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OZET

Amag: Orthohantaviriisler, renal sendromlu kanamali ates ve hantaviriis pulmoner sendrom
gibi klinik tablolar olusturmasi nedeniyle tiim diinyada onemli bir halk sagligi sorunudur.
Orthohantavirus enfeksiyonlarinda viriise karsi etkili bir antiviral ajanin bulunmamasi
nedeniyle, enfeksiyondan Kkorunma Onem tasimaktadir. Saha c¢alismalari, kemirici
populasyonlarinda  enfeksiyonun  takibinin  saglanmasi, alandaki  Orthohantavirus
prevalansinin belirlenmesi ve olasi salgin bolgelerinin 6ngoriilebilmesi konusunda 6nemli

veriler saglamaktadir.

Akdeniz ve I¢ Anadolu Bélgeleri'nin, Akdeniz Havzasi'nda bulunan bazi buzul dénem
siginaklarin1 barindirmasi, farkli vejetasyon tiplerinin goriilmesi ve bazi endemik tiirlerin
yayilim alanlar1 olmasi nedeniyle bu bdlgelerde olasi yeni Orthohantavirus tiirlerinin
goriilebilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica Akdeniz ve I¢ Anadolu Bolgeleri'lndeki kemirici
populasyonlart bilinen Orthohantavirus tiirlerinin varligi a¢isindan simdiye kadar

taranmamigtir.

Bu calisma ile Akdeniz ve I¢ Anadolu'nun Akdeniz’e komsu bélgelerindeki
Orthohantavirus prevalansinin, kemirici populasyonlart arasinda dolagsmakta olan

Orthohantavirus tiir/tiirlerinin ve tastyict kemirici tiirlerinin saptanmasi amaglanmustir.

Yontem: Antalya, Mersin, Adana, Osmaniye, Hatay, Konya, Aksaray, Nigde ve Karaman
illerinde Nisan 2015- Kasim 2017 tarihleri arasinda yapilan saha ¢alismalar1 ile

Orthohantavirus tasiyicisi olarak bilinen Apodemus spp., Microtus spp. ve Rattus spp.



tiirlerinden kemiriciler yakalandi. Orneklem, saha temsiliyeti géz oniinde bulundurularak
yapildi. Yakalanan kemiricilere ait serum ve doku ornekleri, Orthohantavirus enfeksiyonlari

acisindan serolojik ve molekiiler yontemler ile tarandi.

Bulgular: Hedef tiirlerden 429 kemirici yakalandi. Bu kemiricilere ait akciger dokulari
Orthohantavirus varligi agisindan PZT ile tarandi ve viriise rastlanmadi. Kemiricilerden 175
tanesine ait serum Ornekleri orthohantaviriise karsi antikor varligi agisindan ELISA ve

immiinoblot yontemleri ile tarandi ve hi¢bir kemiricide seropozitiflik saptanmadi.

Sonu¢: Calisma kapsaminda, uzun siireli ve mevsimlere gore dagilmis sekilde 6rneklem
yapilmasina ragmen Orthohantavirus varligina rastlanmadi. Tiirkiye'nin glineyinde yer alan
buzul donem sigmaklarinin bulundugu yerler ve bitki ortiisti ile Orthohantavirus varligi
arasinda dogrudan bir bagmti da tespit edilemedi. Tiirkiye’nin kuzeyi ile giineyi arasinda
cografi bariyerlerin bulunmasi ve viriisiin dogadaki canliligini etkileyen iklim &zelliklerinin
iki bolge arasinda farklilik goOstermesi, viriisiin  Tirkiye’nin giiney bolgelerinde

saptanamamasi ile iliskilendirildi.

Anahtar Sozciikler: Orthohantavirus, kemirici, Tiirkiye



Investigation of Hantavirus Existence and Distribution in Apodemus spp.,
Microtus spp., Rattus spp. and Talpa davidiana Species in Some Provinces in
Mediterranean (Antalya, Mersin, Adana, Osmaniye and Hatay) and

Central Anatolia (Konya, Aksaray, Nigde, Karaman) Regions of Turkey

Ceylan POLAT, Dokuz Eylul University, Institute of Health Sciences,
Department of Microbiology and Clinical Microbiology
e-mail: ceylan_polat@hotmail.com

ABSTRACT

Objective: Orthohantaviruses causes hemorrhagic fever with renal syndrome and hantavirus
pulmonary syndrome which are major public health problems all over the world. Prevention
from the infection is important, because of the lack of effective antiviral agents against
Orthohantavirus infections. Therefore field works offer important data about the monitoring
of the infection in rodent populations, the determination of Orthohantavirus prevalence and

the prediction of possible outbreak regions.

Possible new Orthohantavirus species could be detected in the Mediterranean and
Central Anatolia Regions due to the presence of some glacial period shelters in the
Mediterranean Basin, the appearance of different vegetation types and the distribution of
some endemic species. Mediterranean and Central Anatolia Regions are not screened in terms

of Orthohantavirus infections until now.

This study aimed to determine Orthohantavirus prevalence, Orthohantavirus species
circulating in rodent populations and carrier rodent species in Mediterranean region and some

provinces of Central Anatolia which neighboring with Mediterranean region.

Method: Apodemus spp., Microtus spp. and Rattus spp. rodents known as Orthohantavirus
carriers were trapped with the field works in Antalya, Mersin, Adana, Osmaniye, Hatay,
Konya, Aksaray, Nigde ve Karaman provinces between April 2015 and November 2017.

Sampling was done considering the field representation. The serum and tissue samples of



trapped rodents were screened for Orthohantavirus infections with serological and molecular

methods.

Results: 429 rodents were trapped from the target species. Lung tissue samples collected
from the trapped rodents were screened by PCR for the presence of Orthohantavirus and no
virus was detected. The serum samples of 175 rodents were screened by ELISA and
immunoblot for the detection of antibody presence against Orthohantavirus and all of them

were seronegative.

Conclusion: Despite the long-term and seasonal sampling, the presence of Orthohantavirus
was not found in this study. A direct correlation between Orthohantavirus presence and
glacial period shelters which is located south of Turkey and its vegetation could not be
detected. The presence of geographic barriers between Turkey's north and south and the
differences of climate characteristics which affects the viability of the virus in nature could be
related with the absence of the Orthohantavirus in Turkey's southern regions.

Key Words: Orthohantavirus, rodent, Turkey



1. GIiRIS VE AMAC

Orthohantaviriisler, tek iplikli, negatif yonelimli, segmentli bir RNA genomuna sahip,
zarfli virtslerdir (1). Dogadaki yaygin konaklari, kemiriciler (1-7) ve bazi bocekgiller (1, 8-
12) olmakla birlikte son yillarda kostebekler (13, 14) ve yarasalar (1, 12, 15-18) da
orthohantaviriislerin yabani hayattaki tasiyicilar1 olarak bildirilmislerdir. Genellikle enfekte
kemiricilere ait diski, idrar gibi c¢ikartilardan ve salya gibi sekresyonlardan ortama sagilan
viral partikiillerin solunmasi yolu ile insanlara bulastig1 yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir
(19). Her Orthohantavirus tiirii insanlarda klinik bakimdan belirgin enfeksiyon
olusturmamakla birlikte belli Orthohantavirus tiirleri yiiksek morbidite ve mortalite gosteren
klinik tablolara yol acabilmektedir. Bu klinik tablolar genellikle renal sendromlu kanamali
ates (RSKA) ve hantaviriis pulmoner sendrom (HPS) olarak adlandirilir ve diinya iizerindeki

cografi yayilimlar1 farklilik gosterir (1).

Orthohantaviriisler, kesin kural olmamakla birlikte belirgin olarak kendilerine 6zgiil
kemirici tiirleri ile tasindigindan, viriisiin yayilim alanlar1 da bu kemiricilerin yayilim alanlari
ile sinirh kalmaktadir (1). Bu nedenle, RSKA tablosuna yol agan orthohantaviriisler siklikla
bu viriislerin tasiyicilarinin endemik oldugu Avrasya’da goriiliirken, HPS tablosuna yol acan
orthohantaviriisler ise ¢ogunlukla tasiyicilarinin  endemik oldugu Amerika kitasinda

goriilmektedir (20).

Orthohantavirus enfeksiyonlarinda, tant koyulmasinin zor olmasi ve viruse kars1 etkili
bir antiviral ajanin bulunmamasi nedeniyle, enfeksiyondan korunma 6nem tasimaktadir (1,
20). Bu nedenle, sahadaki kemirici topluluklarinda enfeksiyonun takibinin saglanmasi,
orthohantavirus yayilimi ve prevalansinin belirlenmesi 6nemlidir. Bu veriler, olasi
Orthohantavirus salgimnlari agisindan risk altindaki bdlgelerin  belirlenmesi ve salgin

bolgelerinin dngoriilebilmesi i¢in 6nemli imkanlar saglamaktadir.

Orthohantavirus tiirlerinden Dobrava-Belgrade (DOBV) alt tiir Dobrava (DOB) ve
Saarema (SAA), Puumala (PUUV), Tula (TULV) ve Seoul (SEOQV) viriislerin tasiyicisi olan
kemiriciler, sirasiyla Apodemus flavicollis, Apodemus agrarius, Myodes glareolus, Microtus
arvalis ve Rattus norvegicus'tur. Bu kemiricilerin Tiirkiye'de de yayilim gosterdikleri
bildirilmistir (21-25). Tiirkiye'nin farkli bolgelerinde yapilan c¢aligmalarda, hem insanlarda

hem de kemiricilerde saptanan Orthohantavirus enfeksiyonlari bildirilmistir (26-33). Ancak



heniiz arazi c¢alismasi yapilmamasi nedeniyle veri toplanamamis olan pek cok bolge

bulunmaktadir.

Tiirkiye’nin {izerinde bulundugu topraklar, buzul c¢aglari sirasinda kiiciik memeli
tiirlerinin korunma ve barinma amaciyla toplandiklart buzul ¢agi siginaklarina ev sahipligi
yapmustir (34). Kiigiik memeli tiirleri, buzul ¢aglarinda yasanan olumsuz kosullardan kacarak
Akdeniz Havzasi'nda belirlenen, cografi olarak korunakli toplam 52 buzul siginagina
saklanmislardir. Tiirkiye, bu siginaklardan alti tanesine sahiptir (Sekil 1) (34). Kii¢iikk memeli
tirleri, bu siiregte Anadolu'ya farkli yollardan girmisler ve bu alti noktay: sigmak olarak
kullanmiglardir (Sekil 2) (35). Tiirkiye'de bulunan bu alt1 sigiaktan dordi, bu tezin ¢alisma

alan1 kapsaminda olan Akdeniz Bolgesi’nde bulunmaktadir.

Sekil 1. Akdeniz Havzasi'nda bulunan buzul donem siginaklari (34).

Buzul devirlerinde tiirlerin sigindigi bu alanlar, buzullararasi donemlerde tiirlerin
yayllma ve tiirlesme merkezleri olmustur. Tiirlesme ve farklilagmanin yogun olarak
gozlendigi bu alanlarda, yeni Orthohantavirus tasiyicilarinin bulunma ihtimalinin daha
yiiksek olmasi beklenmektedir. Tiirkiye'de bes tanesi endemik olmak iizere 67 kemirici tiirii
yasamaktadir (22, 23, 25). Bes endemik kemirici tiirlinden dort tanesi, Tiirkiye'deki bu siginak
alanlar1 ve yakin cevrelerinde yasamaktadir. Bu durum, siginak alanlarinin tiirlesmedeki

Onemini gostermektedir.
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Akdeniz ve I¢ Anadolu Bélgeleri, sahip olduklari buzul sigmaklar1 ve bitki ortiisii
tiplerinin ¢esitliligi nedeniyle Tiirkiye'ye 0zgii orthohantaviriislerin bulunma ihtimalinin en
yiiksek oldugu biyocografi alanlardir. Ayrica bu bolgelerde yayilim gosteren kemirici

topluluklarimdaki Orthohantavirus varligi da simdiye kadar hi¢ aragtirllmamustir.

Bu tez calismasi kapsaminda, Akdeniz ve I¢ Anadolu’nun Akdeniz’e komsu
bolgelerindeki Orthohantavirus prevalansinin  ve topluluk igerisinde dolasmakta olan
Orthohantavirus tiir/tiirlerinin  belirlenmesi, varsa bdlgeye 06zgii yeni Orthohantavirus
tiirlerinin tanimlanmasi, tasiyict kemirici tiirlerinin ve yayilimlarinin saptanmasi ve viriisiin
molekiiler karakterizasyonunun saglanmasi hedeflenmistir. Ayrica Akdeniz ve I¢ Anadolu
Bolgelerinde bulunan buzul dénem sigmaklarinin, orthohantaviriisler agisindan Oneminin

ortaya konulmasi da bu ¢aligsmanin ana hedeflerinden biridir.

Son yillarda Avrupa'da yapilan ¢aligmalarda, bir kdstebek tiirli olan Talpa europeae'nin
Orthohantavirus tastyicist oldugunun bildirilmesi nedeniyle (13, 14), Talpa cinsinin Akdeniz
Boélgesi'nde yayilim gdsteren tiirii olan Talpa davidianamin Orthohantavirus tasiyicilig

acisindan arastirilmasi da ¢alismanin bir diger hedefidir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Tarihge

RSKA'ya dair ilk kanitlara, 10. yilizyillda kaydedilmis Cin tibb1 kayitlarinda
rastlanmaktadir (37). RSKA ilk kez Rus klinik kayitlarinda, 1913 yilinda Rusya'nin Amur
Havzasi'nda ¢ikan salgin i¢in tanimlanmistir (38). 1930-1934 yillar1 arasinda ayni1 bolgede ve
Rusya'nin Avrupa kisminda ¢ikan salginda 913 olgu bildirilmis ve hastalik "Tula atesi" olarak

adlandirilmistir (39).

RSKA salginlari, askeri faaliyetler sirasinda da siklikla goriilmiistir. 1934'teki
Mangurya istilasindan sonra Japon hekimler tarafindan 12.000 olgu kaydedilmistir (2). Kore
Savasi (1950-1953) sirasinda 3.000°den fazla askerde ates ve akut bobrek yetmezligine neden

olmus ve "Kore Kanamali Atesi" olarak adlandirilmistir (40).

1950'lerde hastaligin kemiriciler tarafindan taginiyor olabileceginden siipheleniliyordu.
1978 yilinda Dr. Ho-Wang Lee ve ark. tarafindan Apodemus agrarius'un akciger ve bobrek
dokularinda orthohantaviriise 6zgl bir antijen bulunmus ve yeni viriise, ilk kez saptandig1 yer

olan Giiney Kore'deki Hantan Nehri'ne ithafen, Hantaan virus (HTNV) ad1 verilmistir (2).

1934'te Isvec'te RSKA'ya benzer semptomlar gdsteren ancak daha hafif seyreden bir
hastalik goriilmeye baslamis ve "Nefropatik Epidemi (NE)" olarak adlandirilmistir. Etken,
1980 yilinda Puumala, Finlandiya'da yakalanan Myodes glareolus'tan izole edilmis ve
Puumala virus (PUUV) olarak adlandirilmistir (3).

Asya ve Avrupa’da da farkli hantaviris tiirlerinin izole edilmesi ile bu viriislerin neden
oldugu hastalik, 1983 yilinda Diinya Saglik Orgiitii tarafindan "Renal Sendromlu Kanamali
Ates (RSKA)" olarak adlandirilmistir (41).

1993 yilinda ABD’nin giineybatisinda salgina neden olan yiiksek mortaliteli pulmoner
hastaligin etkeninin de hantaviriis olabilecegi diisiiniilmiis ve daha sonra etken izole edilmistir
(46). Asya ve Avrupa’da goriilen klinik tablodan daha farkli bir tablo olusturan bu hastalik,

"Hantavirus Pulmoner Sendrom (HPS)" olarak adlandirilmistir (42).

Tiirkiye’de orthohantaviriisler ile ilgili ilk ¢alisma, 1993 yilinda Giilhane Askeri Tip
Akademisi’nden bildirilmistir (43). Tiirkiye'de orthohantaviriisler ile ilgili yapilan ilk yayin
ise 1997 yilinda Dokuz Eyliil Universitesi'nde yapilmistir (44).



2.2 Smiflandirma

Hantavirus, 2016 yilina kadar Bunyaviridae ailesinin bes cinsinden (Orthobunyavirus,
Nairovirus, Phlebovirus, Tospovirus, Hantavirus) biri olarak kabul edilmekteydi (45). 2016
yilinda yayimlanan Uluslararasit Viriisler Taksonomisi Komitesi (ICTV)'nin raporu ile
Hantavirus cinsinin taksonomisinde ve isminde degisiklige gidilmistir. Cins adi
Orthohantavirus olarak degistirilmis ve Bunyavirales takiminin Hantaviridae ailesine dahil
edilmistir (46-48).

Bunyavirales takiminin {iyesi olan tiim cinsler, virion yapisi, genom organizasyonu ve
replikasyon dongiisii agisindan birbirine benzerdir. Ancak Orthohantavirus, yasam dongiisii

igerisinde artropod kaynakli vektorlerin olmamasi ile diger cinslerden ayrilmaktadir (46).

Orthohantavirus tiirleri, Uluslararas1 Viriisler Taksonomisi Komitesi Bunyaviridae
calisma grubu tarafindan kabul edilen dort kritere gore tanimlanmaktadir. (i) Orthohantavirus
tiirleri, benzersiz bir ekolojik nis i¢inde, yani farkli bir primer rezervuar tiirlerinde veya
alttiirlerde bulunur; (ii) farkl tiirler, glikoprotein onciisii (GPC) ve niikleokapsid proteine (N)
ait tam dizi analizi verilerinin karsilastirilmasi sonucunda aminoasit diizeyinde en az %7
farklilik gostermektedir; (iii) ¢apraz nétralizasyon testlerinde en az dort kathik titre farki
gosterirler; (iv) farkli Orthohantavirus tiirleri, diger tiirler ile birlikte dogal yollardan yeni
formlar olusturmazlar (49). Ancak yeni kesfedilen Orthohantavirus tiirlerinin bazilari, bu

sartlar1 tamamen saglamamaktadir.

Simdiye kadar 40'in {izerinde Orthohantavirus tiirii saptanmistir (Tablo 1) (46).

Bunlardan yaklasik 20 tanesinin insanda hastalik yaptig1 kabul edilmektedir (50).

Tablo 1. Bilinen Orthohantavirus tiirleri (46).

Tiir Kisaltma
Amga orthohantavirus MGAV
Andes orthohantavirus ANDV
Asama orthohantavirus ASAV
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Asikkala orthohantavirus

ASIV

Bayou orthohantavirus BAYV
Black Creek Canal orthohantavirus BCCV
Bowe orthohantavirus BOWV
Bruges orthohantavirus BRGV
Cano Delgadito orthohantavirus CADV
Cao Bang orthohantavirus CBNV
Choclo orthohantavirus CHOV
Dabieshan orthohantavirus DBSV
Dobrava-Belgrade orthohantavirus DOBV
El Moro Canyon orthohantavirus ELMCV
Fugong orthohantavirus FUSV
Fusong orthohantavirus FUGV
Hantaan orthohantavirus HTNV
Imjin orthohantavirus MINV
Jeju orthohantavirus JUV
Kenkeme orthohantavirus KKMV
Khabarovsk orthohantavirus KHAV
Laguna Negra orthohantavirus LANV
LAIV

Laibin orthohantavirus
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Longquan orthohantavirus

LQUV

Luxi orthohantavirus LUXV
Maporal orthohantavirus MAPV
Montano orthohantavirus MTNV
Necocli orthohantavirus NECV

Nova orthohantavirus NVAV

Oxbow orthohantavirus OXBV
Prospect Hill orthohantavirus PRV
Puumala orthohantavirus PUUV
Quezon orthohantavirus QZNV
Rockport orthohantavirus RKPV
Sangassou orthohantavirus SANGV
Seoul orthohantavirus SEQV
Sin Nombre orthohantavirus SNV
Thailand orthohantavirus THAIV
Thottapalayam orthohantavirus TPMV

Tula orthohantavirus TULV

Yakeshi orthohantavirus YKSV
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2.3 Genom Organizasyonu

Orthohantaviriisler, 80-210 nm c¢apinda zarfli, kiiremsi (sferik) virlis partikiilleri
icermektedir. Her biri farkli biiyiikliikte lic segmentten olusan tek iplikli, negatif yonelimli

RNA genomuna sahiptirler (Sekil 4) (51). Genom biiyiikliigii, yaklasik 12 kb’dir (51).

_ Glikoprotein (Gn/Gc)

Sekil 4. Orthohantavirus virion yapisi ve bilesimi (52 numarali kaynaktan uyarlanmistir).

Her bir segmentin viral RNA (VRNA)’s1, 3' ve 5' terminal uglarinda kodlanmayan
bolgeler bulunan bir agik okuma bolgesi (ORF) igerir. Kiigiik (S), orta (M) ve biiyiik (L)
olarak adlandirilan genom segmentlerinin agik okuma bélgeleri sirasiyla N proteinini, GPC ve
viral RNA bagimli RNA polimerazi (RdRp) kodlar (Sekil 5) (53). Her bir segmentin
kodlanmayan bolgelerinin  en u¢ kisimlarinda, birbirinin komplementeri olan
"AUCAUCAUCUG" dizileri bulunmaktadir. Bu diziler, viral promotor islevi goren,
replikasyon ve transkripsiyonda énemli roller oynayan "panhandle" yapisini olusturmaktadir
(Sekil 6) (54). RNA molekiilii, "panhandle™ yapisinin olusmasindan dolay1 sirkiiler olarak

goriilmektedir.
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N proteinini kodlayan S segment, yaklasik 1,8 kilobaz (kb) uzunlugundadir. N proteini,
kapsidasyon ve viral genomun paketlenmesini saglayarak vRNA’y1 korur. Genellikle enfekte

hiicrelerin sitoplazmasinda bulunmaktadir.

N proteini, virionda ve enfekte hiicrelerde en fazla bulunan viral proteindir. Bu proteine
karst hizli bir erken bagisik yanit olusturulmaktadir. N proteininin amino ucunda kodlanan
100 aminoasit yiiksek immunojenik karaktere sahiptir. Bu nedenle tanisal amaglh yontemlerde

siklikla bu bdlgenin kodladig1 protein ve/veya peptidler antijen olarak kullanilmaktadir (55).

L segment

L (250 kDa) 5‘| ‘ |3‘
2000 4000 6000

M segment

aearaldl”N\\IE
1000 3000

S segment
N (50-54 kDa) 5¢ _:I 3¢

500 1500

NSs (10 kDa) [

Sekil 5. Orthohantavirus genom yapisi (55). L segment tarafindan kodlanan RdRp (sar1), M
segment tarafindan kodlanan G, ve G, glikoproteinleri (¢izgili), S segment tarafindan
kodlanan niikleokapsid proteini (mavi ve yesil) ve bazi1 Orthohantavirus tiirlerinde goriilen
yapisal olmayan NSs proteini (gri). RNA molekiillerinin u¢ kisimlarindaki ifade edilmeyen

bolgeler beyaz ile gdsterilmistir.

GPC’yi kodlayan M segment, yaklasik olarak 3,7 kb uzunlugundadir. GPC, hiicresel
proteazlar tarafindan parcalanarak G, ve G olmak iizere iki ayr zarf glikoproteine ayrilir.
Zarf glikoproteinleri, konak hiicre ylizey reseptorleri olan integrinler ile etkilesime girerek
orthohantavirlislerin hiicreye tutunma ve hiicre igine girislerini kolaylastirmakta ve
patogenezde rol oynamaktadir. Ayrica integrin reseptorleri ile etkilesime girmeleri, notralizan

antikor yanitin1 indiiklemektedir (55-57).
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RdRp’yi kodlayan L segment, yaklasik olarak 6,5 kb uzunlugundadir. RdRp, viriisiin
replikasyon dongiisiinde gorevlidir. Ayrica polimeraz aktivitesinin yami sira helikaz,

endoniikleaz ve transkriptaz aktivitelerine de sahiptir (58).

L M 5
3IH—U 5! 3'A_u > BIH_U 5
U=A U=A U=A
-G c-G -G
A=U A=U A=U
U=A =5 U=5
C=G C=-G C=G
A=U A=0 A=U
U=A U=5A U=A

o U u
=G Cc=G C=C
[E] u 4]
G=C G-C G=C
A= A=0 A=U
G=C G-C G=-C
G-C G=-C G-C
C=-G C-G G=-C
cC=-G G=C A=U
U=A U=A U=5
U=A U G U=R
C C=-G U=A
U=A U-A A
C A u u U-A
u u u G c-G
G G U G A
G-(.' a C
U-A U A
C

Sekil 6. Orthohantavirus genom segmentlerinin "panhandle" yapisi (59).

2.4 Yasam Dongiisii

Orthohantavirtisler, birincil hedefleri akciger ve bobreklerdeki endotel hiicreleri olsa da
diger dokulardaki endotel hiicrelerini, epitel hiicrelerini, folikiiler dendritik hiicrelerini,
makrofajlart ve lenfositleri enfekte ederler (60). Yiizeylerinde bulunan viral zarf
glikoproteinleri ile konagin hiicre yiizey reseptorleri olan integrinlere ve adezyon
molekiillerine tutunurlar (56, 57). Tutunma sonucunda viris, hiicre i¢ine alinir. Hiicre i¢ine
alinma, klatrin bagimli endositoz ile gergeklesir (61). Endositoz sirasinda hiicre yiizeyindeki
reseptorlere bagli olan virionun ¢evresinde klatrin kapli bir ¢gukur olusur. Bu ¢ukur, viriisiin
klatrin ile gevrili hiicre membranindan olusan klatrin kapl vezikiiller i¢ine alinmasini saglar.
Ancak bazi orthohantaviriisler hiicre icine giriste birden ¢ok yol kullanmaktadirlar.
Makropinositoz, klatrin bagimsiz reseptor aracili endositoz ve kaveolar kolesterol bagimli

endositoz, hiicre igine giriste alternatif giris yollar1 arasinda sayilabilir (53). Virion hiicre igine
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alindiktan sonra pH’taki azalmaya bagli olarak hiicresel reseptorlerden ayrilarak erken
endozomlara (pH 6-6,5) ve ge¢ endozomlara (pH 5-6) aktarilir. Endozomlardaki diisiik pH, G
glikoproteininin konformasyon degisikligine neden olmaktadir. Bu durum daha ileri
konformasyon degisiklikleri ile viral ve hiicresel membranlarin fiizyonuna yol agar (53). Viral
zarf glikoproteinlerinin konformasyon degisikliginden sonra zarf soyulmaya bagslar.

