinda kullanilabilecek,
kolaylikla ulasilabilen ticari tirlinlerin kullanildigi ve giivenilir sonuglarin elde edildigi bir

yontem olusturulmaya ¢aligilmistir.

Kullanilacak ELISA testinin kemirici serumlari i¢in optimize edilmesi ve esik degerin
belirlenmesinde olabildigince farkl tiire ait ve fazla sayida negatif serum 6rneginin taranmasi
Oonem tasimaktadir. Bu calisma i¢in, {i¢ farkli bolgeden toplanan farkli tiirlerden 16 adet

negatif kemiriciye ait serum 6rnekleri kullanilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, 16
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adet farkli tiir kemiriciye ait serum Orneginin, Orneklerin pozitif ve negatif olarak ayirt

edilmesinde yeterli oldugu goriilmektedir.

Optimize edilen ELISA testi ile Hantavirus antikor pozitifligi saptanan 22 kemiriciden
% 59.1’1 A. flavicollis, % 18.2°si A. agrarius, % 13.7’si M. guentheri, % 4.6’1 A. sylvaticus,
% 4.5’i ise A. witherbyi tiirlerindendir. Immunoblot testi uygulanan 20 kemiricinin ise %
80’inde DOBYV pozitifligi, % 5’inde ise PUUV pozitifligi saptanmustir. Orneklerin % 15’inde

ise ELISA testi pozitif iken immunoblot testi negatif olarak belirlenmistir.

Orneklerden ii¢ii ELISA testi ile pozitif olarak saptandig1 halde immunoblot testi ile
negatif olarak belirlenmistir. S6z konusu ii¢c 6rnekte saptanan bu durumun nedeni, ELISA
yontemi ile saptanan kemirici antikorlarmin ¢apraz reaktif olmasi, ELISA yontemi ile
immunoblot yontemi arasindaki analitik duyarlilik farki veya immunoblot striplerinde antijeni
bulunan hantavirus alt tiplerinden farkl alt tip ya da tiplere 6zgiil olmas1 gibi sebeplerden
kaynaklanabilir. Bu nedenle ELISA testi ile hantavirusa kars1 antikor varlhig1 tespit edilmesine
ragmen, immunoblot testi ile antikorlarin hangi hantavirus alt tipine karsi oldugu

belirlenemeyebilir.

Calismamiz sirasinda dokuz adet A. flavicollis’in yam sira {i¢ adet A. agrarius’ta da
DOBYV pozitifligi saptanmistir. A. flavicollis DOBV tastyicisi olarak bilinirken, A. agrarius
ise Avrupa’da SAAV, Asya’da HTNV tasiyic1 olarak bilinmektedir. DOBV ve SAAV,
genetik agidan birbirleri ile oldukca benzer olmalarina ragmen, serolojik agidan farklilagmis
olmalar1 ve SAAV’nin RSKA’nin epidemik nefropati benzeri hafif bir formuna neden olmasi
ile birbirlerinden ayrilmaktadirlar (48, 49). Bu iki virus tipi, ancak molekiiler yontemler ile
birbirlerinden kesin olarak ayirt edilebilmektedir. Calismamiz sirasinda uyguladigimiz
serolojik yontemler ise bu konuda yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle DOBV pozitifligi
saptadigimiz A. agrarius tliriine ait kemiricilerin, DOBV farkli bir tipini mi tasidiklar1 yoksa
SAAV tasityicist mi olduklar1 bilinememektedir. Slovenya’da yapilan bir ¢alismada A.
flavicollis ve A. agrarius tirlerinde DOBV pozitifligi saptanmis ve her iki tiirlin tasidigi
DOBYV tiplerinin birbirlerinden farkli olduklar: tespit edilmis, A. agrarius tarafindan tasman
DOBYV tipine ait dizinin Slovakya, Rusya ve Estonya saptanan A. agrarius tiirline ait
kemiriciler tarafindan tasman DOBV tiplerine ait dizilere benzer oldugu bildirilmistir (50).

Bagka bir calismada ise hantavirus tasimayan A. flavicollis ve A. agrarius tiirlerine SAAV
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inokiile edildiginde, her iki tiirden kemiriciler de virusa karsi ndtralizan antikor iiretmisler ve

akciger dokularinda viral RNA tespit edilmistir (51).

