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Ljungan virus (LV), Picornaviridae ailesinde bulunan Parechovirus genusunda yer alan kemirici kékenli bir virustur. LV'nin,
Kuzey Avrupa, Kuzey Amerika ve italya'da kemiricilerde saptanmis olmasi diinyada bu virusun genis bir dagihmi oldugunu
diistindiirmektedir. Miyokarditli ve tip 1 diyabetli insanlarda LV antikorlari gésterilmis ve insanlarda intrauterin 6lim, ani
bebek éliimii ve fetal santral sinir sistemi malformasyonlarinda LV iliskisi saptanmstir.

Bu ¢alisma ile Tiirkiye'de hentiiz arastirilmamis olan LV'nin Zonguldak ilindeki yabani kemiricilerdeki varligi hakkinda bilgi
sahibi olunmasi ve varsa bélgeye 6zgii yeni LV susunun/suslarinin belirlenmesi amaglanmistir.

Arastirmada 85 adet Apodemus ve 35 adet Myodes drneklerinden olusan toplam 120 adet kemiriciye ait beyin dokusu
kullanilmistir. Bu érneklerde, LV genomunda genetik gesitliligin yiiksek oldugu VP1 bélgesini hedefleyen ters transkriptaz
polimeraz zincir tepkimesi (PZT) yéntemi ile LV niikleik asit varlidi arastirilmistir. Calisma sonucunda érneklerde LV niikleik
asit varligi saptanmamustir.

Tek bir bdlge ve iki kemirici cinsine ait drneklerinin analizleri sonucuna gére, Tiirkiye ¢capinda LV varliginin bulunmadigini
s6ylemek yeterli bir agiklama olmayacaktir. Virlis igin uygun olmayan ¢evresel kosullar da virusun tespit edilememesinde rol
oynamis olabilir. Tiirkiye’de LV durumunun ortaya koyulabilmesi igin farkl bélgelerindeki kemiricilerde, daha biiyiik bir
orneklem ile ve daha fazla sayida kemirici tiirii ile daha fazla sayida arastirma yapilmasi gerektigi sonucuna varilmistir. Bu
arastirma, Tlirkiye de Ljungan virtis varhgi ile ilgili yapilmis ilk ¢calismadir.

Anahtar kelimeler: Apodemus, Ljungan virus, Myodes, Tiirkiye
ABSTRACT
Investigation of Ljungan Virus (Parechovirus B) in Rodents by Molecular Methods

Ljungan virus (LV) is a rodent-borne virus in the genus Parechovirus of the Picornaviridae family. LV has been detected in
rodents in Northern Europe, North America and Italy, suggesting a wide distribution of this virus in the world. LV antibodies
have been demonstrated in humans with myocarditis and type 1 diabetes, and LV has been correlated with intrauterine
death, sudden infant death and fetal central nervous system malformations in humans.

This study aimed to obtain information about the presence of LV, which has not been investigated in Turkey, in wild rodents
in Zonguldak province and to determine the new LV strain(s) specific to the region, if any.

A total of 120 brain tissues from 85 Apodemus and 35 Myodes were used in the study. In these samples, the presence of LV
nucleic acid was investigated by reverse transcriptase polymerase chain reaction (PCR) method targeting the VP1 region in
the LV genome where genetic diversity is high. As a result of the study, the presence of LV nucleic acid was not detected in
the samples.
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It will not be a sufficient explanation for the absence of LV presence in Turkey according to the analysis of samples from a
single region and two rodent species. Unsuitable environmental conditions for the virus may also have played a role in the
lack of virus detection. We concluded that further research on rodents in different regions, with a larger sample size and on
more rodent species, is needed to reveal the occurrence of LV in Turkey. This is the first study on Liungan virus presence in
Turkey.

Keywords: Apodemus, Ljungan virus, Myodes, Turkey
GiRiS

Ljungan virus (LV), Picornaviridae ailesinde bulunan Parechovirus genusunda yer alan zarfsiz tek
iplikcikli bir RNA virusudur. insanlardaki miyokardit epidemiyolojisine yénelik etken arastirmasi sirasinda, ilk kez
isve¢’te Ljungan vadisindeki Myodes glareolus tiirii kemiricilerden izole edilmi§tir(16). Su ana kadar dort farkh
susu saptanmlgtlr(m‘le‘m. insan ve hayvanlardaki hastaliklarla iliskisinin gézlenmesi nedeniyle son yillarda LV'ye
olan ilgi artmis ve gesitli kemirici tirlerinde varlig ara§t|r|Im|§tlr(3’16).

LV, kemirici kdkenli bir virus olmakla birlikte insanlardaki hastaliklarla iliskisi halen arastiriimaktadir. LV,
kemiricilerde tip 1 diyabet, miyokardit, ensefalit, intrauterin 6lim ve fetal malformasyona neden
olmaktadir*>*”, Yapilan galismalarda arastirmacilar, LV'yi gestasyonel hastaliklar ve santral sinir sistemi
bozukluklari ile iIi§kiIendirmi§lerdir(19’20’21’25). intrauterin 8lim gerceklesen fetiislerin dokularindan LV RNA’si
izole edilmis ve diyabetik cocuklarda LV’ye karsi antikor varligi gt’)sterilmi§tir(19’2°'25).