Sitoplazmaya salinan viral genom, replikasyon bolgesine taginir (61).

Orthohantavirus genomundan VRNA’larin sentezlenmesi, transkripsiyon ve replikasyon
ile gerceklesmektedir. Bu iki olay da RdRp ile baglantilidir (62). Viral proteinler, periniikleer
bolgeye tasinir. Burada S-, M- ve L- segmentleri RdRp tarafindan fonksiyonel mRNA'lara
transkribe edilir (52). Negatif polariteli segmentli RNA viriislerinin transkripsiyonu, kep
hirsizligr ("cap-snatching") olarak adlandirilan bir mekanizma ile baslatilmaktadir. Bu
mekanizma, L-segmentte kodlanan bir endoniikleazin konak hiicre mRNA'sinda 10-20
niikleotit uzunlugunda 5'-kepli oligoniikleotitler olusturmasi ile gerceklesir (53). RNA
sentezinin baslangici, bir "prime and realign" mekanizmasi ile ger¢eklesmektedir. Konak
hiicre kaynakli primerler 3" uglarinda, VRNA'nin u¢ kisminda bulunan AUC tekrarlarindaki
ilk sitozin ile eslesen bir guanozin rezidiisiine sahiptir. Bazlarin ard arda eklenmesinden sonra
yeni olusan RNA birka¢ baz geriye dogru kayar ve vVRNA'min 3' ucundaki komplementer
niikleotitler ile yeniden hizalanir. "Prime and realign" mekanizmasimin tekrarlanmasi ile
VRNA'nin tekrarlayan terminal dizileri iretilmis olur (53, 63). Degrade olan hiicresel
mRNA'lar, viral mRNA sentezinin baslangicinda primer havuzu olarak is goren sitoplazmik

isleme cisimciklerinde (P cisimcikleri) toplanirlar (61).

Replikasyon sirasinda vVRNA, kendisinin ¢ogaltilmasinda kalip olarak kullanilacak
olan komplementer RNA (cRNA)'ya doniistiiriiliir. cRNA, viral mRNA'nin sentezlenmesi i¢in
kalip olarak kullanilabilecegi gibi daha ileri sathalarda genomun onciilii de olabilir (52, 64).
S- ve L- segmentlere ait mRNA’lar serbest ribozomlarda, M- segmente ait mRNA ise
endoplazmik retikuluma (ER) bagh ribozomlarda translasyona ugrar (20). GPC, G, zarf
glikoproteininin karboksi ucunda bulunan WAASA motifinin taninmasindan sonra iki farkli
glikoprotein (G, ve Gc) iiretmek tlizere es zamanli ifade edilir (65). Olusan zarf
glikoproteinleri (G, ve G.), posttranslasyonel modifikasyonla ER’de glikozillendikten sonra
golgi kompleksine gonderilir (3). Riboniikleoprotein kompleksleri, dinein mikrotiibiilleri
araciligryla ER-golgi ara kompartmanlarina ve sonra golgi kompleksine tasinir (66). Uretilen

tim drlinler, golgi kompleksinde birlestirilerek olgun viral partikiilin biraraya gelmesi
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saglanir (viral assembly) (67). Olgun virionlar haline geldikten sonra golgi vezikiillerinden

flizyon yoluyla salinarak plazma membranina taginir. Buradan ekzositoz ile salinir (68).

\ Tutunma

Q9

Hiicreyegiris (2) ‘

@

1 Soyulma

—

. Nukleus
—_—

® ‘ Transkripsiyon
®

1 (;Iklg)

Sekil 7. Orthohantavirus yasam dongiisii (20 numarali kaynaktan uyarlanmigtir). Virionun

glikoproteinleri araciligiyla konak hiicre reseptorlerine tutunmasi (1), virionun endositoz ile
konak hiicre igerisine alinmasi ve pH degisimine baglh olarak virionun soyulmasi (2), viral
RNA'nin mRNA'ya transkripsiyonu (3), viral proteinlerin translasyonu (4), viral RNA'nin
replikasyonu (5), viral komponentlerin golgi kompleksinde biraraya elmesi (6), olgun

virionlarin fiizyon yoluyla golgi vezikiillerinden salinmasi (7).
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2.5 Konak ve Bulas Yollar

Uzun yillar boyunca orthohantaviriislerin dogal konaklari, yalnizca kemiriciler olarak
bilinse de son zamanlarda yapilan ¢alismalarda bocekgiller, kostebekler ve yarasalarin da

Orthohantavirus tasiyici olduklart gosterilmistir (60).

Her bir Orthohantavirus, kesin kural olmamakla birlikte genellikle kendilerine 6zgiil
belirli kemirici tiirleri ile tasinmaktadir (1). Orthohantaviriisler, konaklarinin cografi yayilim
alanlarina bagl olarak Eski Diinya ve Yeni Diinya orthohantaviriisleri olarak bilinmektedir.
Eski Diinya orthohantaviriisleri, RSKA etkenleri olup Muridae ailesinin Murinae alt ailesi ve
Cricetidae ailesinin Arvicolinae alt ailesinden kemiriciler ile taginmakta iken, Yeni Diinya
orthohantaviriisleri HPS etkenleri olup Cricetidae ailesinin Neotominae ve Sigmodontinae alt
ailelerinden kemiriciler ile tasinmaktadir (69). RSKA tablosuna yol acan orthohantaviriisler,
konag1 olan kemirici tiirlerinin yayilim gosterdigi Avrasya’da goriiliirken, HPS tablosuna yol
acan orthohantaviriisler ise konagi olan kemirici tiirlerinin yayilim gosterdigi Amerika

kitasinda goriilmektedir (20, 70).

Orthohantaviriislerin konaklar1 ile birlikte evrimlestikleri, bu nedenle de viriisiin
yayilim alanlarinin, konagi olan kemiricilerin yayilim alanlar1 ile sinirli olduklart
diisiiniilmekteydi (70-73). Bu diisiincenin sebebi, orthohantaviriislerin ve bunlarin tagiyicisi
olan kemirici tiirlerinin filogenetik analiz sonug¢larinin birbirleri ile uyumlu olmasiydi (74-76).
Son yillarda yapilan c¢aligmalarda, orthohantaviriislerin kisa stireli degisme ("substitution")
oranlarinin ¢ok vyitksek oldugunun (1072 ile 10 substitutions/site/year) ve farklilasma
("divergence") siirelerinin ¢ok yakin (1000 yildan az) oldugunun saptanmasi, konaklar1 olan
kemirici tiirleri ile birlikte evrimlestikleri hipotezine karsi bir bakis acis1 ortaya koymustur
(77, 78). Ayrica, orthohantaviriislerin evriminde, tercihli konak degisiminin ("preferential
host switching") yani viriisiin genetik olarak birbirinden farkl: tiirde konaklar yerine birbiri ile
yakindan iligkili konak tiirlerine bulagsmasinin ve lokal adaptasyonun, 6nemli bir etki yarattig1

da belirtilmektedir (77).

Orthohantaviriisler kemiricilerde belirti vermeyen, kronik bir enfeksiyona neden olurlar.
Viriis, histopatolojik degisikliklere neden olmakta ve basta akciger olmak iizere kemiricinin
pek cok dokusunda saptanabilmektedir. Enfekte kemiriciler yasamlar1 boyunca ¢ikartilar1 ve
salgilar1 aracilifiyla viral partikiilleri ¢evreye sacarlar. Kemiriciler, kavga, grup i¢i agresif

davraniglar ve birbirlerini timarlama gibi aktiviteleri sirasinda ya da aerosolizasyon yoluyla
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viriisii horizontal olarak birbirlerine bulastirabilmektedirler (79). Ozellikle erkek kemiriciler
disi kemiricilere gore daha fazla agresif davranislar sergiledikleri ve daha fazla yer
degistirdikleri i¢in viriise maruz kalma ihtimalleri artmakta ve buna bagli olarak da daha
yiiksek prevalansa sahip olmaktadirlar (79, 80). Vertikal bulasa dair kesin kanitlar

bulunmamaktadir.

Orthohantaviriisler, enfekte kemiriciler ile tasmnmakta ve enfekte kemiricilere ait
sekresyonlardaki (salya, idrar, digki) viral partikiillerin aerosolizasyonu ya da enfekte
kemiriciyle dogrudan temas yoluyla insanlara bulagsmaktadir (1). Hayvancilik ile ugrasanlar,
ciftciler, orman iscileri, avcilar, gardiyanlar, askerler, veterinerler veya agik havada aktivite
yapanlar (kamp kurmak vb.), enfeksiyon agisindan riskli grubu olusturmaktadirlar. Ayrica
insanlarin kemiricilerin dogal yasam alanlarini istila etmesi sonucunda kemiricilerin insanlara
ait yasam alanlarina girmesi de kontaminasyon nedenlerindendir (81, 82). Havalandirmanin
az oldugu yerlerde muhtemel enfekte alanlarin siipiiriilerek temizlenmesi de enfeksiyonlara

neden olmaktadir (83).

Kemirici populasyonlarindaki yogunluk, bulunduklar1 habitat, besin kaynaklarinin
varligi ve ulasilabilirligi, yagis, sicaklik ve c¢ogalma kapasiteleri gibi faktorlerden
etkilenmektedir. Bu faktorlerin kemirici populasyonlarini olumlu yonde etkiledigi yillarda,

Orthohantavirus enfeksiyonlarina da daha sik rastlandigi gosterilmistir (84).

2.6 Klinik

Grip benzeri bulgular gostermesi ve enfeksiyonun siddetinin etkene goére degisiklik
gostermesi nedeniyle Orthohantavirus enfeksiyonlarinda tan1 koyulmasi olduk¢a zordur (85).
Avrasya'da RSKA ve Amerika kitasinda HPS olmak iizere iki farkli klinik tablo
goriilmektedir (20). Ayrica PUUV, Iskandinavya'da epidemik nefropati olarak adlandirilan,
RSKA’nin daha hafif bir formuna neden olmaktadir. Ancak Tiirkiye'de goriilen PUUV
enfeksiyonlari, epidemik nefropati gibi hafif seyretmemekte ve RSKA tablosuna neden

olmaktadir (27).

Simdiye kadar 40'1n tizerinde Orthohantavirus tiirii saptanmis olmasina ragmen bunlarin

yaklasik 20 tanesi patojenik olarak kabul edilmektedir (Tablo 2) (50).
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Tablo 2. Klinik 6nemi olan Orthohantavirus tiirleri (46, 50).

Cografi Klinik
Tiir Tastyic1 kemirici tiirii
yayilimi tablo
Apodemus flavicollis
(Dobrava susu)
Balkanlar, i
Dobrava- Apodemus agrarius
Avrupa, RSKA
Belgrade (Saaremaa susu)
Rusya .
Apodemus ponticus
(Sochi susu)
Myodes glareolus
Puumala susu
( ) RSKA
Avrupa, Myodes regulus o
Puumala ' (epidemik
Asya (Muju susu) ]
nefropati)
Myodes rufocanus
Eski Diinya (Hokkaido susu)
Orthohantavirtisleri Apodemus agrarius
Rusya, Cin, Hantaan susu
Hantaan Y ( ) ) RSKA
Giiney Kore Apodemus peninsulae
(Amur ve Soochong suslari)
Microtus arvalis
Avrupa, Tula susu
Tula P _( ) ) RSKA
Rusya Microtus majori
(Adler susu)
Avrupa,
Seoul Rattus spp. RSKA
Giiney Kore
_ RSKA
Luxi Cin Eothenomys miletus
Kuzey )
Sin Nombre ] Peromyscus maniculatus HPS
Amerika
Arjantin, Oligoryzomys longicaudatus
Andes Giiney (Andes ve Oran suslart) HPS
Amerika Oligoryzomys flavescens
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(Lechiguanas susu)
Oligoryzomys eliurus
(Castelo dos sonhos susu)
Yeni Diinya Kuzey .
Orthohantaviriisleri Bayou Amerika Oryzomys palustris HPS
Black Creek Kuzey _ .
) Sigmodon hispidus HPS
Canal Amerika
Choclo Panama Oligoryzomys fulvescens HPS
Arjantin, Calomys laucha
Laguna Bolivya, (Laguna Negra susu) HPS
Negra Paraguay, Oligoryzomys microtis
Peru (Rio Mamore susu)
Giliney ) ]
Maporal ) Oligoryzomys delicatus HPS
Amerika

RSKA enfeksiyonlarinda mortalite viriisiin tiiriine bagli olarak %12'ye kadar

cikabilmektedir (86). Inkiibasyon siiresi, genellikle 2 ila 4 hafta arasindadir. Hastalik,

inkiibasyon siiresinden sonra birbirini takip eden bes donemden olusmaktadir (Tablo 3) (86).

Tablo 3. RSKA donemleri, siireleri ve belirtileri (86).

Doénem Siire Belirtiler
Bulant1, kusma, istahsizlik, bas ve kas
Atesli Donem 3-6 giin agrisi, ates, halsizlik, konjunktival hemoraji,
proteiniiri, eritematéz dokiintii
) ) Hipotansiyon, tasikardi, trombositopent,
Hipotansif Donem 1-2 giin o o
proteiniiri, soguk ve nemli cilt
S Proteiniiri, trombositopeni ve plazma kaybi
Oligiirik Dénem 3-5 giin o
sonucu bobrek yetmezligi
Hipotansiyon, elektrolit bozuklugu, viseral
Diiiretik Donem 1-2 hafta hemoraji, akciger ve santral sinir sistemi
tutulumu
Konvelesan Dénem | 3-6 hafta Kas gii¢stizliigii, hiposteniiri ve oligiiri
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HPS ise RSKA’ya gore daha agir seyretmektedir. Mortalitesi %35 civarindadir (87).
Inkiibasyon siiresi, 2 ila 3 hafta arasindadir. Hastalik, inkiibasyon siiresinden goriilen iic

dénemden olusmaktadir (Tablo 4) (86).

Tablo 4. HPS donemleri, siireleri ve belirtileri (86).

Dénem Siire Belirtiler

Bas ve kas agrisi, ates, halsizlik,
Prodrom Dénem 3-6 giin ) ]

gastrointestinal semptomlar
Kardiyopulmoner Akciger 6demi, tagikardi, hipotansiyon,

7-10 giin ‘ ‘

Donem Oksiiriik, gastrointestinal semptomlar
Konvelesan Dénem | 7-15 giin Trombositopeni, lokositoz

2.7 Patogenez

Vazodilatasyon ve vaskiiler permeabilitedeki artis, RSKA ve HPS patogenezindeki ana
faktorlerdir (88).

Orthohantaviriisler, vaskiiler endotel hiicrelerini enfekte ederek vaskiiler endoteliyal
fonksiyon bozukluklarina neden olurlar. Bu nedenle Orthohantavirus ile iliskili hastaliklar,
vaskiiler permeabilite artisi ile ortaya ¢ikan klinik tablolardir (89). Vaskiiler permeabilitedeki
arti, plazma eksozmosuna ve RSKA olgularinda goriilen hemokonsantrasyon, hipotansiyon,
sok ve retroperitoneal 6demden kaynaklanan abdominal agrilar gibi pek cok semptom ile
iliskili olan hemorajiye neden olmaktadir (90). HPS olgularinda gériilen, sivilarin alveolar
alana ekstravazasyonu ve pulmoner 6dem de yine vaskiiler permeabilite artigindan

kaynaklanmaktadir (91).

Orthohantavirus patogenezini tek bir faktor ile agiklamak dogru degildir. Yapilan
calismalarda virtise ait faktorler, immiin faktorler ve konak genetigine ait faktdrlerin bir arada
rol oynadigi indirekt mekanizmalarin, RSKA gelisiminde etkili olabilecegine deginilmektedir

(89).

Viral glikoproteinlerin konak hiicre yiizey reseptorlerine baglanmasi yolu ile endotel
hiicrelerinin yani sira epitel, dendritik ve lenfositik hiicreleri de enfekte etmektedirler.
Patojenik orthohantaviriislerin hiicreye giriste B3 integrinleri tercih ettikleri, patojenik

olmayan orthohantaviriislerin ise f1 integrinleri tercih ettikleri diisiiniilmektedir (56, 92).
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RSKA hastalarinda olusan hasarda kisinin sahip oldugu genetik faktorlerin de etkili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ornegin insan 16kosit antijen (HLA) genlerinden B8, DR3 ve
DRQ?2 alellerinin varlig1 ile PUUV enfeksiyonlarinin siddetinin iligkili oldugu gdsterilmistir
(93). HLA B27 alellinin ise PUUV enfeksiyonunun daha hafif formu olan epidemik nefropati
ile iligkilendirilmistir (94).

2.8 Iimmiinoloji

Orthohantavirus genomu tarafindan kodlanan N, G, ve G yapisal proteinleri, konakta
immiin yanit olusumuna neden olmaktadir. Orthohantaviriislerin hedefi olan akciger ve
bobrek dokularindaki hasara, olusan bu immiin yanit neden olmaktadir. Enfeksiyon sirasinda

hem dogal hem de kazanilmis immiin yanit rol oynamaktadir (95).

Dogal bagisiklik, patojen ile iliskili molekiiler paternler (PAMP) taninmasi ile aktive
olur. Burada Toll-benzeri reseptorler (TLR) onemli bir etkiye sahiptir. TLR'ler etkin bir
immiin yanit olusturabilir, inflamatuvar sitokinlerin ve tip I interferon (IFN) salinmasini
saglayabilir. Jiang ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada, HTNV ile enfekte vaskiiler endotel
hiicrelerinde TLR4 ekspresyonunda artis gézlenmistir. Ayrica RSKA olgularinda TLR4'{in,
timor nekrozis faktor alfa (TNF-a), IFN-gamma (y) ve interlokin (IL)-6 ekspresyonunda
artisa neden olabildigi gosterilmistir (96).

RSKA'l1 hastalarda inflamatuvar sitokinlerin asir1 sentezlenmesi, sik¢a bildirilmektedir.
Sitokin firtinasi olarak adlandirilan bu durumun hastaligin patogenezinde ¢ok 6nemli bir rol
oynayabilecegi diisliniilmektedir. Sitokin ve kemokin seviyelerindeki artis ve bunlarin
iiretimindeki dengesizlik, vaskiiler endoteliyal gecirgenligin artmasina ve RSKA'll hastalarda
klinik tablonun agirlagsmasina neden olmaktadir (97). TNF-a, IL-6 ve IL-1 gibi sitokinlerin
ates, septik sok, hipotansiyon ve akut faz protein iiretiminin baglatilmasinda rol oynadiklar1 ve
TNF-a, IFN-B ve IL-6'nin endoteliyal hiicrelerin gecirgenliginin artmasindan sorumlu oldugu

belirtilmektedir (98-100).

Vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii (VEGF) diizeylerinin RSKA gelisimi ile iliskili
oldugu bildirilmistir. Ayrica yiiksek VEGF diizeyi ve bobrek hasarinin siddeti arasinda
korelasyon oldugu gosterilmistir (101). B3 integrinler, VEGF iizerinden etki ederek vaskiiler

gegcirgenligi diizenlemektedir (102).
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RSKA'l1 hastalarin serumlarinda ve Orthohantavirus ile enfekte hiicrelerde daha yiiksek
IFN-B diizeyleri saptanmistir (96). Hastaligin fazina ve siddetine bagli olarak RSKA'll
hastalarin serumlarinda IFN-y diizeylerinin arttign gosterilmistir (103). DOBV olgularinin
c¢ogunda IL-10, IFN-y ve TNF-o diizeylerinin arttigit ve DOBV ile enfekte hastalardaki
diizeylerin PUUYV ile enfekte hastalara gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir (104).

Kompleman sistem ve dogal oldiriici hiicrelerin  de  Orthohantavirus
immiinopatolojisi ile iligkili oldugu diistiniilmektedir (89, 105). PUUV enfeksiyonlarinin akut
doneminde komplemanin aktive oldugu ve hastaligin siddetinin kompleman aktivasyon
diizeylerine gore degistigi gosterilmistir (106). Akut PUUV enfeksiyonlarinda kompleman
aktivasyonu sirasinda akut faz proteinlerinden pentraksin iligkili protein 3 diizeyinde artig

saptanmustir (107).

Enfeksiyonun erken doneminde immiinglobulin M (IgM) ve immiinglobulin A (IgA)
antikorlari, ge¢ doneminde ise immiinglobulin G (IgG) antikorlari saptanmaktadir (108).
Enfeksiyon IgG’nin alt siniflar1 agisindan incelendiginde, IgG1 ve IgG3 antikorlarinda artis
saptanmustir. IgG2 antikoru ise nadiren saptanabilmistir. [gG4 antikoru ise yalnizca RSKA’l1

hastalarda saptanabilmistir (95, 98, 109).

Gn ve G; zarf glikoproteinlerine karsi notralizan antikor olusturulmaktadir. Noétralizan
antikorlar, viriis titresinin azaltilmasini saglamakta ve tekrarlayan karsilagmalarda

enfeksiyona karsi koruyuculuk saglamaktadir (110, 111).

T hiicreleri, enfeksiyonun klinik seyrinde ve virlisiin ortadan kaldirilmasinda rol
oynamaktadir. Enfeksiyon basladiktan sonra bellek T hiicrelerinde artis gozlenmekte ve
enfeksiyon boyunca bu hiicrelerin olgunlagsmasi devam etmektedir (98). Enfeksiyon sirasinda
CD8" T hiicrelerinde artis gozlenirken, CD4" T hiicre sayisinda degisiklik goriilmemektedir
(95). Enfeksiyonun erken doneminde immun yanit Th; yoniinde iken, ileriki donemlerde bu

yanit Thy yoniine kaymaktadir (19).

24



2.9 Epidemiyoloji

Orthohantavirus enfeksiyonlari, RSKA ve HPS gibi mortal seyredebilen tablolara yol
acmasi nedeniyle énemli bir halk saglig1 sorunudur. Diinya’da her y1l 150-200 bin kisi RSKA
veya HPS tanis1 almaktadir (60, 86).

Yilda yaklasik 100 bin olgunun bildirildigi RSKA olgularinin biiyiik ¢ogunluguna
Avrupa ve Asya'da rastlanmaktadir (112). RSKA, Cin'de sinif B bildirimi zorunlu bir hastalik
olarak siniflandirilmaktadir (113). Asya'da en sik rastlanilan RSKA etkenleri HTNV ve
SEQV iken Avrupa'da PUUV ve DOBV'dir.

PUUV olgular1 ¢cogunlukla Finlandiya ve Isve¢ basta olmak iizere Iskandinav iilkeleri,
Avrupa'nin kuzeyi ve Rusya'dan bildirilmektedir (114). Son yillarda Belgika, Almanya,
Norveg, Fransa, Macaristan, Slovenya ve Avusturya'dan da epidemik nefropati olgulari

goriilmektedir (83, 85, 115).

DOBV olgularnt ise genellikle Balkan tilkelerinden bildirilmektedir (116). DOBV
Dobrava susundan kaynakli enfeksiyonlar Balkan tilkelerinde goriiliirken, Saaremaa susundan
kaynakli enfeksiyonlar Rusya, Almanya ve Slovakya'da, Sochi susundan kaynakli

enfeksiyonlar ise Rusya'da goriilmektedir.

HPS olgulari, Amerika kitasinda goriilmektedir. HPS, 1995 yilindan beri Amerika
Birlesik Devletleri (ABD)'nde bildirimi zorunlu bir hastaliktir (117). En sik rastlanilan etken,
Kuzey Amerika'da Sin Nombre viriis (SNV) iken Gliney Amerika'da Andes viriistiir (ANDV)
(20, 117-119).
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Sekil 8. RSKA ve HPS olgularinin iilkelere gore yillik insidanst (2016 yilina kadar olan

verileri icermektedir.) (119 numarali kaynaktan uyarlanmustir).

2.9.1 Tiirkiye'de Orthohantavirus Epidemiyolojisi

Tiirkiye'de RSKA etkeni olan DOBV ve PUUV olgular: bildirilmekte, donem dénem
salginlara neden olabilmektedir (27, 29-31). Ayrica Tiirkiye'de RSKA etkeni DOBV, PUUV,
SEOV ve TULV'in tasiyict olan kemirici tiirlerinin yayilimi mevcuttur (21-25). Simdiye
kadar bu kemirici tiirlerinde DOBV ve PUUV varligi serolojik ve molekiiler yontemler ile
dogrulanmustir (26, 32, 33, 120) (Sekil 9).
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Insanve kemiricilerde
dogrulanmus enfeksiyon

m Yalmzca kemiricilerde
dogrulanmus enfeksiyon

Sekil 9. Tiirkiye'de RSKA olgular1 ile insanlarda ve kemiricilerde serolojik ve molekiiler
yontemler ile Orthohantavirus varliginin bildirildigi iller (Veriler, bilimsel makaleler, T.C.
Saglik Bakanligi, Halk Sagligi Genel Midiirliigii, Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlar1 ve
Biyolojik Uriinler Dairesi Baskanlig1 verileri ve Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi,

T1bbi Mikrobiyoloji AD. verilerinden derlenmistir.).