M. guentheri, Tiirkiye cografyasinda siklikla rastlanilan kemirici tiirlerinden biridir.
Microtus cinsine ait farkli tiirlerin hantavirus alt tiplerinin tasiyicist olduguna dair ¢aligmalar
bulunmaktadir. Laakkonen ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada Trabzon’da yakalanan M.
roberti ve M. rossiaemeridionalis tiirlerine ait Orneklerin % 25’inde, Izmir’de ise M.
guentheri lydius tiirtine ait drneklerin % 4’tinde PUUV pozitifligi saptanmistir (22). Bunun
disinda, M. guentheri’nin hantavirus tasiyicist olduguna dair iilkemizden ve diinyadan
bildirilmis baska bir kaynak bulunmamaktadir. Bu ¢alisma kapsamimnda Kirklareli Igneada
bolgesinde yakalanan 16 adet M. guentheri’den ikisinde DOBV pozitifligi saptanmistir. M.
guentheri’nin Bulgaristan, Yugoslavya, Israil, Liibnan ve Suriye’den Yunanistan’a uzanan

bolgede bulunmasi, bu bdlgelerde de DOBYV tasiyici olabilecegini diisiindiirmektedir (52).

Calismamiz sirasinda yakalanan dort adet A. sylvaticus’tan birinde DOBV pozitifligi
saptanmustir. Belgika’da yapilan ¢alismalarda A. sylvaticus’un, PUUV tasiyici olarak bilinen
M. glareolus ile ayn1 habitatta yasadigi ve PUUYV tasidig1 bildirilmistir (51). Rusya’da yapilan
bir calismada da A. sylvaticus tiirline ait bir kemiricide DOBV pozitifligi saptanmistir (54).
Yapilacak yeni ¢aligmalar ile virusun tiir i¢i ve tiirler aras1 tasiniminin daha ayrintili olarak
arastirilmasi gerekmektedir. Boylece A. sylvaticus’un Kirklareli igneada bolgesinde DOBV

icin tesadiifi bir konak olup olmadigi belirlenebilecektir.

DOBYV pozitifligi belirlenen A. witherbyi’nin herhangi bir hantavirus tipinin tasiyicisi
olduguna dair bir bilgiye ulasilamamistir. Bu c¢alisma ile 4. witherbyi’nin hantavirus ile

enfekte oldugu ilk kez gosterilmistir.

Calismamiz sirasinda DOBYV tasiyicist olarak bilinen A. flavicollis’te PUUV pozitifligi

saptanmistir. Literatiirde heniiz bdyle bir bilgi bulunmamaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yaptigimiz ¢alisma ile Kirklareli igneada bdlgesinde hantavirus varlig: tespit edilmis ve
bolgedeki kemirici populasyonlarmdaki durum ortaya konulmustur. Ulkemizde farkli
bolgelerde de benzer ¢aligmalarin yapilmasi ile risk haritast olusturulabilecek ve gerekli

Onlemler alinabilecektir.

Hantavirus antikorlarmin belirlenmesinde kullanilabilecek serolojik yontemlerin, *“in-
house” ya da ticari olarak hazirlanmasi sirasinda hantaviral antijenlerin hiicre kiiltiiri ile
iretilmesi gerekmektedir. Bu islemler sirasinda bulas riski oldukca yiiksek oldugundan,
biyogiivenlik diizey 3 laboratuvarlara ihtiyag duyulmaktadir. Ancak bu tiir laboratuvarlarin
kurulmasi giic ve maliyetli oldugundan, her yerde bulunmamaktadir. Benzer ¢aligmalarda
farkl ticari Uriinler kullanilarak, kemiricilerin taranmasinda yararlanilabilecek ve giivenilir
sonuglar veren lriinler ve prosediirler belirlenebilecektir. Boylece biyogiivenlik diizey 3
laboratuvarlara sahip olmayan yerlerde de optimize edilen yontemler kullanilarak, hantavirus

taramasi yapilabilecektir.

Hem insan hem de kemiricilere ait 6rneklerin serolojik agidan taranmasi, hizli sonug
almmas1 ve molekiiler yontemlere gore bulas riskinin diisiik olmasi nedeniyle tercih
edilmektedir. Ancak genetik acidan birbirleri ile benzer olan ve ayn1 kemirici ailesi ile tasman
enfeksiyon etkenleri, capraz reaksiyona neden olabilmektedir. Bu nedenle Orneklerin
molekiiler yontemlerle de taranmasi, dizilenmesi ve filogenetik analizlerinin yapilmasi,
hantavirus tasiyicisi olarak bilinen kemirici tiirleri disinda hangi tiirlerin hangi alt tipleri
tasidig1 konusuna ve bilinen alt tiplere benzer oldugu i¢in ayirt edilemeyen yeni alt tiplerin

belirlenmesine 151k tutacaktir.

Bu calismada oldugu gibi farkli tiirden kemiricilere yonelik olarak optimize edilmis
serolojik  yontemler, Ozellikle alanda aktif izlem ve denetleme ¢aligmalarinin

gerceklestirilmesi bakimindan belirgin bir pratik dneme sahiptir.
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