Tiirkiye'de yapilan ilk Orthohantavirus arastirmasi, 1993 yilinda Giilhane Askeri Tip
Akademisi’nde yapilmistir. Calisma kapsaminda 106 askeri personelde ortohantaviriis antikor
varligr arastirilmig ve herhangi bir pozitiflik saptanamamistir (43). Daha sonra 1997 yilinda
yapilan bir ¢aligmada akut ve kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda orthohantaviriise karsi
antikor varligi arastirllmis ve nefropatili olgularin %4,3’tinde, saglikli olgularin ise
%2,6’sinda seropozitiflik saptanmistir (44). 2006 yilinda Trabzon, Rize ve Izmir ¢evresinde
toplanan kemiricilerde orthohantaviriise kars1 antikor varligi aragtirllmis ve prevalans %1,2
olarak bildirmistir (26). ilk RSKA olgulari, 2009 yilinda Zonguldak ve Bartin illerinden
bildirilmistir. Ayn1 bolgede Orthohantavirus enfeksiyonu olabilecegi diisiiniilen 23 hastanin
%S52,2’sinde orthohantaviriise karsi antikor varligi saptanmistir (27). Kaya ve ark. tarafindan
yapilan ¢alismada ise 2009-2012 yillar1 arasinda Orthohantavirus tanis1 almis 100 hastada
antikor varlig1 arastirilmis ve hastalarin yalnizca % 20’sinde orthohantaviriise kars1 antikor
varlig1 saptanmistir. Antikor varligi saptanan 20 hastadan 17'si Dogu Karadeniz Bolgesi’nde
yasarken, ii¢iiniin Bat1 Karadeniz ve I¢ Anadolu Bélgeleri’nde yasadiklar: belirtilmistir (28).
2010 yilinda Istanbul'dan iki farkli olgu bildirimi yapilmistir. Olgulardan ilki, servikal lenf

diigiimlerinde hassasiyet ve faringeal enfeksiyon ile hastaneye basvurmus ve DOBV

27



pozitifligi saptanmistir (29). Diger olgu ise yorgunluk, agri, bulant1 ve kusma sikayetleri ile
hastaneye basvurmus, hastada DOBV’e karsi IgM pozitifligi saptanmis ve yogun bakim
tinitesine kaldirildiktan iki giin sonra kaybedilmistir (30). Giresun’da 626 saglikli bireyden
kan Ornegi alinmis ve orthohantaviriise kars1 IgG pozitifligi arastirilmistir. Saglikli bireyler
arasindaki seroprevalans %3,2 olarak saptanmistir (31). 2009 yilinda Bati Karadeniz
Bolgesi'ndeki salgindan sonra ayni bdlgede arazi c¢alismasi yapilmis ve 173 kemirici
yakalanmistir. Bu kemiricilerin %21'in orthohantaviriise kars1 IgG pozitifligi, %13,3'linde
viriis saptanmis ve Apodemus flavicollis ve A. uralensis'te iki farkli DOBV susu varligi
gosterilmistir (32). Son olarak yine 2009 yilinda Kirklareli Igneada bolgesinde yapilan arazi
caligmasi ile 73 Apodemus spp. tiirii kemirici yakalanmis ve bu kemiricilerin % 11'inde
DOBV saptanmustir. Virlis pozitifligi saptanan tim kemiricilerin A. flavicollis olduklar
bildirilmistir (33).

2.10 Laboratuvar Tanisi
2.10.1 Serolojik Tan:

Orthohantavirus enfeksiyonlarmin tanisinda oncelikli olarak tercih edilen yontem,
serolojik testlerdir. Bunun nedenleri, molekiiler yontemlerin duyarliliginin serolojik testlere
gore daha diisiik olmasi, vireminin kisa siireli olmasi ve viremi diizeyinin Bunyavirales
takiminin diger tiyelerinden daha diisiik olmasidir. Orthohantavirus enfeksiyonlar1 sirasinda
N proteinine kars1 I[gM ve IgG antikorlar1 tiretilmektedir. IgM antikor varliginin gosterilmesi,
erken donemde tan1 koyulabilmesi i¢in Onemli olsa da yalmzca kisa bir siire
saptanabildiginden, IgG antikor varliginin gosterilmesi tercih edilmektedir. Bu nedenle
hastadan farkli zamanlarda alinan serum Orneklerinde saptanan dort katlik titre artigr tam

koydurucudur (121).

Orthohantavirus enfeksiyonlarinin tanisinda altin standart yontem, plak rediiksiyon
notralizasyon testidir. Bu testin 6zgiilliigii oldukea yiiksektir. Ancak viriisiin hiicre kiiltiiriiniin
zahmetli olmas1 ve biyogiivenlik diizey 3 laboratuvarlar gerektirmesi nedeniyle tim

laboratuvarlarda uygulanabilen bir yontem degildir (20).

Orthohantavirus enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilan anijenler, hiicre kiiltiiriinde

tiretilmekte ve bulas riski yiiksek olan bu islem, biyogiivenlik diizey 3 laboratuvarlarda
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gerceklestirilmektedir. Bu nedenle, ticari serolojik testlerin birgcogunda rekombinant DNA

teknikleri ile tiretilen antijenler kullanilmaktadir (20).

Tanida viriise karsi antikor varliginin saptanabilmesi i¢in en sik kullanilan ydntem,
indirekt ELISA testidir. Bu yontem igin antijen olarak viriis ile enfekte lizatlar ya da piirifiye
edilmis N proteini kullanilabilir (20).

Orhohantavirus enfeksiyonlarin tanisinda kullanilan bir diger yontem de immunoblot
testleridir. Immunoblot testlerinin duyarliliklar1 ve 6zgiilliikkleri ELISA’dan daha yiiksektir.
Bu nedenle ELISA testlerinin dogrulanmasi ve enfeksiyona neden olan Orthohantavirus
tiiriiniin saptanmasi amactyla kullanilirlar. Ancak bazi Orthohantavirus tiirleri antijenik olarak

birbirlerine benzer olduklarindan ¢apraz reaksiyonlar goriilebilmektedir.

Indirekt immunofloresans testi (IFAT), hiicre kiiltiiriinde Orthohantavirus ile enfekte
edilen Vero E6 hiicrelerinin lam iizerine fikse edilmesi ile hazirlanmaktadir. Son yillarda
gelistirilen IFAT testlerinde ¢apraz reaksiyonlar1 ve yanlis pozitif sonuglar1 azaltmak icin
orthohantaviriislerin rekombinant proteinleri kullanilmaya baslanmistir. Bu rekombinant
proteinlerin elde edilmesinde genellikle viral N proteininin antijenik determinantlarini ifade

eden baculoviriis ve Escherichia coli ekspresyon sistemleri kullanilmaktadir (121).

2.10.2 Molekiiler Tan

Molekiiler yontemler, serolojik yontemlere gore duyarliliklarinin daha diisiik olmasi
nedeniyle oncelikli olarak tercih edilmemektedir. Ancak daha hizli sonug vermeleri, 6zellikle
hizli ilerleyen ve fatalite orani yiiksek olan HPS olgularinda avantaj saglamaktadir. Ters
(“reverse”) transkripsiyon-polimeraz zincir tepkimesi (RT-PZT) ile bir giin igerisinde sonug
almabilmektedir. Viremi kisa siireli oldugundan viral RNA’y1 saptamak gii¢c olsa da doku

orneklerinde yuvalanmis (“nested”)-RT-PZT ile saptanabilir (20).

Ayrica Orthohantavirus tiirleri arasinda ¢apraz tepkime olabildiginden, serolojik

yontemlerle ayirt edilemeyen tiirler PZT iirlinlerinin dizilenmesi ile ayirt edilebilmektedir

(121).
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2.11 Tedavi ve Korunma

Orthohantavirus ile iliskili enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek spesifik bir
antiviral ajan bulunmamaktadir. Bu nedenle hastalara destek tedavisi uygulanmaktadir.
Destek tedavisi, semptomlara bagli olarak sivi takviyesi, elektrolit dengesinin izlenmesi,

hemodiyaliz ve sok terapisinden olusmaktadir.

Bir guanozin analogu olan ribavirin, Orthohantavirus replikasyonuna kars1 in vivo ve in
vitro etkilere sahip tek ajandir. Yapilan caligmalarda, RSKA olgularinda ve kemirici
modellerinde viriis titresini ve mortaliteyi azalttigi bildirilmistir (122, 123). Ancak dogrudan
orthohantaviriise etkili degildir ve anemi gibi bazi yan etkileri bulunmaktadir (124-126).

Ayrica ribavirinin HPS hastalarinda tedaviyi ve mortaliteyi etkilemedigi gosterilmistir (127).

Orthohantavirus enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilabilecek, dogrudan etkili bir ajan
bulunmadigindan, as1 c¢alismalari ve enfeksiyondan korunma oOnem tagimaktadir (20).
Orthohantaviriislere kars1 as1 gelistirme calismalarinda farkl teknikler uygulanmasina ragmen
yalnizca HTNV'nin formalin ile inaktivasyonu sonucunda etkili bir as1 gelistirilebilmistir
(128). Cho ve Howard tarafindan gelistirilen Hantavax® (Korea Green Cross, Seoul, Kore)
isimli bu as1, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan onaylanmadigindan yalmzca Cin ve Kore'de
ticari olarak satilmaktadir. Hantavax®'in ii¢lincii asilamadan sonra IgG antikorlarini

indiikledigi ve asilanan bireylerin %80'inde nétralizan antikor olusturdugu gosterilmistir.

Orthohantavirus enfeksiyonlarindan korunmanin en iyi yolu, enfekte kemiriciler ile
onlarin ¢ikartilar1 ve salgilart ile temastan kaginmaktir (86, 127). Orthohantaviriisler, diger
tiim zarfli viriisler gibi 1s1 (60°C'de 30 dakika) ve ultraviyole 1smn (UV) maruziyeti, asidik
ortamlar, deterjanlar, organik ¢oziiciiler ve hipoklorit soliisyonlari ile etkisiz hale gelmektedir
(50). Ayrica saha caligmalar ile yaban hayatindaki kemirici populasyonlarinda enfeksiyonun
takibinin saglanmasi, alandaki Orthohantavirus prevalansinin belirlenmesini ve olasi salgin

bolgelerinin ongodriilebilmesini saglamaktadir (26, 32, 33, 129-134).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Arastirmanin Tipi

“Tiirkiye'nin Akdeniz (Antalya, Mersin, Adana, Osmaniye ve Hatay) ve I¢ Anadolu
Bolgelerindeki (Konya, Aksaray, Nigde, Karaman) bazi illerde yasayan Apodemus spp.,
Microtus spp., Rattus spp. ve Talpa davidiana tiirlerinde Hantavirus varliginin ve dagiliminin

arastirilmasi” adli tez ¢alismasi, deneysel niteliktedir.

3.2 Arastirmanin Yeri ve Zamani

Calisma, Kasim 2013 tarihinde literatiir taramasi ile baslayip Mayis 2018 tarihinde tez
calismasinin yazimi ile tamamlandi. Calismaya ait laboratuvar deneyleri, Dokuz Eyliil
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda
gergeklestirildi.

3.3 Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Calismada, 2015-2017 yillarinda Antalya, Mersin, Adana, Osmaniye, Hatay, Konya,
Aksaray, Nigde ve Karaman illerine yapilan arazi g¢alismalari sirasinda canli yakalama
kapanlari ile potansiyel Orthohantavirus tasiyicisi olan Apodemus spp., Microtus spp., Rattus
spp. ve Talpa davidiana'nin dogadan yakalanmasi ve bu kemiricilere ait serum ve doku

orneklerinin toplanmasi planlanda.

3.4 Cahsma Materyali

Bu ¢alisma i¢in 15 Nisan 2015 - 30 Kasim 2017 tarihleri arasinda Antalya, Mersin,
Adana, Osmaniye, Hatay, Konya, Aksaray, Nigde ve Karaman illerine toplam 140 giinliik
arazi ¢aligmasi yapildi (Sekil 10). Calisma kapsaminda, dokuz ilden 44 farkli lokaliteden
"Sherman" tipi canli yakalama kapanlari (H.P. Sherman Traps Inc.) ile Orthohantavirus
tasiyicist olarak bilinen Apodemus, Microtus ve Rattus tiirlerinden toplam 429 kemirici
yakalandi. Orneklem yapilan lokalitelerin belirlenmesinde, bolgedeki buzul donem sigmaklar
ve farkli bitki ortiisii yayilimlar: goz oniinde bulunduruldu. Hedef bolgedeki Orthohantavirus

yayllim durumunu temsil edebilecek sekilde, {i¢ yillik periyot dahilinde ve mevsimlere gore
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dagilmis bir 6rneklem yapildi. Her bir kemirici yuvasindan bir veya en fazla iki kemirici
olacak sekilde ¢ok sayida yuvadan Ornekler toplanarak, bolgedeki Orthohantavirus

prevalansinin gercegi yansitacak sekilde belirlenmesi hedeflendi.

Calisma kapsaminda toplanmasi planlanan, bir kostebek tiirii olan Talpa davidiana,
yayilim alani olan Amanos Daglari’nin giivenlik sorunlar1 nedeniyle kapali olmasindan dolay1

toplanamadi.

Serolojik testler i¢in kemiricilere ait serum Ornekleri, molekiiler testler i¢inse akciger

ornekleri kullanildi.

Sekil 10. Arazi caligmasi yapilan iller.

3.5 Arastirmanin Degiskenleri

Kemiricilere ait serum Orneklerinde orthohantaviriise kars1 IgG izotipindeki antikor
varligi ve doku orneklerinde Orthohantavirus genomuna ait dizilerin saptanmasi "bagimli
degiskenler" iken Orthohantavirus varliginin saptandigi kemiricilerin tiirleri "bagimsiz

degisken" olarak degerlendirildi.
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3.6 Veri Toplama Araclari

Tablo 5. Calisma sirasinda kullanilan cihaz, kimyasal ve sarf malzemelere ait bilgiler.

Malzeme Ad1 Marka Katalog No Kullanildig1 Analiz

Canl1 yakalama H.P. Sherman | - Kemiricilerin yakalanmasi

kapani Traps Inc.

GPS Garmin GPSMAP 64 s Kapanlarin kuruldugu lokalitelere ait
koordinatlarin isaretlenmesi

RNAlater Invitrogen AM7021 Doku orneklerinin saklanmasi

Vida kapakl tiip Greiner 126278 Dokularin saklanmast

(2mL)

Bistiiri ucu plusMED - Dokularin kesilmesi

(22 numara)

Paslanmaz gelik QIAGEN 69989 Dokularin homojenizasyonu

boncuklar (5 mm)

Ajitator Retsch MM400 Dokularin homojenizasyonu

Anti-Hanta virus Pool | Euroimmun El 278h-9601-1 G | ELISA testi

ELISA IgG

Euroline  Anti-Hanta | Euroimmun DN 278h-1601-1 | immunoblot testi

Profile 1 G

Vorteks Stuart SA8 Serumlarin homojenizasyonu

Orbital calkalayicili Stuart SI500 ELISA plaklarinin inkiibasyonu

inkiibator

Horseradish Millipore 12-349 ELISA testi

peroksidaz (HRP)
enzimi ile isaretli keci
anti fare 19gG
konjugati
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Mikroplak okuyucu Thermo 51119000 ELISA plaklarinin OD degerlerinin
fotometre Scientific okunmasi
Calkalayict Labnet S-1000 Immunoblot seritlerinin inkiibasyonu
International
Alkalen fosfataz (AP) | Santa Cruz Sc-2008 Immunoblot testi
ile isaretli keg¢i anti-
fare IgG konjugati
PBS Invitrogen 003002 ELISA ve immunoblot testleri
TRIzol Reagent Invitrogen 15596018 Viral RNA/DNA izolasyonu
Kloroform Merck 1.02445.2500 Viral RNA/DNA izolasyonu
[zopropanol Smyras 1490100 Viral RNA/DNA izolasyonu
Etanol Sigma 32221 Viral RNA/DNA izolasyonu
Sodyum sitrat Carlo Erba 368007 Viral RNA/DNA izolasyonu
DNAz/RNAz Invitrogen 10977035 Viral RNA/DNA izolasyonu
icermeyen distile su
Ters  transkripsiyon | Thermo K1691 cDNA sentezi
kiti Scientific
Taq DNA polimeraz | Thermo EP0402 PZT
(500U) Scientific
dNTP Mix (10mM) Thermo R0193 PZT
Scientific
Thermal cycler Techne TC-412 ve cDNA sentezi ve PZT
TC-3000
50X Tris asetat- Applichem A1691,5000CT Agaroz jel elektroforezi
EDTA (TAE)
50 bp DNA ladder Thermo SM0371 PZT
Scientific
100 bp DNA ladder Thermo SM0241 PZT
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Scientific

1,5 mL'lik steril tiip Greiner 616 201 Tiim testler

2 mL'lik steril tiip Greiner 623 201 Tiim testler

0,2 mL'lik PZT tiipii Axygen PCR-02 PZT

Filtreli pipet ucu SSIBIO - Tiim testler

(0,5-10, 10-100, 100-

1000 pL)

Agaroz Applichem A2114,0500 Agaroz jel elektroforezi

SafeView ABM G108 Agaroz jel elektroforezi

Pipet seti Thermo FP-4700850 Tiim testler

(1-10, 10-100, 100- | Scientific

1000 uL)

Elektroforez tanki Thermo ELED-B2 Agaroz jel elektroforezi
Scientific

Gii¢ kaynagi Thermo EC 3000 XL Agaroz jel elektroforezi
Scientific

Jel goriintiileme Vilber - Agaroz jel elektroforezi

sistemi Lourmat

Mikrodalga firin Roda RD-7017PA Agaroz jel elektroforezi

-80°C derin New U410 Orneklerin saklanmasi

dondurucu Brunswick
Scientific

-20°C derin Ariston - Malzemelerin ve orneklerin

dondurucu saklanmasi

+4°C derin dondurucu | Vestel - Malzemelerin saklanmasi

Hassas terazi Sartorius - Kimyasallarin tartilmasi

Nitril eldiven SeaSoul - Viral RNA/DNA izolasyonu ve

agaroz jel elektroforezi
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Pudrali eldiven Tenty - Tiim testler

Pudrasiz eldiven Tenty - PZT

Su banyosu Memmert - Viral RNA/DNA izolasyonu
Sogutmali santrifiij Heraeus Labofuge 400R Viral RNA/DNA izolasyonu
Ceker ocak Koéttermann 2-453-GAND Viral RNA/DNA izolasyonu

3.6.1 Arazi Calismalari

Hedef kemirici tiirleri, “Sherman” tipi canli yakalama kapanlar1 (H.P. Sherman Traps
Inc.) ile toplandi. Her kapan, tiirlerin daha Onceden belirlenmis olan yayilim alanlar1 ve

calisma yapilan bolgedeki habitat uygunlugu referans alinarak kuruldu.

Kapanlar, alanlarda 10’ar metrelik araliklarla yerlestirildi ve her kapanlama noktasi,
kiiresel yer belirleme sistemi (GPS) (Garmin) kullanilarak, kayit altina alindi. Kapanlar aksam
giinbatimindan kisa siire dnce kurulup, sabah giindogumundan kisa siire sonra toplandi. Hedef
tiirler disinda kapana yakalanan diger canlilar, tiir ve lokasyon kayitlar alindiktan sonra ayni

noktaya geri birakildi.

3.6.2 Ornek Toplama

Kemiriciler, yakalandiktan sonra canli halde Biilent Ecevit Universitesi, Biyoloji
Boliimii, Molekiiler Sistematik Laboratuvari’'na gotiiriildii. Ornekler servikal dislokasyon
yontemi ile sakrifiye edildi ve kalp bosluklarindan enjektér yardimi ile kan alindi.
Kemiricilerin fenotipik tlir tayinlerinin yapilabilmesi i¢in gerekli olan viicut Ol¢timleri
(agirlik, tim boy, kuyruk, kulak ve arka ayak uzunluklari) yapildi ve fenotipik 6zellikleri
kaydedildi. Diseksiyon sirasinda kemiricilerin akciger, karaciger, dalak ve bobrek dokulari,
RNA stabilize edici soliisyon (RNAlater) (Invitrogen) igeren tiiplere alindi ve molekiiler
testler i¢in kullanilana kadar -80°C derin dondurucuda (New Brunswick Scientific) saklandi.
Alman kan oOrneklerinin ayni giin igerisinde serumlar1 ayrildi ve serolojik testler igin

kullanilana kadar -80°C derin dondurucuda (New Brunswick Scientific) saklandi.
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3.6.3 Laboratuvar Calismalar:
3.6.3.1 Serolojik Tarama

Kemiricilerin serumlarinda DOBV, PUUV ve HTNV'ye kars1 IgG antikorlarinin varligi,

Polat ve ark. tarafindan optimize edilen ELISA ve immunoblot yontemleri ile tarand1 (120).

Bu ¢alismada kullanilan serolojik testlerde anti-fare antikoru kullanildigindan ve Rattus

spp. tiiriine ait antikorlarin anti-fare antikorlar tarafindan taninmamasindan dolayi, Rattus spp.

tiiriine ait serum Ornekleri her iki test ile de taranamadi. Ancak bu kemiricilere ait akciger

dokular1 viriis varligt agisindan molekiiler yontemler ile tarandi.

3.6.3.1.1 "Enzyme-linked immunosorbent assay"” (ELISA)

Test i¢gin, DOBV, PUUV ve HTNV rekombinant niikleokapsid antijenleri ile kapl

“Anti-Hanta virus Pool ELISA 1gG” plaklart (Euroimmun) kullanildi.

Kemiricilere ait serum 6rnekleri, 1/50 oraninda fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile
seyreltildi. Bir dakika vorteks karistirict ile homojenize edildikten sonra 30 saniye
santrifiijle dipte toplandi. Antijen kapli plaklardaki her bir kuyucuga 100 pL
seyreltilmis serum Ornegi eklendi. Her 6rnek ¢ift kuyucuk olacak sekilde caligildi.

Seyreltilmis serum Ornekleri eklendikten sonra plaklar, orbital calkalayicili

inkiibatorde (Stuart) 37°C’de bir saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar bosaltildiktan sonra, deterjan igeren yikama
tamponu ile iicer kez yikandi. Her bir yikamada, her kuyucuk i¢in 300 pL yikama
tamponu kullanildi ve 30 saniye hafifce calkalanarak bekletildikten sonra plaklar
bosaltildi.

Yikama sonrasinda kuyucuklara, 1/10.000 oraninda PBS ile seyreltilmis “horseradish”
peroksidaz (HRP) enzimi ile isaretli ke¢i anti-fare IgG konjugatindan (Millipore) 100
uL eklendi.

Orbital calkalayicili inkiibatérde (Stuart) 37°C’de bir saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda yukarida anlatilan yikama islemi tekrarland.
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e Yikama islemini takiben, her kuyucuga 100 uL 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidin/hidrojen
peroksit (TMB/H20,) kromojen/substrat soliisyonu eklendi ve karanlik ortamda, oda
sicakliginda (18-25°C) 15 dakika inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonrasinda substrat soliisyonunun iizerine 100 pL 0,5 molar (M) siilfirik

asit (H.SO,) eklenerek, tepkime durduruldu.

e Omneklerin optik dansite (OD) degerleri, tepkimenin durdurulmasmi takip eden 30
dakika igerisinde, mikroplak okuyucu fotometre (Thermo Scientific) ile 450 nm dalga

boyunda (referans dalga boyu 620 nm) 6l¢iildii.

OD degeri, esik deger olarak kabul edilen 0,325 ve iizerinde olan Ornekler pozitif,

0,325’in altinda olan 6rnekler ise negatif olarak degerlendirildi (120).

3.6.3.1.2 Immunoblot

ELISA ile OD degeri 0,325 ve lizerinde saptanan 6rneklerin sonuglari, Orthohantavirus
enfeksiyonlarinin degerlendirilmesinde altin standart olarak kabul edilen immunoblot testi ile
dogrulandi. Test icin HTNV, PUUV ve DOBV rekombinant niikleokapsid antijenleri

emdirilmis “Euroline Anti-Hanta Profile 1 seritleri (Euroimmun) kullanildi (Sekil 11).

==

PULV Puumala

DOBV =  Dobrava

HTNV =  Hantaan

1gG
IgM

Control

| 0 A |

Sekil 11. Orthohantavirus tiirlerine gore olusan IgG yanitinin immunoblot seritlerindeki goriiniimii.
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Serum ve konjugat diliisyonlar1 ve yikama basamaklarinda, distile su ile 1x olacak
sekilde seyreltilen genel tampon (10x) kullanildi. Hazirlanan tiim diliisyonlar, ayni giin

kullanildi.

e Kullanilacak her bir serit, inkiibasyon tepsisine yerlestirildi ve 1,5 mL bloklama
tamponu igerisinde 15 dakika boyunca oda sicaklifinda calkalayict (Labnet

International) tizerinde inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonrasinda siv1 aspire edildi ve serit iizerine 1,5 mL 1/100 oraninda 1x

genel tampon ile seyreltilen serumlar eklendi.

e (da sicakliginda calkalayict (Labnet International) tiizerinde 30 dakika inkiibe

edildikten sonra serum Ornekleri aspire edildi.
e Seritler, liger kez beser dakika 1,5 mL 1x genel tampon icerisinde yikandi.

e Yikama sonrasinda, her bir serit lizerine 1/5.000 oraninda 1x genel tampon ile
seyreltilen alkalen fosfataz (AP) enzimi ile isaretli ke¢i anti-fare IgG konjugatindan

(Santa Cruz) 1,5 mL eklendi.

e Seritler, oda sicakliginda ¢alkalayici (Labnet International) {izerinde 30 dakika inkiibe

edildi.
e Konjugat aspire edildikten sonra yukarida anlatilan yikama islemi tekrarlandi.

e Yikama sonrasinda her bir serit tizerine 1,5 ml nitrobluetetrazoliumchloride/5-bromo-
4-chloro-3-indolyl phosphate (NBT/BCIP) substrat soliisyonu eklendi.

e Seritler, oda sicakliginda ¢alkalayici (Labnet International) {izerinde 10 dakika inkiibe

edildi.

Substrat soliisyonu aspire edildikten sonra her bir serit, iicer kez birer dakika distile su

ile yikandi1 ve kuruduktan sonra degerlendirildi (120).
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3.6.3.2 Molekiiler Tarama
3.6.3.2.1 RNA/DNA /[zolasyonu

RNAlater (Invitrogen) igerisinde saklanan akciger dokularindan Chomczynski ve Sacchi
tarafindan bildirilen guanidin-tiyosiyanat-fenol-kloroform yontemi ile viral RNA ve DNA
izolasyonu yapildi (135).

Her bir doku 6rnegi icin 500 pL TRIzol (Invitrogen) icerisine 50-100 mg doku 6rnegi
konuldu ve 5 milimetre (mm) capindaki paslanmaz ¢elik boncuklarla (Qiagen) ajitatorde

(Retsch) sert calkalamayla homojenize edildi.

3.6.3.2.1.1 Faz Seperasyonu

Homojenizasyon sonrasinda oOrnekler, RNA ve DNA izolasyonunun yapilmasini

saglayacak sekilde fazlara ayrildi.

e Ornekler, oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi ve 100 pL kloroform eklendikten
sonra 15 saniye yavasca karistirildi.

e (Oda sicakliginda 2-3 dakika tekrar inkiibe edildikten sonra 12.000 x g’de 15 dakika
4°C’de santrifiij ile ¢oktiirtildii.

e Olusan renksiz iist sulu faz viral RNA izolasyonunda, beyaz renkteki interfaz ve

pembe renkteki organik faz ise DNA izolasyonunda kullanildi.

3.6.3.2.1.2 RNA [zolasyonu

e Renksiz iist sulu faz, temiz bir tiipe aktarildi ve 250 pL izopropanol eklenerek,
dikkatlice karistirildi.

e RNA’nin ¢okelmesi i¢in 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 12.000 x
g’de 10 dakika 4°C’de santrifiij ile ¢oktiiriildii.

e Ust faz uzaklastirildiktan sonra 500 uL %75 ethanol eklendi.

e RNA ¢okeltisi vorteks (Stuart) ile etanolde yikandiktan sonra 7.500 x g’de 5 dakika
4°C’de santrifiijle ¢oktiiriildii.

e Ust faz uzaklastirildiktan sonra RNA ¢okeltisi fazla etanol, 5-10 dakika tiiplerin
kapaklar1 agik olacak sekilde inkiibe edilerek uguruldu.
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e RNA ¢okeltisi, 20 ul RNase icermeyen suda siispansiyon haline getirildi ve 55-60°C’de
10-15 dakika inkiibe edildikten sonra -80°C’de saklandi.

3.6.3.2.1.3 DNA Izolasyonu

e Tiip icerisindeki interfaz ve organik fazin {izerine 150 pL %100 etanol eklendi ve
karistirildiktan sonra 2-3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

e 2.000 x g’de 5 dakika 4°C’de santrifiij ile ¢oktiirtildii ve tist faz uzaklastirildi.

e Ust faza 500 uL 0,1M sodyum sitrat igeren %10 etanol eklendi ve ara sira karigtirtlarak
30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 2.000 x g’de 5 dakika 4°C’de
santrifiijlenerek yikand.

e Ust faz uzaklastirildiktan sonra yikama islemi tekrarlandi.

e DNA c¢okeltisine 1 ml %75 etanol eklendi ve ara sira karistirilarak 10-20 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi.

e 2.000 x g’de 5 dakika 4°C’de santrifiij ile ¢oktiiriildiikten sonra iist faz uzaklagtirildi.

o DNA c¢okeltisindeki fazla etanol, tiiplerin kapaklar1 acgik olacak sekilde 5-10 dakika
inkiibe edilerek uguruldu.

e (Cokeltilerin tizerine 300 pl 8 milimolar (MM) NaOH eklendi ve ¢6ziinmeyen
pargaciklarin uzaklastirilmasi igin 12.000 x g’de 10 dakika 4°C’de santrifiij ile
coktirtldi.

e DNA igeren iist faz, temiz bir tiipe aktarilarak, -80°C’de sakland.

3.6.3.2.2 Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Izolasyon sonucunda elde edilen RNA iiriinleri, RevertAid RT kiti (Thermo Scientific)
kullanilarak ters transkripsyon yontemi ile komplementer DNA (cDNA)’ya ¢evrildi.

Karigim, toplam hacim 20 uL olacak sekilde hazirlandi. Her bir 6rnek i¢in 5'er uLL RNA
kullanildi. RNA'ya 100 uM “random hexamer” eklendi ve karisim DNAz/RNAz icermeyen
su ile 12 pL'ye tamamlandi. 65°C’de 5 dakika inkiibe edildikten sonra 4 pL 5x tampon, 20
tinite (U) RiboLock RNase inhibitorii, 20 mM dNTP ve 200 U RevertAid RT enzimi eklendi.
Karisim, sirasiyla 25°C’de 5 dakika, 42°C’de 60 dakika ve 70°C’de 5 dakika inkiibe edildi.

Tepkime sonunda elde edilen cDNA f{iriinleri, polimeraz zincir tepkimesinde (PZT)

kalip olarak kullanilana kadar -80°C’de sakland.
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3.6.3.2.3 Pan-hanta L-segment Yuvalanmis PZT

Kemiricilere ait akciger dokularindan izole edilen ¢DNA fiiriinleri, bilinen tiim
orthohantaviriislere 6zgiil olan pan-hantavirus L-segment onciil setleri kullanilarak tarandi
(Tablo 6) (136). Bu onciil setleri, Orthohantavirus genomunda RNA-bagimlit RNA polimeraz

enzimini kodlayan L-segmentteki korunmus bolgeleri tanimaktadir.

Tablo 6. Pan-hantavirus L-segment taramasinda kullanilan 6nciiller (136).

Onciil ad1 Polarite Dizi
HanLF1 Sense 5-ATG TAY GTB AGT GCW GAT GC-3'
HanLR1 Antisense 5'-AAC CAD TCW GTY CCRTCA TC-3'
HanLF2 Sense 5-TGC WGA TGC HAC XAA RTG GTC-3'
HanLR2 Antisense 5-GCR TCR TCW GAR TGR TGD GCA A-3'

Tepkimeler, toplam hacimleri 25 pL olacak sekilde hazirlandi. Tepkimenin birinci
basamaginda 2 uL cDNA, ikinci basamaginda ise 2 pL 1. tepkimeden elde edilen PZT iirtinii
kullanildi. Tepkimeler sirasinda kullanilan malzemeler ve konsantrasyonlari ile amplifikasyon

kosullar1 asagida belirtilmistir (Tablo 7-10).

Tablo 7. Pan-hanta L-segment yuvalanmis PZT'nin 1. tepkimesinde kullanilan malzemelerin,

konsantrasyonlar1 ve hacimleri.

Hacim

10x Tampon (MgCl; icermez) 2,5 uL
MgCl; (25 mM) 2 mM

dNTP (10 mM) 0,2 mM
HanLF1 10 uM

HanLR1 10 uM
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Taq DNA polimeraz (5U/uL) 25U

cDNA 2L

Son Hacim 25 uL

Tablo 8. Pan-hanta L-segment yuvalanmis PZT'min 1. tepkimesindeki amplifikasyon

kosullari.
Sicakhik Siire Dongii sayisi

On denatiirasyon 94°C 1 dakika 1
Denatiirasyon 94°C 30 saniye
Baglanma 60°C 30 saniye

Uzama 72°C 1 dakika °
Denatiirasyon 94°C 30 saniye

Baglanma 58°C 30 saniye 5
Uzama 72°C 1 dakika
Denatiirasyon 94°C 30 saniye

Baglanma 56°C 30 saniye 5
Uzama 72°C 1 dakika
Denatiirasyon 94°C 30 saniye

Baglanma 52°C 30 saniye 20
Uzama 72°C 1 dakika

Son uzama 72°C 5 dakika 1
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Tablo 9. Pan-hanta L-segment yuvalanmis PZT'nin 2. tepkimesinde kullanilan malzemelerin,

konsantrasyonlar1 ve hacimleri.

Hacim
10x Tag Tampon (MgCl; icermez) 2,5 uL
MgCl; (25 mM) 2 mM
dNTP (10 mM) 0,2 mM
HanLF2 10 uM
HanLR2 10 uM
Taq DNA polimeraz (5U/uL) 25U
1. tepkime tiriinii 2 uL
Son Hacim 25 ulL

Tablo 10. Pan-hanta L-segment yuvalanmis PZT'min 2. tepkimesindeki amplifikasyon

kosullari.
Sicakhk Siire Dongii sayisi
On denatiirasyon 94°C 1 dakika 1
Denatiirasyon 94°C 30 saniye
Baglanma 53°C 30 saniye 35
Uzama 72°C 1 dakika
Son uzama 72°C 5 dakika 1
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3.6.3.2.4 Microtus Topluluklarimin Mitokondriyal DNA (mtDNA) Soylarinin Teshisi

Microtus tiirleri, fenotipik olarak birbirlerine ¢ok benzer olduklarindan, yakalanan
kemiricilerin mtDNA soylarinin saptanabilmesi i¢in genotipik tiir tayini yapildi. Microtus
tiirlerinin yakalandig1 her lokaliteden en az bir kemiricinin tiir tayini yapildi. Mitokondriyal
genomda bulunan sitokrom-b geni, PZT ile ¢ogaltildi (Tablo 11) (137). Tepkimeler, toplam
hacimleri 25 pL olacak sekilde hazirlandi. Tepkime sirasinda kullanilan malzemeler ve

konsantrasyonlar1 ile amplifikasyon kosullar1 asagida belirtilmistir (Tablo 12 ve 13).

Tablo 11. Microtus topluluklarinin mtDNA soylarinin teshisinde kullanilan, sitokrom-b

genine 6zgiil onciil dizileri (137).

Onciil adi Polarite Dizi
L14727-sp Sense 5'-GAC AGG AAA AAT CAT CGT TG-3'
H15915-sp Antisense 5-TTC ATT ACT GGT TTA CAA GAC-3

Tablo 12. Sitokrom-b PZT'de kullanilan malzemelerin, konsantrasyonlar1 ve hacimleri.

Hacim

10x Taq Tampon (MgCl; icermez) 2,5 uL
MgCl, (25 mM) 1,5mM

dNTP (10 mM) 0,2 mM
L14727-sp 10 uM

H15915-sp 10 uM

Taq DNA polimeraz(5U/uL) 1,25 U
DNA 0,5 uL

Son Hacim 25 ulL
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Tablo 13. Sitokrom-b PZT amplifikasyon kosullari.

Sicakhik Siire Dongii sayisi
On denatiirasyon 95°C 5 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 30 saniye
Baglanma 54°C 60 saniye 35
Uzama 72°C 90 saniye
Son uzama 72°C 10 dakika 1

3.6.3.2.5 Agaroz Jel Elektroforezi

PZT driinlerinin goriintillenebilmesi i¢in 1X Tris asetat-EDTA tamponu (TAE)

icerisinde %1,5’luk agaroz jel hazirlandi. 100 mL 1X TAE tamponu (Applichem) igerisine 1,5
gr agaroz (Applichem) konuldu. Mikrodalga firinda (RODA) eritildikten sonra 5 pL
SafeView (ABM) eklendi. Hazirlanan karisim, elektroforez tankinin kalibina dokiildi ve

taraklar1 yerlestirildi (Thermo Scientific). Jel donduktan sonra tank, 1X TAE tamponu ile

dolduruldu ve taraklar jelden ¢ikarildi.

Jeldeki her bir kuyucuga, 5 pL PCR iirlinii ve 1 pL yiikleme boyasi karistirilarak

yiiklendi. Orneklerdeki bant biiyiikliiklerinin karsilastirilabilmesi icin "DNA ladder" (Thermo

Scientific) kullanildi. Jele yiiklenen ornekler, 110 volt'ta 50 dakika yiiriitiildii. Sonuglar,

ultraviyole transilluminatorde (Vielber Lourmat), Infinity Capt yazilimi1 kullanilarak,

goriintiilendi.

3.6.3.2.6 Dizi Analizi

Microtus tiirlerinin genotipik tiir tayinlerinin yapilabilmesi i¢in PZT firlinleri, Sanger

dizileme yontemi ile dizilendi. Calismanin bu basamagi, hizmet alim1 yolu ile yapildi.

Elde edilen diziler, "Basic Local Alignment Search Tool" (BLAST) ile degerlendirildi

ve mitokondriyal soylarinin tespiti yapildi (138).
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3.7 Arastirma Plam ve Takvimi

Tablo 14. Arastirma plani ve takvimi.

Kasim 2013 - Subat 2014 Literatiir taramasi

Etik kurul onayi, Orman ve Su Isleri
Mart 2014 - Agustos 2014
Bakanli'gindan izin alim1

Eyliil 2014 - Ocak 2015 TUBITAK proje basvurusu ve kabulii

Nisan 2015 - Aralik 2016 Sarf ve demirbaslarin alim1

Saha ¢alismast ve o&rneklerin toplanmasi,

Nisan 2015 - Kasim 2017 serolojik  ve  molekiiler  ydntemlerin
uygulanmasi
Aralik 2017 - Mays 2018 Sonuclarin degerlendirilmesi ve tez yazimi

3.8 Verilerin Degelendirilmesi

Orthohantavirus tasiyicist olan enfekte kemiriciler, sekresyonlari araciligiyla viriisii
uzun yillar ¢evreye sagmaktadir. Bu nedenle yakalanan kemiriciler virlis ile enfekteyse,
viriisiin ve/veya virlise karsit antikor varligimin saptanma ihtimali yiiksektir. Yakalanan
kemiricilerin viriis ile karsilagsmis olma ihtimallerinin degerlendirilebilmesi i¢in hem serolojik

hem de molekiiler testler ile kullanildi.

Serolojik testlerden ELISA’ya ait veriler, belirlenen esik degeri gbéz oOniinde
bulundurularak pozitif ve negatif olarak degerlendirildi. Ancak belirlenen bu esik degeri, bazi
kemirici orneklerinde yanlis pozitif sonuglara neden olabilmektedir. Bu nedenle ELISA testi
sonucunda seropozitiflik saptanan tiim 6rnekler, bagka bir serolojik test olan ve altin standart
olarak kabul edilen immunoblot testi ile dogrulandi. Boylelikle olasi yanlis pozitif 6rneklerde,
dogru sonug elde etme ihtimali arttirildi ve enfeksiyon kaynagi olan Orthohantavirus tiiriiniin

belirlenmesi hedeflendi.
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Orthohantavirus enfeksiyonlari, ¢ogunlukla viral partikiillerin aerosolizasyonu yoluyla
bulastigindan, enfeksiyondan ilk etkilenen organ akcigerdir. Bu nedenle seropozitiflik
saptansin ya da saptanmasin yakalanan tiim kemiricilere ait akciger dokularinda viriis varlig

molekiiler yontemler ile arastirildi.

3.9 Arastirmanin Simirhliklar

Arazi ¢aligmalar1 kapsaminda gidilmesi planlanan Antakya ili Amanos Daglari’ndaki
giivenlik sorunlari nedeniyle bolgeye girilememis ve bu bolgede yayilim gosteren Talpa

davidiana tiiriine ait 6rnekler toplanamamustir.

Kemirici serumlarmin Orthohantavirus agisindan serolojik olarak taranmasinda
kullanilan testler, anti-fare antikoru ile uyumludur. Bu nedenle ¢alisma kapsaminda yakalanan
Rattus spp. tiirlinden kemiricilere ait serum Ornekleri, orthohantaviriise karsi antikor varligi
acisindan degerlendirilememistir. Ancak yakalanan tiim kemiricilere ait doku ornekleri virlis
varlig1 agisindan molekiiler yontemler ile tarandigindan, olas1 bir Orthohantavirus pozitifligi

kagirilmamustir.

Calismanin bir diger siirliligt ise kullanilan serolojik testlerin, orthohantaviriisiin
yalmzca DOBV, PUUV ve HTNV tiirlerini belirleyebilmesidir. Bu nedenle, kemiricilerin
orthohantaviriisiin farkli tiirleri ile enfekte olmasi halinde, bu tiirler serolojik yontemler ile
tespit edilemeyecektir. Fakat kemiricilere ait doku oOrneklerinin molekiiler olarak
taranmasinda bilinen tiim Orthohantavirus tiirlerini saptamaya yarayan pan-hantaviriis
onciilleri kullanilmistir. Boylelikle kemiricilerin DOBV, PUUV ve HTNV tiirlerinden farkli
bir Orthohantavirus tiirii ile enfekte olmasi durumunda, bu Orthohantavirus tiiri molekiiler

yontemler ile saptanabilecektir.

3.10 Etik Kurul Onay1

Calisma plani, Dokuz Eyliil Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Degerlendirme Komisyonu tarafindan 04.03.2014 tarih ve 15/2014 protokol numarali karar ile
onaylanmig, 18.03.2014 ve 19.08.2014 tarihlerindeki kararlar ile c¢aligmanin baslhiginda
degisiklik yapilmasi uygun goriilmiistiir. Onay belgeleri, EK-I’de belirtilmistir.
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Kemiricilerin dogadan yakalanmas1 icin Orman ve Su Isleri Bakanlig1, Doga Koruma ve
Milli Parklar Genel Miidiirliigii'nden alinan, 08.09.2014 tarih ve 72784983-488.04-183208
sayil1 izin belgesi, EK-II’de belirtilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Ornek Grubu

15 Nisan 2015 - 30 Kasim 2017 tarihleri arasinda Antalya, Mersin, Adana, Osmaniye,
Hatay, Konya, Aksaray, Nigde ve Karaman illerine yapilan 140 giinliik arazi calismasi
sonucunda toplam 429 adet kemirici yakalandi (Sekil 12-14). Fenotipik olarak teshisleri
yapilan 225 adet Apodemus spp., 117 adet Microtus spp., 18 adet Chionomys nivalis ve 69
adet Rattus spp.'ye ait serum ve doku ornekleri kullanilarak Orthohantavirus taramasi yapildi
(Sekil 13, 15-21).

Chionomys nivalis, bu ¢alismanin hedef tiirlerinden biri gibi gériinmemesine karsin
daha once Microtus cinsi igerisinde siniflandirilmaktaydi. Yapilan ¢alismalarda bu grubun
Microtus'un kardes taksonu oldugu gosterilmistir (139). Giiniimiizde farkli bir cins olarak
siiflandirilmasina ragmen, hedef gruba yakin akraba olmasi sebebiyle potansiyel
Orthohantavirus tasiyicisi olabilecegi diisiiniilerek, yakalanan Chionomys nivalis 6rnekleri de

calismaya dahil edildi.

Ornek Sayis:
1
10
20
30
41
R Cins
’. ’ B Apodemus spp
- "q o Microtus spp.
‘ \ ® .é B Rattus spp.

B Chionomys nivalis

69

18

Sekil 12. Orneklerin toplandig lokaliteler ve tiirlere gore dagilimu.
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73
Yil
Apodemuis spp. t ﬁg}g
W 2017
101
Cins
W Apodemus spp.
5 W Chionomys nivalis
Chionomys nivalis I Microtus spp.
4 10 3 M Rattus spp.
16
Microtus spp.
32 69
29
Rattus spp.
40

Sekil 13. Yakalanan 6rneklerin yillara gore sayilar1 (A) ve toplam sayilari (B).
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Sekil 14. Orneklemin yillara gore dagilimi.

Sekil 15. Apodemus mystacinus’un ventral, lateral ve dorsal goriiniimii.
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Sekil 16. Arazi ¢alismasi sonucunda Apodemus tiirlerinin yakalandigi lokaliteler.

Sekil 17. Microtus guentheri'nin ventral, lateral ve dorsal goriiniimii.
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5 s w Microtus spp.

Sekil 18. Arazi ¢alismasi sonucunda Microtus tiirlerinin yakalandigi lokaliteler.

W Chionomys nivalis

Sekil 19. Arazi ¢alismasi sonucunda Chionomys nivalis 6rneklerinin yakalandigi lokaliteler.
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Sekil 20. Rattus norvegicus'un dorsal ve ventral gortiniimii.

Cins

M Rattus spp.

Sekil 21. Arazi ¢calismasi sonucunda Rattus tiirlerinin yakalandigi lokaliteler.
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4.2 Serolojik Tarama
4.2.1 ELISA

ELISA testinde anti-fare antikoru kullanildigindan, Rattus spp. tiiriinden kemiricilere ait
serum Ornekleri serolojik olarak taranamadi.

Kan o6rnegi alinabilen, 118 adet Apodemus spp., 55 adet Microtus spp. ve 2 adet
Chionomys nivalis olmak iizere toplam 175 adet kemiriciye ait serum o6rnekleri,
orthohantaviriise kars1 antikor varlig1 acisindan serolojik olarak tarandi (Sekil 22). Orneklerin
hicbirinde seropozitiflik saptanmadi.

Kan Ornegi alinamayan 185 adet kemiricinin serolojik taramasi i¢in kemiricilere ait

kalp dokular1 kullanildi. Bu 6rneklerde de seropozitiflige rastlanmadi.
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Sekil 22. Kemirici serumlarinin ¢alisildigi ELISA testine ait plak goriintiisii.
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4.2.2 Immunoblot

ELISA testi ile taramas1 yapilan kemiricilerin seronegatifliklerinin dogrulanmasi igin,
immunoblot testi uyguland1 (Sekil 23). Immunoblot testinin sonuglari, ELISA testi ile
uyumluluk gosterdi ve serolojik taramasi yapilan tiim kemiricilerin seronegatif olduklar

dogrulandi.

Sekil 23. Seronegatif kemirici serumlarinin ¢alisildigr immunoblot striplerinin goriiniimii. Kontrol
bandi (altta) testin diizgiin sekilde calistigini gostermesine ragmen HTNV, DOBV ve PUUV’ye
kars1 IgG antikor varli§in1 gosteren bantlarda (iistte) pozitiflik yok.

4.3 Molekiiler Tarama
4.3.1 Pan-hanta L-segment Yuvalanmis PZT

429 kemiriciye ait akciger dokular1 pan-hantavirus L-segment onciil setleri ile taranmis,

ancak pozitiflik saptanamamustir (Sekil 24).
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Sekil 24. Orneklere ait yuvalanmus PZT iiriinlerinin %]1,5’luk agaroz jelde 110 voltta 50 dakika
ylriitiilmiis gorlintiisii. M: Marker (Fermentas SM0241 katalog numarali {irtin, 100 baz ¢iftlik
“DNA Ladder”), +: DOBV pozitif kontrol.

4.3.2 Microtus Topluluklarinin mtDNA Soylarinin Teshisi

Microtus tiirlerinin genotipik teshislerinin yapilabilmesi i¢in, her lokaliteden en az bir

kemiricinin sitokrom-b geni ¢ogaltildi ve dizi analizi yapildi (Sekil 25).

Toplamda 56 ornege ait diziler, Genbank’ta BLAST lanarak mitokonriyal soylarinin
tespiti yapildi (138). Calisma alani igerisinde en az 5 farkli mtDNA soyu Orthohantavirus
varlig1 agisindan tarandi. Yakalanan Microtus tiirlerinin lokaliteleri ve soylari, asagida Sekil

26'da belirtilmistir.
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Sekil 25. Microtus tiirlerine ait sitokrom-b geni PZT iiriinlerinin %1,5’luk agaroz jelde 110
voltta 50 dakika yiiritiilmis gorintiisi. M: Marker (Fermentas SM0371 katalog numarali
tirlin, 50 baz ciftlik “DNA Ladder”).
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Sekil 26. Microtus mtDNA soylarinin dagilimi. Gorselde "sp." olarak ifade edilen 6rneklerin (koyu

mavi) sitokrom-b analizi yapilamamustir.
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5. TARTISMA

Orthohantavirus kaynakli enfeksiyonlar, Diinya'da her y1l 150-200 bin kisiyi etkileyen
onemli bir halk sagligi sorunudur (60, 86). Bu enfeksiyonlar, Tiirkiye'de de goriilmekte ve
donem donem salginlara neden olmaktadir. Tiirkiye'de simdiye kadar yalnizca DOBV ve
PUUYV ile enfekte olmus RSKA olgular bildirilmistir (27, 29-31). Bu olgular genellikle
Tiirkiye'nin kuzeyinde saptanmustir. 2010-2013 yillarinda Tiirkiye'nin giineyinden de az
sayida siipheli olgu bildirilse de bunlarin ¢ogu serolojik ya da molekiiler yontemler ile
dogrulanamamustir (T.C. Saglik Bakanligi, Halk Sagligi Genel Miidirligii, Mikrobiyoloji

Referans Laboratuvarlari ve Biyolojik Uriinler Dairesi Baskanlig: verileri).

Tirkiye'nin  kuzeyinde RSKA olgularinin rapor edildigi alanlarda yapilan saha
¢alismalarinda, daha dnceden orthohantaviriisler ile enfekte kemiricilere rastlanmistir (26, 32,
33, 120). Karadeniz kiyilarindaki bazi illerden toplanan Apodemus flavicollis ve Apodemus
uralensis tiirti kemiricilerde DOBV ve Myodes glareolus tiirii kemiricilerde ise PUUV varligi
bildirilmistir (26, 140). Bu ¢alismada ise, Orthohantavirus varligi, Tiirkiye'nin giineyinde
yayillim gosteren olast Orthohantavirus tasiyicist olan kemirici tiirlerinde ilk kez

arastirtlmigtir.

RSKA etkeni olan DOBV, PUUV, TULV ve SEOV tasiyicist olan kemirici tiirlerinden
Apodemus flavicollis, Apodemus agrarius, Myodes glareolus, Microtus arvalis, Rattus
norvegicus ve Rattus rattus Tiirkiye’de yayilim gostermektedirler (Sekil 27-32) (21-25).
Ayrica Microtus arvalis disinda, Orthohantavirus tasidigi bildirilmemis farkli Microtus tiirii
kemiriciler de Tirkiye'de yayilim gostermektedir (141). Orthohantavirus tasiyicist olma
potansiyeline sahip olan bu tiirlerin Tirkiye genelinde dagilim gosterdigi cografya,
Tiirkiye'deki Orthohantavirus yayilimi agisindan 6nem tagimaktadir (142-145). Bu nedenle
heniiz olgu bildirimi yapilmamig bolgelerde de Orthohantavirus tiirlerinden kaynaklanan
enfeksiyonlarin goriilme ve bu etken ya da etkenlerle iliskili salginlarin ortaya cikabilme

ihtimali bulunmaktadir.
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Sekil 27. DOBV Dobrava susunun tasiyicist olan Apodemus flavicollis'in Tiirkiye'deki yayilim
alanlari (sar1 ile belirtilmis) (146).
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Sekil 29. PUUV tasiyicist olan Myodes glareolus'un Tiirkiye'deki yayilim alanlari (sar1 ile

belirtilmis) (148).
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Sekil 31. SEOV tasiyicist olan Rattus norvegicus'un Tirkiye'deki yayilim alanlari (sar ile

belirtilmis) (150).
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Orthohantaviriisler, Rodentia, Eulipotyphla ve Chiroptera takimlarinda yer alan memeli
tiirleri ile taginmaktadir (70, 80, 152, 153). Genel olarak konaklarma 0zgiil olsalar da
konaklar ile simpatrik olarak yasayan farkli tiirlerde de enfeksiyona neden olabildikleri
gosterilmistir (32, 154-156). Bu nedenle ¢aligmaya, hem daha 6nce Orthohantavirus tasiyicisi

oldugu bildirilen hem de tasiyici tiirlerin yakin akrabasi olan diger tiirler de dahil edilmistir.

Calisma kapsaminda, Orthohantavirus tasiyicisi oldugu bilinen kemiricilerin yayilim
gosterdigi buzul donem siginaklart ve farkli bitki Ortlisii yayilimlart g6z Oniinde
bulundurularak, Akdeniz ve I¢ Anadolu bdlgerinde bulunan 9 ildeki (Antalya, Mersin, Adana,
Osmaniye, Hatay, Konya, Aksaray, Nigde ve Karaman) pek ¢ok lokaliteden, her bir
lokalitedeki Orthohantavirus yayilim durumunu temsil edebilecek sekilde, ti¢ yillik periyot
dahilinde ve mevsimlere gore dagilmis bir 6rneklem yapilmistir. Bu gergevede, belirli bir
kemirici yuvasindan ¢ok sayida olacak sekilde degil, her bir kemirici yuvasindan bir veya iki
kemirici olacak sekilde cok sayida yuvadan ornekler toplanarak calismalar yiiriitilmiistiir.
Ayni1 yuvadaki kemiricilerin birbirleri ile yakin temas halinde olmasi ve yuvadaki enfekte bir
kemiricinin ayn1 yuvadaki diger kemiricileri de kolayca enfekte edebilmesi nedeniyle,
bolgedeki Orthohantavirus prevalansinin oldugundan daha yiiksek saptanmasinin Oniine

gecilmesi hedeflenmistir.

Yakalanan kemiricilere ait doku Ornekleri, arazi ¢alismalar1 siiresince igerisindeki DNA
ve RNA'nin zarar gérmeyecegi kosullarda saklanmustir. Ornekler laboratuvara ulastiginda ise
uzun siireli saklamanin saglanabilmesi icin ¢aligsilana kadar -80°C derin dondurucuda
muhafaza edilmistir. Ornekler, Orthohantavirus varhigi agisindan hem serolojik hem de
molekiiler yontemler ile arastirilmis, boylece viriisii tagimasa bile hayatinin herhangi bir
doneminde Orthohantavirus ile karsilasmis kemiricilerin de saptanabilmesi hedeflenmistir.
Ancak caligmanin orneklerin toplanmasi, saklanmasi ve Orthohantavirus varligi agisindan
taranmasi basamaklarinda azami 6zen goOsterilmesine ragmen, kemiricilerin dokularinda
Orthohantavirus genomuna rastlanmadigi gibi daha 6nce bu viriis ile karsilasip, viriise karsi

antikor gelistirdiklerine dair bir kanita da rastlanmamustir.

Caligma alani, zengin bitki Ortiisii ve hayvan c¢esitliligine sahiptir. Ayrica bolgede
bulunan Bati, Orta ve Dogu Toroslar, birbirlerinden farkli buzul siginagir bolgeleri
icermektedir (34). Farklilasmanin ve biyolojik ¢esitliligin yogun olarak gozlendigi bu

bolgeler, buzullararast1 donemlerde kiiclik memeliler i¢in tiirlerin yayilma ve tlirlesme
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merkezleri olmustur (34, 35, 157). Bu alanlarin viriisler a¢isindan da 6neme sahip olabilecegi
diistiniilmektedir. Bu nedenle Tiirkiye'de heniiz tanimlanmamis yeni Orthohantavirus tiir ya
da tiirlerinin bulunabilecegi en olas1 bolgenin burasi olacagi disiiniilmiistiir. Calisma
kapsaminda yakalanan hedef kemirici tiirlerinin tiimii Orthohantavirus negatif olarak
bulunmustur. Hatta 6rneklenen tiirlerden Apodemus flavicollis gibi bazi tiirlerin Tiirkiye'nin
kuzey bolgelerinde viriis tasiyicist olduklart bilinmektedir (26). Buna karsin arastirma
bolgesindeki Apodemus flavicollis tiirii kemiricilerde virlis varligi agisindan herhangi bir

pozitiflik saptanamamustir.

Calisma bolgesinde yer alan Hatay ilinin Akdeniz kiyilar1 Afrika kokenli kemirici
tiirlerinin Anadolu'ya giris kapis1 oldugu i¢in, Tiirkiye'de heniiz saptanmamis Afrika kdkenli
Orthohantavirus tiirlerinin tespit edilmesi i¢in en uygun alandir. Hatay ilinin Amanos
Daglari'nin dogusunda kalan boliimii ise Arabistan yarimadasi kokenli ¢61 tiirlerinin
Anadolu'ya giris kapisidir. Bu yiizden Arabistan yarimadasi kokenli ve heniiz saptanmamis
Orthohantavirus tiirlerini  barindirma ihtimali  yiiksektir. Calismada s6z konusu
Orthohantavirus tiirlerinin saptanmasi halinde, Orta Dogu'daki kemiricilerle taginan ve
enfeksiyon kaynagi olabilecek Orthohantavirus enfeksiyonlarma da 1sik tutulmasi
planlanmistir. Ancak elde edilen veriler dogrultusunda, Afrika ya da Arabistan yarimadasi

kokenli herhangi bir Orthohantavirus varligina rastlanmamustir.

Calisma alaninda Orthohantavirus tagima potansiyeli olan endemik bir Microtus tiirii
olan Microtus anatolicus yayilis gostermektedir (158). Bu kemirici tiirlerinde konaga 6zgiil
yeni orthohantaviriislerin evrimlestigi disiiniilmektedir. Ancak bu yonde herhangi bir bulguya

ulasilamamustir.

Orthohantavirus enfeksiyonlariin ortaya ¢ikisi ve yayilimi; ¢evresel faktorler (hava,
yiyecek varligi, vb.), konak toplulugundaki degisimler, ormanlik alanlardaki insan ve/veya
evcil hayvan kaynakli bozulmalar (ormanlarin yok edilmesi, kentlesme, tarimsal kalkinma,
vb.), insan kaynakli faktorler ve ekolojik degisikliklerden etkilenmektedir. Bu etkilesimlerin
dogal sonucu olarak zaman zaman salgmnlar ortaya c¢ikmaktadir (27, 159-166). Ayrica
biyogesitlilik kaybi da konaklar arasinda aktarimi kolaylastirmakta, kemirici topluluklari
arasinda salginlara yol agmakta ve insanlara bulasma ihtimalini arttirarak enfeksiyon riskini

belirginlestirmektedir (167, 168).
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Son yillarda iklim degisikliklerinin normalden daha hizli sekilde seyretmesi, iklime
duyarli patojenlerin epidemiyolojisinde degisime neden olarak insan saglhiginmi etkilemektedir
(169). iklim degisikligi, kemirgen konaklarin cografi dagilimini, kemirici topluluklarindaki
birey sayisin1 ve topluluk igindeki dinamikleri etkileyebilecek 6nemli bir faktordiir (119).
Sicaklik, yagis, nem degisimleri ve hava kirliliginin, topluluklardaki viral aktiviteyi,
bulasmay1r ve yayilimi etkiledigi bildirilmistir (169). Bu degisimlerin Orthohantavirus
salgmlarin da etkiledigi gosterilmistir (170, 171). Ornegin 2000 yilinin baglarinda Panama'da
goriilen bir HPS salgini, salgindan 6nce bolgeye diisen yagis miktarindaki 2-3 katlik artig
sonucunda bolgedeki kemirici topluluklarinda meydana gelen artig ile iliskilendirilmistir
(170).

Avrupa’da 1liman iklim goriilen bolgelerde iklim degisikligine bagl olarak sicak yaz
aylarinda daha fazla mese palamudu olusmaktadir. Kis aylarinda kemiricilerin hayatta
kalmasin1 saglayan zengin bir besin kaynagi olan mese palamudunun miktarindaki artis
nedeniyle Orthohantavirus kaynakli salginlarda artis gozlenmektedir (165, 172). Ayrica,
iklim degisikligine bagl olarak mevsimsel tarim faaliyetlerinin ve kirsalda gegirilen zamanin

artmast, insanlarin viriise maruz kalma ihtimalinde de artisa neden olmaktadir (165).

Tiirkiye'deki RSKA olgular1 ve virilis varlig1 saptanan insan ve kemirici 6rnekleri, genel
olarak iilkenin kuzeyinden bildirilmektedir (Sekil 33) (26, 27, 29-33). Bu ¢alismada 15 Nisan
2015 - 30 Kasim 2017 tarihleri arasinda saha temsiliyeti dikkate alinarak yapilan
orneklemeler ve taramalarda Orthohantavirus varliginin ilk kez arastirildigi giiney bolgelerde
(Sekil 33), s6z konusu virlisler ile enfekte herhangi bir kemiriciye rastlanmamustir. T.C.
Saglik Bakanligi, Halk Saglhigi Genel Miidiirliigii, Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlar1 ve
Biyolojik Uriinler Dairesi Baskanligi verilerine goére 2017 yilinda Tiirkiye'nin giineyinden
dogrulanmis herhangi bir Orthohantavirus insan enfeksiyonunun bildirilmemis olmasi da
Tirkiye'nin gliney bolgelerindeki potansiyel rezervuarlarda viriisiin saptanamamasi ve viriisiin
alanda dolasmadigi bulgularim1  destekler niteliktedir. Bu durum goz Oniinde
bulunduruldugunda, Tiirkiye'nin kuzeyindeki kemirici topluluklar: ile glineyindeki kemirici

topluluklarmin birbirleri ile karismadiklar diistiniilmektedir (173).
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Sekil 33. Calisma kapsaminda 6rneklem yapilan lokaliteler (kirmizi noktalar ile belirtilmistir) ve 2017 yilinda bildirilen Orthohantavirus
olgular1 (T.C. Saghk Bakanh@, Halk Saghg Genel Miidiirliigii, Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlar1 ve Biyolojik Uriinler Dairesi

Bagkanligi’ndan elde edilen veriler, il bazinda farkli renklerle ve olgu sayilariyla ifade edilmistir.).
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Calisma kapsaminda orneklem yapilan bélgelerde  Orthohantavirus  varhigi
saptanamamasinda, bdlgedeki cografi faktorler ve iklim ozellikleri ile wiriisiin lokal

adaptasyonunda ¢ikan sorunlarin etkili olabilecegi degerlendirilmektedir.

Oncelikli olarak &rneklem yapilan bdlgede, kemiricilerin uzak mesafeler kat etmelerini
zorlastirict cografi bariyerler (Bati, Orta ve Dogu Toroslar) bulunmaktadir (173). Bu
bariyerler sayesinde, bolgede yasayan enfekte olmamis kemiricilerin, {ilkenin kuzeyindeki

enfekte kemiricilerden uzakta kalarak korunmus olmalar1 ihtimal dahilindedir.

Tirkiye’nin  Kuzeyi ile gilineyi, yillik yagis degiskenligi acgisindan faklilik
gostermektedir (174). Yagis degiskenligi katsayisi, kuzeyden giineye dogru diizenli olarak
artmaktadir. Katsayimnin %19 ile %25 arasinda oldugu alan, yagis degiskenliginin en fazla
oldugu giiney ile en az oldugu kuzey bolgelerini dogu-bat1 dogrultusunda ikiye bolmektedir
(Sekil 34) (174). Virlsiin dogada canli kalmasi agisindan énem tasiyan bu 6zellik, viriisiin

giiney bolgelerdeki varligi tizerinde etkili olabilir.

Yagis Degiskenligi (%)

- 15-17 19-21 23-25 [l 27 -29
Bl 3-15 17-19 21-23| 25-27 [ 29 - 32

Sekil 34. Tiirkiye'nin yillik yagis degiskenligi haritasi (174).

Yagis miktarinin yan sira sicaklik, nem ve UV maruziyeti gibi etkenler de Tiirkiye’nin

kuzey bolgeleri ile gliney bolgeleri arasinda farklilik gostermektedir. Tiim bu etkenler, zarfli
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bir viriis olan Orthohantavirus'un dogada enfektif olarak bulunup bulunmamasi agisindan
onem tagimaktadir. Zarfli viriisler kuruluga ve UV'ye karsi dayanikli olmadiklarindan bu
etkenlerin varhiginda, viriis enfeksiyon aktivitesini kaybedecek ve insanlari ve/veya viriisle
karsilasmamig kemiricileri enfekte edemeyecektir (50). S6z konusu cografi faktorler, iklim
Ozellikleri ve habitat farkliliklari ile diger muhtemel etkenler, ¢calismanin yapildigi bolgelerde

orthohantaviriisiin lokal adaptasyon sorunu yasamasina da sebebiyet vermis olabilir.

Ote yandan, iklim degisikliginin etkisi ile Tiirkiye'de yillik ortalama sicaklik artiginin
2016-2040 yillar1 arasinda 1°C-2°C arasinda, 2041-2070 yillar1 arasinda 1,5°C-4°C arasinda
ve 2071-2099 yillari arasinda ise 1,5°C-5°C arasinda olmasi1 beklenmektedir (175). 2071-2100
yillar1 arasindaki sicaklik artistnin kis mevsiminde 3°C'yi, yaz mevsiminde ise 8°C'yi
bulabilecegi diistiniilmektedir (175). Kis mevsiminde iilke genelindeki yagis miktarinda
artiglar, ilkbahar mevsiminde iilkenin sahil kesimi ve kuzeydogusu haricinde yagislarda
azalmalar ve sonbahar mevsiminde de iilke genelinde yagis miktarinda azalmalar goriilecegi
ongoriilmektedir (175). Tim bu degisiklikler dogrultusunda o6zellikle Tiirkiye'nin nehir
havzalarinda ciddi risklerin olusabilecegi belirtilmektedir. Bu risklerden ilki, Anadolu'nun ig
kesimleri ve giineyindeki havzalarda yagis miktarinda gériilecek azalmadir. Ikincisi, artan
sicakliklarin yagis cinsi degisikliklerine neden olabilecegi ve yagan karin bahar aylarinda
normalden daha erken zamanda erimesine neden olabilecegidir. Ugiinciisii ise yaz aylarinda
ozellikle de Anadolu'nun bat1 ve kuzey sahil kesimlerinde asir1 yagislarin olusabilecegidir

(175). Tim bu sartlarda, Tiirkiye'nin bir iklim degisikligine maruz kalacagi sdylenebilecektir.

Akdeniz havzasinda yasayan canlilarin, Oniimiizdeki yillarda gergeklesecek iklim
degisikligi sebebiyle, algak rakimdan daha yiiksek rakima dogru ve kuzey bolgelere goc
edecegi belirtilmektedir (176, 177). Bu durumun Tiirkiye'de yasanmasi muhtemel iklim
degisikligine yansimasi ise, iilkenin giineyinde yayilim gosteren tiirlerin kuzey bolgelerine
dogru hareket etmeleri seklindedir. Ancak Tiirkiye'nin giineyinden kuzeyine dogru hareket
edecek kemirici topluluklarinin Orthohantavirus tasiyicisi olduklarina dair bir kanita
ulagilamadigindan, kuzeydeki topluluklar1 tehdit edecek yeni bir enfeksiyon kaynagi
olmayacaklari diistiniilmektedir. Glineyden kuzeye dogru hareket edecek, Orthohantavirus ile
enfekte olmayan kemirici topluluklarinin, kuzeyde ayni ya da farkli tiirden enfekte kemirici
topluluklariyla ortak c¢evreyi paylasmalari durumunda enfekte kemirici sayisi artacaktir. Bu
durumda kuzeyde yasayan kisilerin enfekte kemiriciler ile temas etme ihtimalinin artacagi

Oongorilmektedir.
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Bunun yaninda kemiricilerdeki Orthohantavirus enfeksiyonlarinda, dolayist ile
insanlarda neden oldugu klinik tablolarda da yeni senaryolarla karsi karsiya kalinmasi s6z
konusu olabilir. Oncelikli olarak, Tiirkiye'nin giineyinde yasayan ve daha &nce
Orthohantavirus tasiyicist oldugu bildirilmemis bazi kemirici tiirlerinin, iilkenin kuzeyine
yapacagl bir go¢ sonucunda simpatrik olarak yasayacagi farkli tiirlerden enfekte olmasi
durumunda yeni bir Orthohantavirus tiirii ya da varyantinin dogmasina sebep olabilecegi
degerlendirilmektedir. Boyle bir durumda ortaya ¢ikabilecek olast yeni bir Orthohantavirus
tiirii ya da varyantinin insanlar agisindan patojen olup olmayacagi ve patojen olmasi halinde

klinik agidan nasil bir tabloya neden olacagi belirsizdir.

S6z konusu senaryolarin ger¢eklesmesi durumunda, son yillarda gecgerliligi tartisiimakta
olan orthohantaviriislerin konaklari ile birlikte evrimlestikleri ve bu nedenle viriisiin yayilim
alanlarinin konag1 olan kemiricilerin yayilim alanlari ile sinirh olduklari tezi zayiflayacak ve
viriisiin genetik olarak birbirinden farkli tiirde konaklar yerine birbirleri ile yakindan iliskili
konak tiirleri arasinda hareket etmeyi tercih ettigi (tercihli konak degisimi/"preferential host
switching") ve bulundugu bolgeye lokal adaptasyon gelistirdigi tezleri giiclenmis olacaktir.
Tiirkiye'de yapilan calismalarda da kemiricilerin tercihli konak degisimini tercih ettikleri

gosterilmistir (32).

Son yillarda Afrika kitasindan kemiriciler ve bocekgillerin yanisira yarasa kokenli
orthohantaviriislerin varligi da bildirilmektedir (10, 136, 178). Uzun yasam siireleri, uzak
mesafeler kat edebilmeleri ve sosyal bir davranig sergilemeleri nedeniyle yarasalarin
orthohantaviriislerin varligi ve yayiliminda 6nemli rol oynadiklari diisiinilmektedir (178,
179). Dolayisiyla Tirkiye'de Orthohantavirus varligi saptanan bolgeler ile bu c¢alisma
kapsaminda Orneklem yapilan bdlgelerdeki yarasa populasyonlarinda Orthohantavirus
taramasi yapilmasi, eger varsa yarasa kaynakli patojen ve patojen olmayan Orthohantavirus

tiirlerinin etkilerinin daha agik sekilde ortaya konulmasina katki saglayacaktir.

(Calisma kapsaminda, uzun siireli ve mevsimlere goére dagilmis sekilde Orneklem
yapilmasina ragmen Orthohantavirus varligina rastlanmamistir. Bdylece, Tiirkiye'nin
giineyinde yer alan bolgelerde ilk kez yapilan bu c¢alisma ile hem iilkenin gilineyinde
Orthohantavirus ile enfekte kemirici bulunmadigi ortaya konmus hem de Orthohantavirus
salgilarinin ve sporadik insan olgularmin giiniimiize kadar sadece Tirkiye'nin kuzey

bolgesinde saptanmasinin da tesadiif olmadigi gosterilmistir (Sekil 34). Bu veriler 1s181inda,
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Tirkiye'nin  giiney bolgelerinde Orthohantavirus enfeksiyonlart agisindan  bir  risk
ongoriilmemekle birlikte Dogu Anadolu, I¢ Anadolu'nun kuzeyi ve i¢ Karadeniz bolgelerinde
Orthohantavirus taramalari yapilmasina ve bu bolgelerde s6z konusu viriisiin varsa

dagiliminin ortaya konulmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi kapsaminda, Tiirkiye'nin Akdeniz ve I¢ Anadolu'nun Akdeniz
Bolgesi'ne komsu bolgelerinde bulunan Antalya, Mersin, Adana, Osmaniye, Hatay, Konya,
Aksaray, Nigde ve Karaman illerinde Orthohantavirus varligi ve dagilimi arastirilmistir. S6z
konusu bolge, kiiciik memeliler i¢in buzullararasi donemlerde tiirlesme merkezleri olan ve
virlisler agisindan da éneme sahip olabilecegi diisiiniilen buzul dénem siginaklarini ve farkl
bitki Ortiilerini barindirmaktadir. Calisma alaninin sahip oldugu bu 6zellikler nedeniyle,
Tiirkiye'de heniiz saptanmamis Orthohantavirus tiirlerinin tespit edilebilecegi ve/veya varsa
Tirkiye'ye 6zgii yeni Orthohantavirus tiirlerinin bulunabilecegi en olasi bolge oldugu

distinilmiistiir.

(Calisma kapsaminda genis ve alanit temsil eden Orneklem ile elde edilen hayvan
materyalleri kullanilmistir. Gergeklestirilen serolojik ve molekiiler taramalarda, caligsma
bolgesindeki kemiricilerde Orthohantavirus genomuna rastlanmadigi gibi hayatlarinin
herhangi bir doneminde s6z konusu viriis ile karsilasmis bir kemirici de saptanmamustir.
Tiirkiye'nin giineyinde yer alan buzul dénem siginaklarmin bulundugu cografya ve bitki
ortiisti ile Orthohantavirus varligi arasinda da dogrudan bir baginti tespit edilememistir. Bu
sonu¢ dogrultusunda, saha g¢alismasi yapilan bolgelerdeki Orthohantavirus tasiyicist olarak
bilinen major kemirici tiirlerinde (Apodemus spp., Microtus spp. ve Rattus spp.) s6z konusu

viriisiin bulunmadig1 sdylenebilir.

Ote yandan, bu ¢alisma kapsaminda rneklem yapilan bolgelerdeki bocekgil ve yarasa
topluluklarinda da Orthohantavirus taramasi yapilmasi, su ana dek ulasilan sonucun,
Orthohantavirus tasiyicisi oldugu bildirilmis tiim tiirleri kapsayacak sekilde giincellenmesine
katki sunabilecektir. Kemiricilerin buzul donem siginaklarina giden gd¢ yollar {izerinde
bulunan ve daha 6nce Orthohantavirus varligi saptanan bolgelerde yapilacak calismalar,
buzul donem sigmaklarinin Orthohantavirus varligi veya yoklugu tizerindeki olasi etkilerinin

ortaya ¢ikarilmasi konusunda daha detayli veri saglayabilecektir.

Kemirici ¢esitliliginin  yliksek oldugu ve heniiz Orthohantavirus varliginin
arastirilmadigi alanlarda yapilacak yeni ¢alismalar da, orthohantaviriislerin tasiyicilart olan
kemiriciler ile birlikte evrimlerine 151k tutacak bilgiler saglanmasi agisindan O6nem

tasimaktadir.
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Bu c¢alisma sonucunda eclde edilen verilerle, Tiirkiye'nin kuzeyindeki kemirici
topluluklar1 ile giineyindeki kemirici topluluklarinin birbirlerini enfekte etmedikleri
degerlendirilmistir. Hedef bolgedeki cografi faktorler, iklim degiskenlikleri, habitat
farkliliklar1 ve viriisiin lokal adaptasyonu gibi etkenlerin Orthohantavirus'un bolgedeki varlig
tizerinde etkili olabilecegi tartisilmistir. Ayrica, iklim degisikliginin etkisi ile gelecek yillarda
Tirkiye'nin giineyinde yayilim gosteren kemirici tiirlerinin iilkenin kuzeyine dogru hareket
etmeleri neticesinde, enfekte kemirici sayisinin artacagi ve yeni bir Orthohantavirus tiirii ya
da varyantinin dogabilecegi hususuna deginilmistir. Ilerleyen donemlerde Tiirkiye'de
yapilacak saha ¢alismalarindan elde edilecek verilerin, tiim bu hususlarin aydinlatilmasina 11k
tutmasi ve Orthohantavirus yayilimia neden olan etmenlerin anlasilmasina katki saglamasi

beklenmektedir.
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Hantaviruslar, enfekte kemiricilerin salya, diski ve idrar gibi salgilarinda bulunan virus partikdllerinin
solunmasi ya da enfekte kemiricilerle direkt temas sonucu insanlara bulasmaktadir. Ulkemizde, hantavirus
tiplerinden Dobrava (DOBV), Puumala (PUUV), Saaremaa (SAAY), Tula (TULV) ve Seoul (SEOV) viruslarinin
tasiyicisi olan kemirici turleri bulunmaktadir. Tlrkiye’deki kemiricilerde hantaviruslara 6zgul antikor
varligi, ilk kez 2004 yilinda Karadeniz ve Ege bélgelerinden toplanan kemiricilerde gésterilmistir. ilk
renal sendromlu kanamali ates (RSKA) olgulari ise 2009 yilinda yine Karadeniz bélgesinden bildirilmistir.
Yaban hayati ve sahadaki kemirici populasyonlarinda hantavirus prevalansinin énceden belirlenmesi,
hantaviruslara bagh olgularin durumu hakkinda bilgi edinilmesi ve sahadaki risk durumunun ortaya
konmasi agisindan énem tasimaktadir. Kemiricilere ait 6rneklerin, DOBV ve PUUV gibi Avrasya’da sik
gorilen ve llkemizde de gorildigu bilinen bazi RSKA etkenleri agisindan taranmasinda kullanilabilecek
sekilde optimize edilmig bir ticari Grin bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, insan serumlarinin taranmasi
icin Gretilmis, ticari enzim temelli immunolojik yontem (ELISA) ve immunoblot testlerine ait antijenler
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Yabani Kemiricilerde Eski Diinya Hantavirus 1gG Antikorlarinin
Saptanmasi icin ELISA ve Immiunoblot Yontemlerinin Optimizasyonu

kullanilarak, kemirici &rneklerinde hantavirusa 6zqgul antikorlarin taranmasina uygun testlerin
optimizasyonu saglanmustir. ELISA (Anti-Hantavirus Pool ELISA; Euroimmun, Almanya) ve imminoblot
(Euroline Anti-Hanta Profile 1 strips; Euroimmun, Almanya) yontemlerinin optimizasyonu icin, en uygun
serum ve konjugat dillsyonlari denenmis ve ELISA ydntemi tarama, immunoblot yontemi ise dogrulama
amactyla kullanilmistir. Belirlenen bu prosedur ile, Apodemus ve Microtus tirlerinden 84 kemiriciye
ait serum ornekleri degerlendirilmis ve elde edilen sonuglar ile optimize edilen ELISA yonteminin esik
degeri, duyarlilik ve 6zgullugu saptanmustir. ELISA yonteminin optimizasyonu igin 1/50, 1/100 ve 1/200
serum diltsyonlari ile 1/10.000, 1/20.000 ve 1/40.000 konjugat dilisyonlar; immunoblot yénteminin
optimizasyonu igin ise 1/50 ve 1/100 serum dilUsyonlart ile 1/5.000 ve 1/10.000 konjugat diltsyonlar
degerlendirilmistir. ELISA icin “horseradish” peroksidaz enzimi ile isaretli keci anti-fare IgG konjugat,
imminoblot icin ise alkalen fosfataz ile isaretli keci anti-fare 1gG konjugati kullanilmigtir. inkiibasyon
suresi, yikama sayisi ve substrat secimi icin Uretici firmanin protokolU uygulanmistir. ELISA yontemi icin
1/50 serum dillsyonu ve 1/10.000 konjugat dillsyonu, immunoblot icin ise 1/100 serum dillsyonu ve
1/5.000 konjugat dilisyonu optimal degerler olarak belirlenmistir. Optimize edilen ELISA yontemiyle,
belirlenen esik degerine (0D4somzo: 0.325) gore, kemiricilerin %26.2'sinde (22/84) hantavirusa kars
antikor varligi saptanmistir. Dogrulama amaciyla kullanilan optimize immunoblot yontemiyle ise,
ELISA ile pozitif bulunan 22 6rnegin -serum yetersizligi nedeniyle- 20’si cahgilmis ve 17'sinde DOBV
antikor pozitifligi saptanmustir. Bu kemiricilerden 11'i Apodernus flavicollis, G¢l Apodemus agrarius, ikisi
Microtus guentheri ve biri de Apodemus sylvaticus tirlerine aittir. Her iki yontem ile elde edilen sonuclar
karsilastirldiginda, optimize ELISA yonteminin %100 duyarlilik ve %95 6zglllikte oldugu belirlenmistir.
Bu calisma ile kemirici serumlarinin taranmasinda kullanilabilecek, kolaylikla ulasilabilen ticari Grinlerden
elde edilen antijenlerin kullanildigi, hizli ve glvenilir sonug veren bir yontem olusturulmustur. Benzer
cahismalar ile farkl tirden kemiricilere yonelik olarak optimize edilecek serolojik yontemler, alanda aktif
izlem ve denetleme calismalarinin gerceklestirilmesi agisindan buylk 6nem tasimaktadir.

Anahtar sézciikler: Hantavirus; kemirici; seroloji; optimizasyon.

ABSTRACT

Hantaviruses infect humans via inhalation of viral particles in infected rodents’ secretions such as
saliva, urine and faeces or via direct contact with infected rodents. The rodent species that are known
as the carriers of Dobrava (DOBV), Puumala (PUUV), Saaremaa (SAAV), Tula (TULV) and Seoul (SEQV)
viruses are found in our country. The presence of specific antibodies against hantaviruses have been
demonstrated in rodents collected from Black Sea and Aegean Regions of Turkey in 2004 for the first time.
The first hantavirus-related hemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS) cases were reported in Black
Sea region in 2009. The determination of the hantavirus prevalence in wild life and rodent populations in
the field is crucial for the information about hantavirus-related cases and to clarify the state of risk. There
is no commercial product optimized for the screening of rodent serum samples in terms of HFRS agents
like DOBV and PUUV that are widely seen in Eurasia as well as Turkey. In this study, the antigens belonging
to the commercial enzyme-linked immunoassay (ELISA) and immunoblot tests that are produced for the
screening of human sera were used for the development of antibody screening tests against hantavirus in
rodent sera and were optimized. The most appropriate serum and conjugate dilutions were determined for
the optimization of ELISA (Anti-Hantavirus Pool ELISA; Euroimmun, Germany) and immunoblot (Euroline
Anti-Hanta Profile 1 strips; Euroimmun, Germany) methods. Optimized ELISA method was used for the
screening and optimized immunoblot method was used for the confirmation. A total of 84 wild rodent
sera that belonged to Apodemus and Microtus species were evaluated with this procedure and the cut-off
value, sensitivity and specificity of optimized ELISA method were determined. For the optimization of
ELISA 1/50, 1/100 and 1/200 serum dilutions and 1/10.000, 1/20.000 and 1/40.000 conjugate dilutions
were tested. For the optimization of immunoblot, 1/50 and 1/100 serum dilutions and 1/5.000 and
1/10.000 conjugate dilutions were tested. The horseradish peroxidase conjugated goat anti-mouse IgG
for ELISA and the alkaline phosphatase conjugated goat anti-mouse IgG for immunoblot were used. We
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followed the manufacturer’s recommendations for the incubation parameters, substrate and the number
of washes. 1/50 serum dilution and 1/10.000 conjugate dilution for ELISA and 1/100 serum dilution and
1/5.000 conjugate dilution for immunoblot were determined as optimal concentrations. By using the
optimized ELISA, 26.2% (22/84) of rodents were found positive for hantavirus antibodies according the

determined cut-off value (OD,; ., 0-325). By using immunoblot as a confirmatory test, 20 out of 22

ELISA positive samples could be studied because of the insufficient amount of sera and 17 of them was
found positive in terms of DOBV antibodies. Of these rodents 11 were Apodemus flavicolls, three were
Apodemus agrarius, two were Microtus quentheri and one was Apodermus sylvaticus. When the results of
ELISA were compared to immunoblot results, the optimized ELISA’s sensitivity and specificity were found
as 100% and 95%, respectively. In this study, a method that can be used in the screening of rodent
sera was constituted which uses commercial antigens that can be provided easily, gives fast and reliable
results. Similar serological methods optimized for different types of rodents are of great importance for
the realization of active follow-up and monitoring of the studies in the field.

Keywords: Hantavirus; rodent; serology; optimization.

GiRis

Hantaviruslar Bunyaviridae ailesine ait alti buyuk cinsten biri olup, tek iplikli, negatif yo-
nelimli, segmentli RNA genomuna sahip, zarfl viruslardir. Kiictik (S), orta (M) ve buyuk
(L) olmak uzere ug segmentten olusan genomda, segmentler sirasiyla, viral nukleokapsid
proteini, viral zarf glikoproteinleri ve RNA'ya bagimli RNA polimeraz enzimini kodlar.
Bunlardan nukleokapsid proteini ve zarf glikoproteinleri, hantaviruslarin tanisi icin gelis-
tirilen cesitli serolojik yontemlerde antijen olarak kullanilmaktadir'.

Hantaviruslar, asil konaklari kemiriciler ve bocekgiller olmasina ragmen, enfekte kemi-
ricilerin salgilarindaki (salya, diski ve idrar) viral partikullerin solunmasi ve nadiren enfekte
kemiricilerle temas sonucu insanlara bulagir?. Herbir hantavirus tipi, o virusa 6zgiil bir
kemirici konak tarafindan tasinmaktadir’. Hantaviruslar, kemiricilerde kronik asempto-
matik enfeksiyonlara neden olmasina ragmen, insanlarda renal sendromlu kanamali ates
(RSKA) ve hantavirus pulmoner sendrom (HPS) gibi yuksek mortaliteye sahip klinik tab-
lolar olusturmaktadir®. Hantavirus enfeksiyonlarinda, hastaligin ayirt edici belirtilerinin
olmamasi ve siddetinin etkene gore degisiklik gostermesi, taniyr zorlagtirmaktadir. Virusa
karsi etkili bir antiviral ajanin bulunmamasi nedeniyle, enfeksiyondan korunma 6nem
tasimaktadir. Bu nedenle yaban hayati ve sahadaki kemirici populasyonlarinda enfeksi-
yonun takip edilmesi, hantavirus prevalansinin belirlenmesi ve olasi salgin bolgelerinin
ongorulebilmesi konusunda onemli veriler sunmaktadir.

Hantaviruslarin pek ¢ok alt tipi bulunmakta ve bunlardan 22 tanesinin klinik bulgulara
neden olabilecedi bildirilmektedir®. Bu alt tiplerden Dobrava (DOBV), Puumala (PUUV),
Saaremaa (SAAV), Tula (TULV) ve Seoul (SEOV) viruslarinin tasiyicisi olarak bilinen Apode-
mus flavicollis, Myodes glareolus, Apodemus agrarius, Microtus arvalis ve Rattus norvegicus
turlerinden kemiriciler, tlkemizde de yayiim gdstermektedir®®. Turkiye’de hantavirus-
larin yaban hayatindaki kemiricilerdeki varligi, ilk kez 2004 yilinda yayinlanmis bir saha
calismasinda bildirilmistir”. insanlardaki RSKA olgulari ise ilk kez, 2009 yilinda Zongul-
dak-Bartin bélgesinden rapor edilmistir'®!!. 2009 yilindan sonra farkli bélgelerde yapilan
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saha ¢alismalarinda hem kemiricilerde hem de RSKA suphesi olan olgularda hantavirus
enfeksiyonlari dogrulanmistir'2 16,

Eski Dunya hantaviruslarina karsi yasamlari boyunca antikor tasiyan kemiricilerin, sero-
lojik olarak taranmasini ve sahada hizli sonug elde edilmesini saglayacak ticari bir Griin bu-
lunmamaktadir. Bu nedenle bu calismada, insan serumlarinin taranmasi icin uretilmig olan
ticari enzim temelli immunolojik yontem (enzyme immunoassay; ELISA) ve immunoblot
antijenlerinin, kemirici orneklerinde tarama yapilabilmesi icin uygun hale getirilmesi ve
optimizasyonu amaglanmustir.

GEREC ve YONTEM

Bu caligma, Dokuz Eyliil Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Degerlendir-
me Komisyonu'nun onayi (05.06.2009 ve 22.07.2011 tarih ve 41/2009 nolu karar) ile
gerceklestirildi.

Kullanilan Ornekler

Optimizasyon calismalari sirasinda, Tirkiye Halk Sagligr Kurumu (THSK)'ndan temin
edilen, biri DOBV digeri PUUV ile enfekte 2 kemiriciye (Apodemus flavicollis ve Myodes
glareolus turlerinden) ve negatif olduklari bilinen 17 kemiriciye (Microtus spp., Apodemus
mystacinus, Apodemus flavicollis, Mus macedonicus, Myodes glareolus turlerinden) ait se-
rum ornekleri kullanildi. Optimize edilen yontemin test edilmesi icin, Kirklareli bolgesin-
den “Sherman” tipi tuzak kapanlar ile yakalanan, Apodemus flavicollis (n= 49), Apodemus
sylvaticus (n= 4), Apodemus agrarius (n= 16) ve Microtus guentheri (n= 15) turlerinden
84 adet kemiriciden alinan serum ornekleri kullanildi. Kemiricilerin turleri, Krystufek ve
Vohralik’in”# 2005 ve 2009 yillarinda bildirdigi tiir anahtarina gére fenotipik dzellikleri
uzerinden tanimlandi.

ELISA Yonteminin Optimizasyonu

Hantavirusa kargi antikor varliginin belirlenmesi icin, HTNV, PUUV ve DOBV rekombi-
nant nukleokapsid antijenleri ile kapli, Anti-Hantavirus Pool ELISA (Euroimmun, Almanya)
kitleri kullanildi. Prosedurun kemirici serumlarina gore optimize edilmesi icin farkli serum
ve konjugat dilisyonlar sinanirken, inkiibasyon siresi, yikama sayisi ve kullanilan konjuga-
ta uygun substrat secimi igin Uretici firmanin protokoll uygulandi.

Optimal serum konsantrasyonunun belirlenmesi icin, THSK’dan temin edilen, pozitif
ve negatif kontrol érnekleri 1/50, 1/100 ve 1/200 oranlarinda fosfatli tampon (PBS) ile
seyreltilerek kullanildi. Optimal konjugat konsantrasyonunun belirlenmesi igin ise “hor-
seradish” peroksidaz (HRP) enzimi ile igaretli keci anti-fare IgG konjugati (Millipore, ABD)
1/10.000, 1/20.000 ve 1/40.000 oranlarinda PBS ile seyreltilerek kullanild.

Her bir kuyucuga 100 pL seyreltilmis serum ornegi eklendi ve her serum ornegi icin cift
kuyucuk kullanildi. Seyreltilmis serum 6rnegi eklenen plak, 37°C’de bir saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar bogaltildiktan sonra deterjan igeren yikama tamponu
(Euroimmun, Almanya) ile ucer kez yikandi. Her yikamada, her bir kuyucuk icin 300 pL
yikama tamponu kullanildi ve 30-60 saniye hafifce calkalanarak bekletildikten sonra plak,
tamamen bosaltildi. Yikama sonrasinda kuyucuklara, 1/10.000, 1/20.000 ve 1/40.000
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oranlarinda PBS ile seyreltilmis HRP enzimi ile isaretli keci anti-fare IgG konjugatindan
100 pL eklendi ve 37°C’de bir saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar
bosaltildiktan sonra, yukarida anlatildigi sekilde tekrar yikama yapildi. Her kuyucuga 100
uL 3,3',5,5 -tetrametilbenzidin/hidrojen peroksit (TMB/H,O,) kromojen/substrat solus-
yonu (Euroimmun, Almanya) eklendi ve oda sicakliginda (18-25°C) 15 dakika karanlik
ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda substrat soliisyonunun tizerine 100 uL 0.5
M sdlfirik asit (H,SO,) eklenerek, tepkime durduruldu ve 30 dakika icerisinde orneklerin
optik dansiteleri (OD), mikroplak okuyucuda (Thermo Scientific, ABD) 450 nm dalga
boyunda (referans dalga boyu 620 nm) dlcldu.

ELISA yonteminde esik degerinin belirlenmesi

ELISA yontemi ile orneklerin taranmasi sirasinda, THSK’dan temin edilen pozitif kont-
rol ornekleri kullanildi. Microtus spp., Apodemus mystacinus, Apodemus flavicollis, Mus
macedonicus, Myodes glareolus tirlerinden 16 adet kemiriciye ait negatif kontrol 6rnek-
leri, optimize edilen ELISA yontemi ile iki farkli gunde tarandi. Optimize edilen yontemin
duyarhlik ve ozgulligu, orneklerin OD degerlerinin ortalamalar (x) ve ortalamalarin 3,
4, 5 ve 6 standart sapma (S) degerleri icin hesaplandi. Esik degeri, istatistiksel verilere
dayanarak belirlendi.

immiinoblot Yonteminin Optimizasyonu

Taranan orneklerin dogrulanmasi ve antikor varliginin hantavirusun hangi alt tipine
karsi oldugunun belirlenmesi icin, HTNV, PUUV ve DOBV rekombinant niikleokapsid an-
tijenleri emdirilmis Euroline Anti-Hanta Profile 1 seritleri (Euroimmun, Almanya) kullanil-
di. Prosedurun kemirici serumlarina gore optimize edilmesi icin farkli serum ve konjugat
dilusyonlari sinanirken, inkiibasyon suresi, yikama sayisi ve kullanilan konjugata uygun
substrat secimi igin Uretici firmanin protokoll uygulandi.

Optimal serum konsantrasyonunun belirlenmesinde, 1/50 ve 1/100 oranlarinda 1x
dilisyon tamponu ile seyreltilen negatif kontrol 6rnekleri, optimal konjugat dilGsyonlari-
nin belirlenmesinde ise 1/5.000 ve 1/10.000 oranlarinda 1x genel tampon ile seyreltilen
alkalen fosfataz (AP) enzimi ile isaretli keci anti-fare IgG konjugati (Santa Cruz Biotech-
nology, ABD) kullanildi.

Inkiibasyon tepsisine yerlestirilen seritler, 1.5 ml bloklama tamponu (Euroimmun, Al-
manya) icerisinde 15 dakika boyunca oda sicakliginda calkalayicida (Labnet Internatio-
nal, ABD) inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda sivi aspire edildi ve gerit tizerine 1.5 ml
1/50 ve 1/100 oranlarinda Tx dilusyon tamponu (Euroimmun, Almanya) ile seyreltilen
negatif BALB/c kemiricilere ait serumlar eklenerek, 30 dakika oda sicakliginda calkalayici-
da inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda serum &rnekleri aspire edildi ve Uger kez beger
dakika 1.5 ml 1x dilusyon tamponu igerisinde calkalayicida inkube edilerek, yikandi. Yi-
kama sonrasinda 1/5.000 ve 1/10.000 oranlarinda 1x dilisyon tamponu ile seyreltilen
AP enzimi ile isaretli kegi anti-fare 1gG konjugatindan 1.5 ml eklenerek, 30 dakika oda
sicakliginda calkalayicida inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda konjugat aspire edildi ve
yukanda anlatildigi sekilde tekrar ylkama yapildi. Yikama sonrasinda her bir serit Uzerine
1.5 ml NBT/BCIP (nitrobluetetrazoliumchloride/5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate)
substrat sollsyonu (Euroimmun, Almanya) eklenerek, 10 dakika oda sicakliginda calka-
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layicida inkube edildi. Substrat solusyonu aspire edildikten sonra her bir serit, Ucer kez
birer dakika distile su ile yikandi ve kuruduktan sonra serit tzerindeki bantlarin yogunlu-
gu degerlendirildi (Sekil TA).

istatistiksel Analiz

Optimize edilen ELISA yonteminin duyarlihg ve ozgullugu, kemirici serumlarinin
taranmasi sirasinda belirlenen her bir standart sapma degeri icin hesaplandi. Kirklareli
bolgesinden toplanan kemiricilere ait veriler, SPSS 17.0 paket programi kullanilarak de-
gerlendirildi ve belirlenen esik degerinin dogrulugu, “Receiver Operating Characteristic”
(ROC) analizi ile sinandi.

BULGULAR
ELISA Optimizasyonu

Pozitif ve negatif kontrol 6rneklerinin OD degerleri acisindan birbirlerinden en belirgin
sekilde aynildiklar dilGsyonlar olan 1/50 serum dilisyonu ve 1/10.000 konjugat dilisyo-
nu, optimal degerler olarak belirlenmistir.

A S B

PUUV =  Puumala

DOBV = Dobrava

HTNV =  Hantaan
1gG e
IgM e
Control (-
-

PK NK

Sekil 1. (A) HTNV, DOBV ve PUUV’e karsi antikor varhginda immtinoblot seridinin temsili gdrtiniimii. (B)
Pozitif (PK) ve negatif (NK) kontrol érneklerinin, optimal serum (1/100) ve konjugat (1/5.000) diltisyonu ile
inkiibasyonu sonrasi bant yogunluklar.
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Daha once yapilan saha ¢alismalarinda yakalanan 16 negatif kemiriciye ait serum or-
neklerinin xx + 65'ye denk gelen 0.325 OD degeri, esik deger olarak kabul edilmis ve bu
degerin alti negatif, Ustu ise pozitif olarak degerlendirilmistir (Tablo I).

Kirklareli bolgesinden toplanan 84 kemiriciye ait serum ornekleri, optimize edilen yon-
temle taranmis ve belirlenen esik degerine gore bunlarin 22'sinde (%26.2) hantavirusa
karsi antikor varligi saptanmistir. Bu kemiricilerden 14’u A. flavicollis, 4G A. agrarius, 3’U
M. guentheri ve 1'i de A. sylvaticus turlerine aittir.

immiinoblot Optimizasyonu

Antijen emdirilmig seritlerin uzerindeki bantlarin en yogun olarak gozlendigi 1/100
serum dilusyonu ve 1/5.000 konjugat dilisyonu, optimal degerler olarak belirlenmistir
(Sekil 1B).

Optimize ELISA yontemi ile pozitiflik saptanan Kirklareli bolgesi kemiricilerine ait se-
rum ornekleri, optimize immunoblot yontemi ile de dogrulanmistir. Optimize ELISA yon-
temi ile pozitiflik saptanan A. flavicollis tliriinden iki kemiriciye ait serum miktari yetersiz
oldugundan, immunoblot testi uygulanamamustir. Dolayisiyla 20 ornek test edilmis ve
17'sinde DOBV porzitifligi saptanmustir. Bu kemiricilerden 11°i A. flavicollis, 3'G A. agrarius,
2'si M. guentheri ve 1'i de A. sylvaticus turlerine aittir.

Tablo 1. Ortalamaya eklenen her bir S icin duyarliik ve 6zguilliik degerleri

X + 35 (OD 0.187)

immiinoblot

+ - Duyarlilik: %100
ELISA | + 17 12 Ozgullik: %82
0 53

X+ 4S5 (0D 0.233)

Immiinoblot

+ § Duyarlilik: %100
ELISA| =+ 17 6 Ozguilllk: %91
0 59

X+ 55 (OD 0.279)

Immiinoblot

* - Duyarlilik: %100
ELISA | —+ 17 4 Ozglllk: %94
0 61

X+ 6S (OD 0.325)

Immiinoblot

+ - Duyarlilik: %100
Ozgullik: %95
ELISA | + 17 3
0 62
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istatistiksel Degerlendirme

Optimize edilen ELISA yonteminin duyarliik ve ozgullugu, kemirici serumlarinin ta-
ranmasi sirasinda belirlenen her bir standart sapma degeri icin hesaplanmistir (Tablo I).

ROC analizi ile duyarlilik ve ozgullugun en yuksek oldugu egik degeri, 0.326 olarak
belirlenmistir (Sekil 2). Elde edilen bu deger, daha 6nce belirlenen esik degeri ile uyum-
ludur.

TARTISMA

Hantavirus enfeksiyonlan cok buylk siklikla yaban hayatindaki enfekte kemiricilerin
diski, idrar, salya gibi cikartilarinda bulunan viruslarin aerosoller aracilig ile solunum yo-
lundan alinmasi sonucu insanlara bulasmaktadir'’. Bu nedenle insanlardaki hantavirus
enfeksiyonlari, ayni bolgede bulunan kemirici populasyonlarindaki hantavirus prevalansi
ile dogrudan iliskilidir. Dolayisiyla kemirici populasyonlarinin hantavirus enfeksiyonlari
agisindan taranmasi, olasi salginlarin 6nceden ongorilebilmesi ya da var olan salginlarin
yayginhginin tanimlanmasi igin onemlidir. Her ne kadar kemiricilerde polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile enfeksiyon tanisinin konulabilmesi mumkunse de, her enfekte kemi-
ricide PCR ile pozitif sonuc saptanamayabilmektedir'®. Oysa seroporitifligin saptanmasi,
hantavirus ile enfekte oldugunda, kronik olarak virusu tagiyan kemiricilerin yayginhginin
dogru bir sekilde belirlenebilmesi icin kullanigh bir yontem olarak gorulmektedir. Bu ne-
denle bu calisma ile, hantavirus antikorlari agcisindan kemiricilerin taranmasinda kullani-
labilecek bir yontem gelistirilmesi hedeflenmistir.

Immiinofloresans testleri (IFA),
hantavirus enfeksiyonlarinin tani-
sinda en sik kullanilan yontemler-
den biridir'®. Ancak IFA'nin tretimi
sirasinda kullanilan enfekte hicre-
ler, hucre kulturt ortaminda Ure-
tildiginden ve bulas riski yiiksek ol- 08
dugundan, biyoguvenlik duzeyi-3
laboratuvarlara ihtiya¢c duyulmakta-
dir. Bu nedenle rekombinant DNA
teknikleri ile Gretilen hantavirus
antijenlerinin kullanildigr yontemler 0.4
tercih edilmektedir®®. insanda han-
tavirus antijenlerine karsi olusan an-
tikorlarin saptanmasinda kullanilan
ticari urunlerin varhgina ragmen,
kemiriciler icin kullanilabilecek op- 00 . . T
timize edilmig arunler kolay bulun- e o o o e o '
mamaktadir. Nitekim, kemirici or- 1-Ozguiliik

n?k_lennm oz’elllkle DOBV ve PULV Sekil 2. Kirklareli bélgesinde yakalanan kemirici serumlarinin
glbl Avrasya da sik gorulen RSKA OD degerlerine ait ROC egrisi (egrinin altinda kalan alan
0.992).

0,64

Duyarhhk
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etkeni hantaviruslar agisindan taranmasi amaciyla uretilen herhangi bir ticari serolojik kit
mevcut degildir. Ek olarak, Ulkemizde de enfeksiyonlara neden oldugu bildirilen DOBV
ve PUUV’nin ayni anda degerlendirilmesine yonelik bir optimizasyon caligmasina da lite-
rattrde rastlanamamustir.

Hantavirus tiplerinin antijenik olarak birbirlerinden farkli olmasi, ayni anda birden fazla
hantavirus tipine kargl antikor varliginin aragtirilmasini saglayan yontemlerin gelistiriime-
sini zorlagtirmaktadir. Bu yontemler, ayni anda ¢ok sayida kemirici 6rneginin degerlendi-
rilmesini ve hizli sonug elde edilmesini saglamaktadir. Sanada ve arkadaglarinin?! yaptig
calismada, Amur (AMRV), Hokkaido (HOKV) ve Sin Nombre (SNV) hantavirus rekom-
binant nukleokapsid antijenleri kullanilarak optimize edilen ELISA yonteminin, sahadan
yakalanan kemiricilerde ve bagisiklanmis laboratuvar hayvanlarinda virusa kargi antikor
varligini saptayabildigi gosterilmigtir. Ayrica, kemiricilerde PUUV’e 6zgul IgG antikorlarini
saptayabilen immunokromatografik bir ydontem gelistirilmistir; ancak bu yontem yalnizca
Arvicolinae ailesinden olan kemirici tiirlerinde PUUV arastirlmasina yoneliktir??23, Yee ve
arkadaglari** tarafindan yapilan ¢alismada ise, arazi caligmalari sirasinda minimum ekip-
man kullanilarak uygulanabilecek bir immiinoblot yontemi gelistirilmistir?*. Yontemin
Western Blot ve ters transkripsiyon PCR sonuglari ile olduk¢a uyumlu sonuclar verdidi
bildirilmistir. Immiinoblot seritleri, HPS etkenlerinden biri olarak bilinen SNV rekombi-
nant nukleokapsid antijeni ile kapl oldugundan, bu etkenin degerlendirilmesi icin uy-
gundur?®. Schountz ve arkadaglar?> da, SNV'ye kargi antikor varhgini arastirmak Gzere
kullanilacak, arazi calismalari sirasinda hizli sonug elde edilmesini saglayan bir ELISA yon-
temi olusturmuslardir. Yontem, yaklasik bir saatte sonug vermesi ve tum memeli turleri
icin kullanilabilir olmasi nedeniyle avantaj saglamaktadir?>.

Optimize edilen ELISA ve imminoblot yontemlerinin, Turkiye’de yapilan ¢alismalar-
la da varhgi gosterilmis olan DOBV ve PUUV’e ozgul antikorlarin saptanmasinda kulla-
nilabilir olmasi, calismanin kisithligidir’1°. Bu nedenle, optimize edilen bu yéntemler,
hantaviruslarin yalnizca bu tipleri igin kullanilabilecektir. Tagiyicisi olan kemirici turunun
Turkiye'de yayillim gostermesi sebebiyle, gortlmesi beklenen hantavirus tiplerinden
SAAV, genetik agidan DOBV ile olduk¢a benzerdir?®?’. Ancak bu iki hantavirus tipi se-
rolojik yontemlerle birbirlerinden ayirt edilemediginden, bu calisma sirasinda optimize
edilen ELISA ve immunoblot yontemleri de yetersiz kalacaktir.

Caligmamizda, optimize edilen ELISA yontemi ile pozitif olarak saptandigi halde, op-
timize immunoblot yontemi ile negatif olarak saptanan érnekler bulunmaktadir. Bunun
nedeni; genetik acidan birbirleriyle benzer olan ve ayni kemirici ailesi ile taginan enfeksi-
yon etkenlerinin capraz reaksiyona neden olabilmesi, ELISA ile immunoblot yontemi ara-
sindaki analitik duyarhhk farki veya enfeksiyon etkeninin immunoblot geritlerinde antijeni
bulunan hantavirus tiplerinin farkl alt tiplerine 6zgll olmasi gibi faktorlerden kaynak-
lanabilir. Bu nedenle yontemin daha ¢ok sayida ve farkl turlerde kemiricilere ait serum
ornekleri kullanilarak degerlendirilmesi ve gelistirilmesi gerekmektedir.

Kirklareli bolgesinde yakalanan ve hantavirusa karsi antikor varligi her iki yontemle de
test edilen 82 kemiriciden 17’sinde (%20.7) DOBV seropozitifligi saptanmistir. Bu calis-
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ma ile Kirklareli bolgesindeki kemiricilerde ilk defa hantavirus seropozitifligi gosterilmistir.
Calismamizda optimize edilen yontem, Eski Dunya hantaviruslarinin kemiricilerde neden
oldugu enfeksiyonlari saptamayi hedef alan, hizli sonuc verebilecek ve ayni anda cok sa-
yida ornegin calisiimasina olanak saglayabilecek bir testtir. Yontem, kemiricilerde hanta-
viral enfeksiyonlarin varligi acisindan degerlendirme yapmayi saglarken, serotiplendirme
amaciyla kullanilmamaktadir. Bu ¢alismada oldugu gibi, farkl turden kemiricilere yonelik
olarak optimize edilecek serolojik yontemler, ozellikle alanda aktif izlem ve denetleme
calismalarinin gercgeklestiriimesi bakimindan pratik 6neme sahip olacaktir.
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Amag: Hantaviriisler, enfekte kemirici ve bazi bocekeil-
lere ait sekresvonlavdaki viral partikiillerin solunmasi
volu ile insanlara bulasmakiadir. Renal sendromlu kana-
mall ates (RSKA) etkeni olan Hantaviriis alt tiplerinden
Dobrava (DOBV), Puumala (PUUV), Saaremaa (SAAV),
Tula (TULV) ve Seoul (SEOV) viriislerin tasivicist olarak
bilinen kemirici tiirleri iilkemizde de vavilim gdstermek-
tedir. Hantaviriis enfeksivonlarinda grip benzeri bulgula-
i goriilmesi ve hastaligin hizla ilerlemesi, erken tam
konulmasim zorlasnrmaktadir. Bu nedenle saha calisma-
lart ile alandaki Hanraviriis prevalans: belirlenmekte ve
olast salgin béolgeleri ongoriilerek, bolgedeki halk ve
vetkili kisiler énceden uvarilabilinektedir. Bu arastirma-
da, saha arastirmasi ile bélge taramast vapilmasi amac-
lannusnr.

Gereg ve Yontem: Bu calisma ile Mugla, Antalva, Nigde,
Aksarav, Konva, Karaman, Mersin, Hatay illerinden vaka-
lanan Apodemus spp., Microtus spp. ve Mus spp. tiirlerin-
den 193 kemiricive ait serum ornekleri serolojik olarak
tarandi.

Bulgular: Bu kemiricilerde Hantaviriise ozgiil antikor var-
hg1 sapranmmad.

Sonug: Tiirkive'de Hantaviriis acisindan taranmamis pek
cok bolge bulunmmaktachr. Yapilacak veni calismalar ile
diger bélgelerde Hantaviriis prevalansunn ve bélgelerin
risk durimmumnun belirlenmesi énem tasimakiadir.

Anahtar kelimeler: Hantaviriis, kemirici, seroloji

ABSTRACT

The Serological Screening of Wild Rodents for
Hantavirus Infections in the Middle and Southern
Anatolia Region of Turkey

Objective: Hantaviruses infect humans via inhalation of
the viral particles in the secretions of some rodents and
insectivores. The rodent species which known as reservoirs
of Dobrava (DOBV), Puumala (PUUV), Saaremaa (SAAV),
Tula (TULV) and Seoul (SEOV) viruses of Hantavirus
subtypes which cause hemorrhagic fever with renal
syndrome (HFRS) are are also found in Turkev. Early
diagnosis of Hantavirus infections is difficult, because of
the flu-like svimptoms and rapid progression of the disease.
However, the prevalance of hantavirus seropositivity in
rodents from the field works could predict and warn
autherities for possible human outbreaks. In this study field
research and regional screening were aimed.

Material and Methods: In the present study serum samples
of 193 rodents of Apodemus spp., Microtus spp. and Mus
spp. collected from Mugla, Antalva, Nigde, Aksaray,
Konva, Karaman, Mersin, Hatay Provinces were screened
using serological methods.

Results: The presence of antibody against Hantaviruses
were not detected in these rodents.

Conclusion: There are a large number of geographical
areas in Turkev that have not screened for hantaviruses.
Determination of Hantavirus prevalance and the risk siamus
of other regions in further studies 1o be performed convevs
importance.

Keywords: Hantavirus, rodent, serology

GIRIS

Hantaviriis cinsi, Bunvaviridae ailesindeki bes

cinsten biri olup, “International Committee on
Taxonomy of Viruses (ICTV)” 2015 yili verile-
rine gore 24 tiir icermektedir. Hantaviriisler, tek
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iplikli, negatif polariteli, iic segmentli genoma
sahip zarfli RNA viriisleridir. Renal sendromlu
kanamali ates (RSKA) ve hantaviriis pulmoner
sendrom (HPS) gibi klinik tablolar olusturmasi
nedeniyle tiim diinyada onemli bir halk saglig
sorunudur. Hantaviriisler, kemiriciler ve bazi
bocekeiller ile tasinmaktad®. Insanlara bulas,
enfekte kemirici ve bocekeillere ait sekresyon-
lardaki (diska, idrar, tiikiiriik vb.) viral partikiil-
lerin solunmas: yolu ile gerceklesmektedir®.
Her bir hantaviriis tipi, belli bir kemiriei tiirii ile
tasindigindan, etkenlerin yayilim alanlari da bu
kemiricilerin yayilim alanlart ile simrh kal-
maktadir’’. Bu nedenle RSKA olgular1 Avras-
ya'da goriiliirken, HPS olgulart Amerika’da
goriilmektedir®.

RSKA etkeni olan hantaviriis alt tiplerinden
Dobrava (DOBV), Puumala (PUUV), Saaremaa
(SAAV), Tula (TULV) ve Seoul (SEOV) viriis-
lerin tasgiyicisi olarak bilinen kemirici tiirlerin-
den Apodemus flavicollis, Myodes glareolus,
Apodemus agrarius, Microtus arvalis ve Rattus
norvegicus iilkemizde de yayilim gdstermek-
tedir®®. Simdiye kadar hem RSKA giiphesi olan
hastalara ait serum ornekleri ile hem de kemiri-
cilere ait doku ve serum ornekleri ile yapilan
calismalarda, Hantaviriis enfeksiyonlar gosteril-
migtir™1%,

Hantaviriis enfeksiyonlarinda, enfeksiyona
neden olan hantaviriis tipine bagli olarak, yiik-
sek mortalite oranlarn goriilebilmektedir. Bu
nedenle erken tan1 koyulmas: 6énem tasimakta-
dir. Ancak hastaligin grip benzeri bulgular ver-
mesi, erken dénemde tani1 koyulmasim giiclestir-
mektedir. Ayrica virtise kars: dogrudan etkili bir
antiviral ajan da bulunmadigindan enfeksiyon-
dan korunma daha da onem kazanmaktadir.
Yapilan saha caligmalar1 ile yaban yagamindaki
kemirici populasyonlarinda enfeksiyonun takibi
saglanmakta, alandaki Hantavirlis prevalansi
belirlenmekte ve olasi salgin bdlgeleri dngoriile-
bilmektedir. Ancak kemiricilere ait Orneklerin

DOBYV ve PUUV gibi Avrasya’da sik goriilen ve
iilkemizden de bildirilen RSKA etkenleri acisin-
dan serolojik olarak taranmasinda kullanilabile-
cek bir ficari iiriin bulunmamaktadir. Bu nedenle
insan serumlarinin taranmasi i¢in iiretilmis, tica-
ri enzim temelli immiinolojik yéntem (ELISA)
ve immunoblot testleri, Polat ve ark. ™12 tarafin-
dan kemirici orneklerinde hantaviriise ozgiil
antikorlann taranmasma uygun olarak optimize
edilmisgtir.

Bu caligma ile Mugla, Antalya, Nigde, Aksaray,
Konya, Karaman, Mersin, Hatay illerinden yaka-
lanan, farkl tiirlerden 193 kemiriciye ait serum
ornekleri, optimize edilen ELISA testi ile®?
tarannug ve immunoblot testi ile iilkemizde de
goriilen PUUV, DOBYV ve Asya’da RSKA olgu-
larina neden olan Hantaan viriise (HTNV) ozgiil
antikor varlig1 acisindan degerlendirilmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Dokuz Eyliil Universitesi, Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu Degerlendirme
Komisyonu'nun onay:i (19.08.2014 tarih ve
15/2014 no’lu karar) ile gerceklestirildi.

Kullamilan Ornekler: Kemiriciler, hayvanlan
canli olarak yakalamay: saglayan “Sherman”
tipi kapan tuzaklar ile 2015-2016 yillarinda
Mugla, Antalya, Nigde, Aksaray, Konya,
Karaman, Mersin ve Hatay illerinde yapilan
arazi caligmalari sirasinda toplandi. Kemiricilerin
tiir tayinleri, arazi calismalari sirasinda fenotipik
olarak yapildi. Calisma sirasmda kemiricilerin
serum Ornekleri kullanildi. Pozitif (DOBV ve
PUUV) ve negatif kontrol olarak kullamilan
kemirici serum ornekleri, Tiirkiye Halk Saghg:
Kurumu’ndan temin edildi.

Kemirici Serumlarimin ELISA ile Taranmasi:
Hantaviriise kars1 antikor varliginin belirlenmesi
icin, HTNV, PUUV ve DOBYV rekombinant niik-
leokapsid antijenleri ile kapli ELISA plaklarn
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(Euroimmun, Almanya) kullanildi. Ornekler,
Polat ve ark.*? tarafindan Kemirici serumlarina
gore optimize edilen prosediir uygulanarak
tarandi.

Her bir kuyucuga 100 plL 1/50 oraninda fosfath
tampon (PBS) ile seyreltilen serum 6rnegi eklen-
di ve her bir ornek icin ¢ift kuyucuk kullamldi.
Plak, 37°C’de bir saat inkiibe edildikten sonra
bosaltilan kuyucuklar, deterjan iceren yikama
tamponu (Euroimmun, Almanya) ile iicer kez
yikandi. Yikama swrasinda her bir kuyucuk icin
300 pL yikama tamponu kullamld: ve 30 saniye
hafifce calkalandi. Yikama sonrasinda bosaltilan
kuyucuklara, 100 pl. 1/10.000 oraninda PBS ile
seyreltilmig horseradish peroksidaz (HRP) enzi-
mi ile isaretli keci anti-fare IgG konjugatindan
(Millipore, ABD) eklendi. Plak, 37°C’de bir saat
inkiibe edildikten sonra yukarida anlatilan sekil-
de yine yikama yapildi. Her kuyucuga 100 pL
33", 5.5 -tetrametilbenzidin/hidrojen peroksit
(TMB/H,O,) kromojen/substrat = solisyonu
(Euroimmun, Almanya) eklendi ve oda sicakli-
ginda (18-25°C) 15 dakika karanlik ortamda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuk-
lara 100 pL. 0.5 M siilfirik asit (H,50,) eklendi.
Orneklerin optik dansiteleri (OD), 450 nm
dalga boyunda (referans dalga boyu 620 nm)
olculdii.

Kemirici Serumlarmm Immunoblot ile
Dogrulanmasi: Hantaviriise kars: antikor varli-
& dogrulanmasi icin, HTNV, PUUV ve
DOBV rekombinant niikleokapsid antijenleri
emdirilmis immunoblot geritleri (Euroimmun,
Almanya) kullanildi. ELISA sonuclari, Polat ve
ark.“? tarafindan kemirici serumlarina gére opti-
mize edilen immunoblot prosediirii uygulanarak
dogrulandi. Immunoblot seritleri, inkiibasyon
tepsisine yerlestirilip, 1.5 ml bloklama tamponu
(Euroimmun, Almanya) ile oda sicakliginda 15
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
inkiibasyon tepsisinde bulunan sivi aspire edil-
dikten sonra, her bir drnege ait serit tizerine 1.5

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 47(1):6-10, 2017

ml 1/100 oranlarinda Ix diliisyon tamponu
(Euroimmun, Almanya) ile seyreltilen kemirici
serumu eklendi ve oda sicakliginda 30 dakika
inkiibe edildi. Serum ornekleri aspire edildikten
sonra iicer kez beser dakika 1.5 ml 1x diliisyon
tamponu ile yikama yapildi. Yikama sonrasinda
1.5 ml 1/5.000 oraninda 1x diliisyon tamponu ile
seyreltilen alkalen fosfataz (AP) enzimi ile isa-
retli keci anti-fare IgG konjugatindan (Santa
Cruz Biotechnology, ABD) eklendi ve oda sicak-
Iginda 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda yukarida anlatilan gekilde yeniden
yikama yapildi. Her bir serit {izerine 1.5 ml
NBT/BCIP  (nitrobluetetrazoliumchloride/5-
bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate) substrat
soliisyonu (Euroimmun, Almanya) eklendi ve
oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasmda her bir serit, iicer kez
birer dakika distile su ile yikandi. Iimmunoblot
seritleri iizerindeki bant yogunluklar, seritler
kuruduktan sonra degerlendirildi.

BULGULAR

Yakalanan Kemiriciler: Calisma sirasinda
yakalanan 193 kemiriciden 89'u Apodemus spp.
(%46.1), 551 Microtus spp. (%28.5) ve 49'u
Mus spp. (%25 4) olarak belirlendi.

Kemirici Serumlarmin Serolojik Test
Sonuclari: Polat ve ark."? tarafindan optimize
edilen prosediire gbre OD degeri 0.326 ve iize-
rinde olan ornekler, pozitif olarak degerlendiril-
di. Sekiz ilden toplanan 193 kemiriciden 33 {inde
(%17.1) hantaviriis acisindan diisiik seropozitif-
lik (saptanan en diisiik OD degeri 0.326 ve en
yiiksek OD degeri 0.846) saptandi. Bu kemirici-
lerden 1871 (% 54.5) Mus spp. ve 1571 (%45.5)
Apodemus spp. tiirlerindendi.

Seropozitif olarak belirlenen kemiricilere ait
serum oOrneklerinin tiimii, immunoblot testi ile
negatif olarak saptandi.
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TARTISMA

Hantaviriis enfeksiyonlari, enfekte kemirici ve
bocekgillerin sekresyonlarindaki viral partikiil-
lerin solunmasi ile insanlara bulasmaktadir.
Kemiricilerde kronik bir enfeksiyona neden olan
virtis, viral partikiilleri iceren sekresyonlar ile
omiir boyu cevreye sacilirken, enfekte kisilerde
akut enfeksiyon sonucunda RSKA ve HPS gibi
mortalitesi yiliksek klinik tablolara neden olabil-
mektedir. Bu nedenle Hantaviriis enfeksiyonla-
rindan korunabilmek icin, alandaki Hantaviriis
prevalansimin ve olas1 salgin bolgelerinin belir-
lenmesi énem tagimaktadir®.

Hantaviriislerin Tiirkiye'deki yaban yasamu
kemiricilerindeki varhig: ilk kez 2004 yilinda
yapilan bir calisma ile gdsterilmigtir®.
Tirkiye'deki ilk Hantaviriis salgim ise 2009
yilinda Bati Karadeniz bolgesindeki RSKA
olgular ile bildirilmigtir®®. Bu salginin ardindan
ayni bolgede gerceklestirilen saha caligmalari ile
Tirkiye'deki kemiricilerde ilk kez PUUV izo-
lasyonu ger¢eklestirilmis ve DOBV varligi
gosterilmigtir@®,

Kemiricilerin serolojik olarak taranabilmesini
saglavacak testlerin varligi, saha calismalar
sirasinda yakalanan kemiricilerin hizlica tara-
narak, birkac saat icerisinde sonu¢ alinmasim
ve elde edilen veriler 1s181nda saha calismasi-
nin yonlendirilmesi acisindan 6nem tasimakta-
dir. Ancak Avrasya’da sik goriilen ve iilkemiz-
den de bildirilen RSKA etkenleri acisindan
kemiricilerin serolojik olarak taranmasinda
kullanilabilecek bir ticari liriin bulunmamakta-
dir. Bu nedenle, Polat ve ark.™1? tarafindan
insan serumlarinda Hantaviriise 6zgiil antikor
varliginin arastirilmasi amaciyla iiretilmis, tica-
11 ELISA ve immunoblot testleri (Euroimmun,
Almanya), kemirici 6rneklerinin taranabilmesi
icin optimize edilmistir. Bu calismada da, kemi-
rici serumlarinin taranmasi icin optimize edil-
mis olan ELISA ve immunoblot y&ntemleri

uygulanmistir®?.

Serolojik taramas1 yapilan 193 kemiricide han-
taviriis antikor varligi saptanamamistir. Pozitif
kontrol orneklerinde saptanan OD degerleri
1.000 ve iizerinde oldugundan, esik OD degeri
0.326 olan ELISA testi ile 33 Kkemiricide
(33/193) diisiik diizeyde seropozitiflik (sapta-
nan en diisiik OD degeri 0.326 ve en yiiksek
OD degeri 0.846) saptanmistir. Ancak immu-
noblot yontemi ile dogrulanamamistir. Bunun
nedeni, ELISA icin belirlenen esik degerinin
taramas1 yapilan kemirici tiirleri icin diisiik
kalmis olabilecegidir. Bu yiizden 6rnekler, yal-
nizca ELISA testi sonucuna gore negatif ya da
pozitif olarak degerlendirilmemis, altin stan-
dart olarak kabul edilen immunoblot testi de
dikkate alinmistir.

Calismaya dahil edilen kemiriecilerin bir kismi-
nin yakalandigi illerden olan Konya, Aksaray
ve Hatay'dan RSKA olgularn bildirilmistir.
Ancak bu illerden yakalanan kemiricilerde
seropozitiflik saptanamanustir. Bunun nedeni,
hastalarin bagka illerde enfekte olduktan sonra
Konya, Aksaray ve Hatay daki hastanelere bas-
vurmus olmalari ya da drneklem alanin hastala-
nn yasadigi bolgeden farkli bir alan olmasi
olabilir.

Tiitkiye 'nin pek c¢ok ilinde heniiz Hantaviriis
acisindan saha caligmasi yapilmamugtir. Giineel
durum bilgisine sahip olmadan ve olgularin
goriilebilecegi riskli bolgeler belirlenmeden,
Hantaviriis enfeksiyonlarindan korunmanin sag-
lanabilmesi olas1 degildir. Bu nedenle, heniiz
tarama yapilmamis alanlarda da saha calismalart
planlanmas1 onem tasimaktadir.

TesekKkiir

Calismada serolojik taramalarda laboratuvar
islemlerine katkida bulunan Ege Universitesi
Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii 6grencisi Mert
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1| INTRODUCTION

Hantaviruses infect humans via inhalation of viral particles within secretions of
infected rodents or rarely through direct contact with infected rodents. Determining
the prevalence of hantavirus infections among rodent populations is of vital
importance to obtain information on hantavirus-related cases and to predict possible
outbreaks. We hypothesized that DOBV strains circulating in the Thrace Region in
Turkey would be related to other Balkan DOBV strains. In this study, hantavirus
infections in the rodent population of the Kirklareli-igneada Region (north-western
Turkey, near the Bulgarian border) were investigated. This region is of particular
importance, as it is located in the south-eastern margin of the European continent and
was used as an entrance point of Asian faunal elements into Europe. DOBV infection
was detected in eight of 73 rodents; all were of the Apodemus flavicollis species. Partial
sequences of the viral 5-, M-, and L-genome segments were recovered and compared
with previously reported DOBV sequences. The newly characterized Turkish strains
were similar to other DOBV variants. Silent nucleotide mutations were dominant. The
hantavirus prevalence in the igneada region was similar to what has been reported in
Greece and Bulgaria. For the first time, the M-segment sequences of DOBV from
Turkey were recovered and genetic data of hantaviruses from Thrace region of Turkey
were obtained.

KEYWORDS
DOBV, Hantavirus, phylogenetic analysis, rodent, Turkey, Zoonosis

haemarrhagic fever with renal syndrome (HFRS), and hantavirus

pulmonary syndrome (HPS). These diseases are a significant public

Hantaviruses belong to the Bunyaviridae family and Hantavirus genus.*
Enveloped virions have a negative-sense, single-stranded RNA
genome consisting of S (small), M (medium), and L (large) s.egrnen*cs..2

Hantaviruses are rodent-borne but are also carried by insectivores
and bats. Several members of the Hantavirus genus cause infectionsin
humans via inhalation of viral particles found within contaminated
secretions of rodents (such as saliva, urine, or faeces).* Generally, each
member of the genus is carried by a specific host species. Hantaviruses
are known to be the causitive agent of two diseases, namely

health problem in Eurasia and the Americas®; following the distribution
of hantavirus-carrying rodent species. HFRS is mainly observed in
Eurasia while HPS mainly occurs in America.*®

In geographic areas where the hantavirus infections are rare, the
diagnosis is very challenging due to nonspecific, flu-like symptoms.®
Prevention is important due to the lack of effective antivirals.*
Surveillance offers important data on the infection in wildlife and
hantavirus prevalence and thus facilitates prediction of possible

outbreaks.” 4
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The presence of hantaviruses in wild rodents in Turkey was reported for
the first timein 2006.” The first HFRS cases were reported fromthe Westem
Black Sea Region in 2009.1° Follow-up studies described more hantavirus
infections in rodents® and suspicious HFRS cases in humans in different
regions of Turkey.'®*? Several rodent hosts have been identified to carry
hantaviruses, namely Apodemus flavicollis (Dobrava-Belgrade virus [DOBV]),
Myodes glareolus (Puumala virus [PUUV]), Apodemus agrarius (Saaremaa virus
[SAAV]), Microtus arvalis (Tula virus [TULV]), and Rattus norvegicus (Seoul
virus [SEOV]); these rodent species are all found in Turkey.2°22

Apodemus flavicollis (the yellow-necked field mouse) is distributed
throughout most of Europe, Turkey, Syria, Jordan, Israel, and Iran.?*
During the last glaciation, the Balkans and Turkey played animportant
role for A. flavicollis as refugia.?® The yellow-necked field mouse
population in the igneada Region in Kirklareli Province-located in
Turkish Thrace (neighboring Bulgaria)-, represents the most eastern
margin of the European lineage in the Balkans. A. flavicollis in Thrace
lives sympatrically with A. sylvaticus and A. agrarius.?2%

In this study, we searched for hantavirus markers in wild rodents
from the Kirklareli igneada region, with the objective to map natural
foci of infection.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Samples

In July 2009, a total of 73 rodents were collected from the Kirklareli
igneada Region of Turkey located at the Bulgarian border; using
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FIGURE 1 Map of the Kirklareli igneada region of Turkey

Sherman-type traps (H.P. Sherman Traps Inc.) (Figure 1). Live rodents
were collected at five different locations using 100 Sherman-type
traps for four trap-nights. Traps were set at 10-m intervals on the field.
Rodents were sacrificed by cervical dislocation. Whole blood samples
were collected by intracardiac intervention via a fine needle; followed
by centrifugation at 3000 rpm at 4°C for 15 min to collect the serum.
Lung and serum samples of all rodents were used in this study. Lung
samples were preserved with a RNA stabilization solution (RNAlater,
Invitrogen, Carlsbad, CA) and stored at -80°C.

Study design and all experimental approaches were approved by
Dokuz Eylil University, Local Ethical Committee of Animal Experi-
ments (No: 41/2009).

2.2 | Enzyme immunoassay (EIA) and immunoblot
assay (IBA)

The antigen-coated microplates of a commercially available enzyme
immunoassay kit (Anti-Hantavirus Pool ELISA 1gG, Euroimmun,
Liibeck, Germany) was used in the optimization process of EIA for
rodent serum. Similarly, immunoblot strips of an immunoblot assay
(Hantavirus Profile 1 Euroline 1gG, Euroimmun) were used for the
optimization process of IB. The EIA microplates and IBA strips
coated with Hantaan virus (HTNV), PUUV, and DOBV recombinant
nucleocapsid antigens were used for the detection of antibodies in
rodent sera. Positive and negative control serum samples were
provided by the Public Health Institution of Turkey. The serum
samples of 73 rodents were screened.?”

7.
KrasnodariKrai
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For ElA, 100 pL of 1:50 phosphate-buffered saline (PBS) diluted
rodent sera were added into each well, in duplicate. Microplates were
incubated for 60 min at 37°C, followed by three times washing with
300 uL 1x wash buffer for 30-60s. A 100 uL of 1:10 000 PBS diluted
horseradish peroxidase (HRP) conjugated goat anti-mouse IgG (Milli-
pore, Billerica, MA) were added to the wells after the washing cycle.
Microplates were then incubated for 60 min at 37°C. After incubation,
the washing step was repeated as described above. 100 ulL of 3,3',5,5'-
tetraamethylbenzidine/hydrogen peroxide (TMB/H,0,) were added
and incubated in the dark at room temperature for 15 min. After
incubation the reaction was stopped by the addition of 0.5 M sulfuric
acid (H2504). The optical density (OD) of the samples was measured at
450nm wavelength (reference wavelength 620 nm). Serum samples
that had OD values higher than 0.325 were considered positive2”

For IBA, the strips were incubated in 1500 pL blocking buffer on a
shaker at room temperature for 15 min. The blocking buffer was removed
and 1500 pL of 1:100 1x universal buffer diluted rodent sera were added
followed by incubation at room temperature for 30 min (on a shaker).
Diluted rodent serawas removed and the strips were washed three times in
1500 pl 1x universal buffer for 5 min. A 1500 uL of 1:5000 (diluted with 1x
universal buffer) alkaline phosphatase (AP) conjugated goat anti-mouse |gG
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX) were added and incubated on a
shaker at room temperature for 30 min. Following incubation, the washing
step was repeated as described above. A 1500 pL of nitroblue tetrazolium
chloride/5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (NBT/BCIP) substrate
solution were added to each strip and incubated on a shaker, at room
temperature for 10 min. The substrate solution was removed and the strips
were washed three times with distilled water for 1 min.2”

2.3 | Immunofluorescence assay (IFA)

Serum samples of seropositive wild rodents were further tested with IFA
against the DOBV strain Greece/Ano Poroia. Vero E6 cells were infected
with DOBV for 14 days, detached with trypsin, mixed with uninfected
Vero Eé cells (in a ratio of 1:3), and washed with PBS. The slides were
allowed to dry ovemight befare fixing with ice-cold acetone for 7 min.
Serum samples were diluted 1:20 in PBS. A 20 pl of each diluted sample
were added to an IFA slide well. The slides were incubated for 30 min at
37°C followed by awashing procedure, three times with PBS for 5 min and
once with distilled water for 5 min to remove any unbound antibodies.
After drying, 25 pL of 1:30 PBS diluted polyclonal rabbit anti-mouse FITC
conjugate (Dako A/S, Glostrup, Denmark) were added to each well of the
|FA slides. The slides were incubated for 45 min at 37°C. Excess antibody
was removed by washing three times with PBS for 5min and once with
distilled water for 5 min. After drying, cover slips were placed on the IFA
slides with mounting medium, and the slides were evaluated with a

. 28
fluorescence microscope.

2.4 | RNA/DNA isolation and cDNA synthesis

Total RNA and DNA extraction from lung tissues of rodents was
performed with TriPure Isolation Reagent (Roche, Basel, Switzerland)
according to the manufacturer's instructions.

3
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RNA from tissue samples were reverse-transcribed with random
hexamers using RevertAid Premium reverse transcriptase (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA) according to manufacturer's instructions.

2.5 | Pan-Hanta L segment-specific PCR

A semi-nested PCR approach was adopted to amplify the 390-base
pair (bp) stretch of the hantavirus L segment (encoding the RNA-
dependent RNA polymerase). PCR reactions were performed in a
20-pL volume using Phusion Flash high-fidelity PCR master mix
(Thermo Fisher Scientific) and 100 pmol of primers. The sequences of
HanLF1 and HanLR1 primers (first reaction) and HanLF2 and HanLR2
primers (second reaction) are given in Table 1.2°

Cycling parameters for the first reaction are as follows: pre-
denaturation at 98°C for 1 min, 7 cycles of denaturation at 98°Cfor 1 s,
annealing at 45°C for 5 s and extension at 72°C for 15 s; followed by 35
cycles of denaturation at 98°C for 1s, annealing at 55°C for 5 and
extension at 72°C for 15s; and a final extension step of 72°C for 5 min.
For the second reaction is pre-denaturation at 98°C for 1 min, 40 cycles
of denaturation at 98°C for 1 s, annealing at 61°C for 5 s and extension
at 72°C for 15s and a final extension at 72°C for 1 min. PCR products
were loaded onto 2% agarose gels, separated by electrophoresis and
visualized. Positive samples were extracted from the gel using a gel
extraction kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufac-

turer's instructions. Sequencing was performed by the Sanger method.

2.6 | Cytochrome-b gene analysis

Cytochrome-b gene analysis was performed on pan-hanta L-segment
PCR-positive rodents to determine species The PCR reaction was
performed in 20 pL using Phusion Flash high-fidelity PCR master mix
(Thermo Fisher Scientific) and 20 pmol of sense (Cytb-F: 5'-CGA AGC
TTG ATATGA AAA ACCATCGTT G-3')and antisense (Cytb-R: 5'-CTG
GTTTAC AAG ACC AGA GTA AT-3") primers.>° Cycling parameters for
the reaction were as follows: pre-denaturation at $8°C for 1 min, 40
cycles of denaturation at 98°C for 1s, annealing at 53°C for 55,
extension at 72°C for 155 and the final extension step of 72°C for
1 min. PCR products were loaded onto 2% agarose gels, separated by
electrophoresis and visualized. Positive samples were purified using a
PCR purification kit (Qiagen) according to the manufacturer's
instructions. Sequencing was performed by the Sanger method. The
recovered sequences were analysed by BLAST.?!

2.7 | DOBV S- and M-segment PCR

A 1215-bp stretch from the DOBV S segment was amplified in L-
segment RT-PCR positive samples by a hemi-nested PCR protocol. The
PCR reaction was performed in a volume of 20 pL using Phusion Flash
high-fidelity PCR master mix (Thermo Fisher Scientific) and 20 pmol of
primers. DOBV-1F primer (first reaction) and DOBV-2F (second
reaction) were used as sense primers; whereas the Dob/S/1440/R
|:)rimera was used as an antisense primer for both reactions (Table 1).
Cycling parameters were the following: pre-denaturation at 98°C for
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TABLE 1 Primers for PCR and sequencing

Positions (According to DOBV Greece/
Ano-Poroia, Accession Numbers:

Segment Primer Polarity Sequence NC_005233, NC_005234, NC_005235)
L segment HanLF12% Sense 5'-ATG TAY GTB AGT GCW GAT GC-3' 2936-2955
HanLR1** Antisense  5'-AAC CAD TCW GTY CCR TCA TC-3' 3368-3387
HanLF2%* Sense 5'-TGC WGA TGC HAC 1AA RTG GTC-3' 2947-2967
HanLR2%* Antisense  5'-GCR TCR TCW GAR TGR TGD GCA A-3"  3315-3336
S segment DOBV/1F (This study) Sense 5'-ATG GCAACAYTA GAR GAA CTC CA-3"  36-58
DOBV/2F (This study) Sense 5'-CAG CTR GCT GAY CGT GTG-3' 225-242
Dob/S/1440/R" Antisense  5'-CCA ACC CAA CCC CTA GTG TA-3' 1421-1440
M segment  DOBV-M1F (This study) Sense 5'-GAR GTK GCA ACW TAT TCA ATT G-3"  901-922
DOBV-M1R (This study) Antisense  5'-CAA ACC ART GRC CTA AWG CAT-3' 21%90-2212
DOBV-M2F (This study) Sense 5'-CAY ACT GCA AAT GCA GCA A-3' 949-967
DOBV-M2R (This study) Antisense  5'-CCA TGT GCR TTR TCATTC CA -3' 2008-2027

YCTBCGTW:ATD:AG TR:AGH:A CTHK:G,TI Inosine

1 min, 40 cycles of denaturation at 98°C for 1 s, annealing at 58°C for
the first reaction and 55°C for the second reaction for 5 s, extension at
72°C for 1 min and a final extension step of 72°C for 1 min.

We attempted to amplify a 1078-bp stretch of the M segmentby a
semi-nested PCR protocol. This reaction was performed in a volume of
20 uL using Phusion Flash high-fidelity PCR master mix (Thermo
Scientific) and 100 pmol of primers DOBV-M1F and DOBV-M1R (first
reaction) and DOBV-M2F and DOBV-M2R (second reaction) (Table 1).
The cycling parameters for the first reaction were: pre-denaturation at
28°C for 1 min, 40 cycles of denaturation at 98°C for 1 s, annealing at
60°C for the first reaction and 61°C for the second reaction for 5s,
extension at 72°C for 15 s and a final extension step of 72°C for 5 min.
PCR products were loaded onto 1% agarose gels, separated by
electrophoresis and visualized. Positive samples were extracted from
the gel using a gel extraction kit (Qiagen). Sequencing was performed

by the Sanger method.

2.8 | Genetic characterization and phylogenetic
analysis

The sequences of Kirklareli igneada DOBV strains were compared
with related sequences of other hantaviruses retrieved from existing
databanks. The sequences were aligned using Clustal W modality
provided in MEGA 6.06 software.? Between-group and within-
group distances for each segment were calculated by MEGA 6.06
software.??

The newly recovered sequences of the Kirklareli igneada
DOBV strains were subjected to phylogenetic analyses. The
corrected Akaike's information criterion (AlCc) was chosen to
estimate the best nucleaotide substitution models for each segment
by jModeltest v2.1.6.%% Phylogenetic trees were constructed using
MEGA 6.06 software for Maximum Likelihood (ML) method.*
Bootstrap support values were calculated using 1000 replicates for

the trees.

3 | RESULTS

3.1 | Detection of hantaviruses in Turkish rodents

A total of 73 Apodemus species were collected and identified by
phenotype as A. flavicollis (51/69.9%), A. agrarius (18/24.6%), A.
sylvaticus (3/4.1 %), and A. witherby (1/1.4%). All 73 rodents were
screened with optimized EIA and |IBA methods and pan-hantavirus L-
segment PCR. Fourteen rodents were found to be seropositive by
optimised EIA and IBA. Of these 14 rodents, eight were also positive by
IFA (Table 2 and Figure 2).

Eight out of the 73 rodent lung tissue samples were shown to
be positive for DOBV RNA after screening with pan-hanta L-
segment primers. Based on cytochrome-b gene sequences, these
eight DOBV RNA-positive rodents belong to A. flavicollis species
(Table 2). Partial S-segment sequences were amplified from all
eight rodents while partial M-segment sequences were amplified
from four (Table 2). All the Kirklareli iéneada DOBV strains
reported in this study are deposited into GenBank. The strains
were assigned the accession numbers KT315635 to KT315642
for the S-segment sequences, KT315623 to KT315626 for the M-
segment sequences and KT315627 to KT315634 for the L-

segment sequences.

3.2 | Genetic characterization and phylogenetic
analysis of the Kirklareli strains of DOBV

Eight partial S segments, four partial M segments and eight partial L
segments of Kirklareli sequences were aligned with the corresponding
sequences of the DOBV strain Greece/Ano-Poroia.

At the nucleotide level, Kirklareli DOBV strains differ from each
other by 1.2% for the S segment, 0.4% for the M segment and 1.3% for
the L segment. Atthe nucleotide level, the distances of Kirklareli strains
from the DOBV strain Greece/Ano-Poroia were 3.2%, 3.4%, and 5.4%

for the S, M and L segments, respectively.
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TABLE 2 Analysis of 14 rodents (presumably Apodemus spp.*) identified as positive by EIA and IBA pre-screening

Identification Rodent species identification by

number genotyping EIA

1 ND 0.857
2 Apodemus flavicollis 1.343
3 Apodemus flavicollis 1957
5 ND 1.041
9 Apodemus flavicollis 1430
13 Apodemus flavicollis 1.649
32 Apodemus flavicollis 0.947
48 ND 0.340
56 ND 0.381
57 Apodemus flavicollis 1018
58 ND 0.500
83 ND 0418
84 Apodemus flavicollis 1.100
89 Apodemus flavicollis 1.069
Total: 14 8 A. flavicollis 14

ND: Not determined.

IFA DOBV S DOBV M
IBA DOBV L segment it t
+ S & 2 =
+ + + K -
+ + + K -
=4 = - - -
+ + + + +
+ + + + +
+ + + + -
+ = & = =
G & = s s
+ + + K K
o - - - -
+ = = = =
+ + + + -
+ + + + +
14 8 8 8 4

“The rodents were identified as Apodemus spp. according to their morphological characteristics, such as backand belly colours, collar existence, medial stripe
and supraorbital ridges, weight and the length of body, tail, hindfoot, ear, and maxillary tooth row.?® Hantavirus carrier rodents were identified with

cytochrome-b sequencing.®

Total of eight S (627 bp), four M (834 bp), and eight L (257 bp)
partial segments of the igneada strains were analyzed phylogeneti-
cally. When the Kirklareli igneada sequences were compared with the
prototype DOBV strain Greece/Ano-Poroia, 37, 66, and 20 point
mutations at the nucleotide level in addition to three (Q151R, G154E,
1182R), five (111V, P19 K, 128V, L173P, V181A) and two (R1 K, G84R)

(A)

amino acid substitutions were detected in the S, M, and L segments,
respectively. The majority of point mutations were silent mutations for
all three segments.

The S, M, and L segment sequences of the Kirklareli igneada
strains clustered into a separate clade within the Dobrava genotypes of

DOBYV, distinct from strains of Saaremaa virus (found in A. agrarius) and

FIGURE 2 Detection of antibodies by IFA. A slide spot stained with no primary antibody (A) shows no unspecific staining, while a spot

stained with a known positive serum (B) shows a clear signal. The blood sample from mouse number 73 (C) is negative for anti-DOBV
antibodies, while the sample from mouse number 89 (D) is positive. The pictures have been taken with ZOE™ fluorescent cell imager (BioRad)
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FIGURE 3 The L-segment tree (257 nucleotides) was generated by the ML method under the best-fit GTR + G model of evolution based
on partial sequences of the L segments of DOBV Dobrava, Saaremaa, and Sochi strains and SEQV as an outgroup. Only bootstrap values of

270% were indicated for the trees

Sochi virus (found in A. ponticus) (Figure 3-5). The Kirklareli
igneada L and § segment sequences were found to be close to
Balkan strains (especially Bulgaria) (Figures 3 and 5); while the
Kirklareli igneada M-segment sequences were equally distant
from the other Dobrava genotypes of DOBV (Figure 4). Of note,
the DOBV strain from Istanbul is distant and ancestral when
compared with the newly recovered Turkish DOBV sequences
(however, with a bootstrap support value that is not remarkably
high).

4 | DISCUSSION

The Igneada region in Turkish Thrace is located at the south-eastern
border of Europe. The Marmara Sea, Dardanelle, and Bosporus
separate Asia and Europe and its faunas. Accordingly, these
geographical elements have sometimes (but not always) played a
role as a barrier®; even though historical and geographical events
sometimes allow faunas to cross both sides. Thus, some rodent
species and their parasites cross from the Asian side to the European
side or vice versa. As a result of such migratory events, these areas
contain genetic lineages that represent both continents. It is
particularly important to study such bridge areas with the aim to
follow the present and past movements and distribution of parasites
and their hosts.

The Apodemus species is important for hantavirus infections in the
Balkan Peninsula. Both A. flavicollis and A. agrarius are responsible for
the transmission of DOBYV and SAAV hantavirus strains, respectively.
In this study, the majority of the rodents were A. flavicollis, which are
reservoirs for DOBV.*® The distribution and prevalence of rodent
species and hantavirus type were similar among the Kirklareli region
and other Balkan regions.?¢37

After the end of the last glaciation,- the A. flavicollis population
that formed the Italo-Balkan refugia, recolonized Europe including the
Turkish Thrace. On the other hand the A. flavicollis population from the
Anatolian refugium, colonized Anatolia and the Middle East. These
represent genetically different lineages.?> As expected from these
evolutionary migration and recolonization events, the sequences
isolated from DOBV-positive A. flavicollis mice from the Turkish Thrace
are similar to the sequences of Balkan and European mice. This finding
in itself is a reflection of the coevolutionary history of mice and the
virus.

DOBV infections in rodents have been reported from Balkan
countries and Turkey. A total of 173 rodents were captured in 2009,
from the Bartin province (an outbreak region) of the Western Black
Sea Region of Turkey. Twenty-one percent were found to be anti-
hantavirus IgG positive. Hantaviral RNA was detected in 13.3% of
these rodents. Two DOBV strains in A flavicollis and A. uralensis
were reported.? In this study, 73 Apodemus spp. rodents were
collected from the Kirklareli igneada region of Turkey in 2009.
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FIGURE 4 The M-segment tree (834 nudeotides) was generated by ML method under the best-fit GTR + G +| model of evolution based on
partial sequences of the M segments of DOBV Dobrava, Saaremaa, and Sochi strains and SEQV as an outgroup. Only bootstrap values of

270% were indicated for the trees

Hantaviral RNA was detected in 11% of these rodents. All the
positive rodents were infected with DOBV, and all rodents were A.
flavicollis.

The first paper from Greece on hantavirus infections in rodents
reported that 13.1% of 61 A flavicollis rodents were positive by
serological or molecular methods.” In 2001, DOBV was isolated from
an A. flavicollis rodent captured in Ano Poroia (a village near the
Bulgarian border) where HFRS is endemic.*® In Bulgaria, 691 rodents
were captured by traps in three different HFRS-endemic locations
during 2011-2012. Eight rodents were found to be infected (7 were A.
flavicollis and 1 was A. agrarius). Similar to the igneada strains, the
sequences clustered with the sequences from Bulgaria, Greece,
Slovenia, and Slovakia.'! Hantavirus prevalence in rodents of the
Kirklareli igneada region is comparable with the prevalence in
neighboring countries, such as Greece and Bulgaria. In Serbia, 185
A. flavicollis rodents were captured between 2008 and 2010 and
approximately 12% of them were tested to be seropositive. The
hantaviral genome was detected in three of 22 seropositive rodents in
this study.'? In Romania, 83 rodents were captured in 2007 and 2008,
from two different locations where confirmed DOBYV infections have
been reported. Three A. flavicollis rodents were infected with DOBV
and the sequences were very similar to those from reported HFRS
cases. Phylogenetic analysis revealed that two variants of DOBV

dirculate in Romania.’? In Albania, 263 small mammals were trapped

during 2006-2007; 10 of 148 A. flavicallis rodents were found tao be
infected with DOBV.'*

When the existence of anti-hantavirus 1gG antibody and hantaviral
RNA were compared, 42.8% of the combined ElAand IBA method results
were false positive. The combined EIA and IBA methods, which were used
in this study, have high sensitivity and low specificity. These methods are
thus used for the rapid screening and detection of possible hantavirus
carrier rodents. After this serological screening, the lung tissue samples of
potentially infected rodents were always screened with pan-hantavirus
PCR and IFA yielding eight rodents confirmed positive.

M segment sequences were not obtained from all DOBV-positive
rodents. M segment sequences are likely to be divergent, and our
primers did not sufficiently capture all eight M segment sequences.
Therefore, L segment and S segment amplifications should be
preferred in screening.

The M segment and S segment sequences of Kirkareli strains could
not be compared with other DOBV strains found in Turkey. The
different regions of the M segment were amplified for Istanbul and
Kirklareli strains, so they did not overlap with each other. Also, the S
segment sequences of the Bartin strains (as reported by Oktem et al)
from Turkey only partially overlapped with the sequences of Kirklareli
strains.® Bartin DOBV sequences were obtained from an outbreak
region in the Western Black Sea Region of Turkey. These sequences

formed a separate cluster in the Dobrava genotype of DOBV and



POLAT eT AL

8 | e
MEDICAL viRoLOGY — W I LE Y-

931 Greece/Ano-Poroia/Af19/1999 NC_005233
Bulgaria/Bulgaria13s

Slovakia/d00Af/98 AY 168576
Croatia/Zutica/As825/2007 KCE76608
Croatia/Zutica/Af815/2007 KCE76603
Croatia/Gerovo/Af957/2008 KC676595

7| Slovenia/3970/87 L41916

(9990 Slovenia/HiSi_301_p2010 KF776846

o), Turkeyllgneadal02AN2009
Turkey/lgneada/09AF2009
Turkey/lgneada/32A72009
3 Turkey/lgneada/03A#2009
8 Turkey/lgneada/84Af/2009
Turkey/lgneada/13Af2009
1] Turkey/lgneada/57Af2009
89 Turkey/lgneada/89AH2009

o

Russia/Ap/Sochifhu JF920150

fm[lRussiains1223.’Krasnudar—2000 AF442623

99! Russia/Ap-1/Goryachiy_Klyuch-2000 AF442622
g4 - Estonia/Saaremaa/160V AJ009773
Estonia/Saar/90Aa/97 AJ009775
Germany/GER/05/239/Aa GQ205405
Germany/GER/08/131/Af GQ205408
g9 Russia/Kurkino/44Aa/98 AJ131672
Russia/Kurkino/53Aa/98 AJ131673
Russia/OMSK/172_Ap_ag/05 EU562989
Slovenia/HtSi_1095_a1997 KF776822
Slovakia/Esl/34Aa/01 AY961618
Slovakia/862-Aa AJ269550
100! Slovakia/856-Aa AJ269549

01

SEOV NC_005236

FIGURE 5 The S-segment tree (627 nucleotides) was generated by ML method under the best-fit GTR + G + | model of evolution based on
partial sequences of the S segments of DOBV Dobrava, Saaremaa and Sochi strains and SEOV as an outgroup. Only bootstrap values of 270%

were indicated for the trees

shared ancestry with strains from Greece, Slovenia, and Slovakia
(similar to Kirklareli strains).

Interestingly, although the Kirklareli and Istanbul provinces are
very close geographically, the Kirklareli and Istanbul strains did not
cluster together on the L-segment phylogenetic tree. In contrast to
the Kirklareli strains isolated from infected rodents, the Istanbul
strain sequence was recovered from humans. The exact location
where the infection was transmitted remains unknown. Kirklareli
and Istanbul strains might be carried by different A. flavicollis
populations evolutionarily, suggesting that this region might indeed
represent the zone where DOBV variants originating from the two
different refugia meet, thus warranting further studies in nearby
regions.

This study demonstrates the existence of hantavirus-infected
rodents in the European part of Turkey. Further genetic information
about hantaviruses is needed to evaluate the spread and distribution of
this infection in Turkey.
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