Avrupa ve Amerika’da farkli yabani kemirici tirlerinde LV RNA’si saptanmls( . Bu
kemirici turleri icerisinde en yiksek prevalansin Myodes tiri kemiricilerde saptanmasi nedeni ile LV igin ana
konagin Myodes oldugu dUgUnUImektedir(4’28). Turkiye’deki kemirici populasyonlarindaki LV varligi/yayginligi ile
alakal bu zamana kadar bir bildirim yapilmamistir.

Bu calisma ile Tirkiye’deki LV varliginin arastirilmasi ve prevalansinin belirlenmesi amaglanmistir.
LV'nin ana konag oldugu dislinilen Myodes’in yani sira LV pozitifligi bildirilmis olan Microtus ve Apodemus
cinsi kemiricilerin yayihm gosterdigi ve ormanlik habitatlar agisindan zengin bir alan olan Zonguldak ili,
orneklem alani olarak tercih edilmi§tir(2).

4,6-8,11,16-18,22,23,27)

GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Dokuz Eyliil Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (2011/07 numaral karar)
onay! ile gerceklestirilmis ve Dokuz Eylil Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan 2018.KB.SAG.067 proje numarasi ile desteklenmistir.

Ornekler

Zonguldak ilindeki kemiriciler arasinda dolasan LV varliginin saptanabilmesi i¢in, 2011-2012 yillarinda
“Sherman” tipi canli yakalama kapanlari kullanilarak yaban hayatindan toplanmis olan kemiricilere ait arsiv
dokulari kullanildi.

LV'nin santral sinir sistemi Uzerindeki etkisi ve yapilan ¢alismalarda en yiksek viral yikin beyin
dokusunda saptandiginin bildirilmesi nedeni>* ile ¢alismada 85’i Apodemus ve 35’i Myodes tiirii olmak tzere
toplam 120 adet kemiriciye ait beyin dokusu yer aldi. Dokular, isleme alinincaya dek RNA stabilize edici
soliisyon (RNAlater, Invitrogen, ABD) icerisinde -80°C’de saklandi.

RNA ve DNA Eldesi

Kemiricilere ait beyin dokulari, TRIzol (ABP Biosciences, ABD) ve steril ¢elik boncuklar kullanilarak
homojenize edildi. Doku homojenizasyonundan sonra, Chomczynski ve Sacchi'” tarafindan bildirilen guanidin-
tiyosiyanat-fenol-kloroform soliisyonu ile RNA ekstraksiyonuna dayanan yontemle tim DNA ve RNA izolasyonu
yapildi.
cDNA Eldesi

Elde edilen RNA drinleri ters transkripsiyon yontemi ile cDNA'ya cevrildi. Bu amagla firma onerileri
dogrultusunda "random hexamer" primer, ters transkriptaz enzimi, RNaz inhibitorli, deoksinlikleotit trifosfat
karisimi (dNTP) ve tampon iceren ticari kit (Applied Biological Materials, Kanada) kullanildi. Kemirici 6rnekleri ile
birlikte, Helsinki Universitesi Viral Zoonozlar Arastirma Laboratuvari’ndan pozitif kontrol olarak temin edilen iki
farkh LV susuna ait RNA 6rneklerinden de cDNA’lar elde edildi ve arastirmada kullanildi.
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Ters Transkriptaz PZT ile LV Aragtirilmasi

Kemirici ve pozitif kontrol 6rneklerine, genetik cesitliligin yliksek olmasi nedeni ile genotipleme ve
virus karakterizasyonu igin tercih edilen LV genomunun VP1 bdlgesini hedefleyen ve Kallies'"? tarafindan
tasarlanan primerler kullanilarak ters transkriptaz polimeraz zincir tepkimesi (PZT) uygulandi. Reaksiyon hacmi
25 ul olacak sekilde, her bir reaksiyon igin 2.5 ul 5x tepkime soltisyonu, 2 mM MgCl,, 200 uM dNTP, 10 pmol
Primer LV-VP1-F2659 (5'- AAA GTT GCW CAY ACM TGG TTT GG- 3'), 5 pmol Primer LV-VP1-R3341a (5'- GCA TGT
GTC CAATTT CCA TCA TC- 3') ve 5 pmol Primer LV-VP1-R3341b (5'- GCA TGA ACC CAT TTG CCA TCATC-3'), 2.5
U Taq DNA polimeraz (Thermo Fisher Scientific, isvicre) kullanildi. Ters trankriptaz “touch-down” PZT LV 1455LG
ve LV 87-012G izolatlari kullanilarak ekibimiz tarafindan optimize edildi. PZT kosullari; 95°C'lik ©n
denatiirasyonun ardindan 10°Clik degisim igeren bir “touch-down” basamagi (95°C 15 saniye, 60-50°C
arasindan her bir déngide bir derece diisecek sekilde 30 saniye, 72°C 1 dakika 15 saniye olacak sekilde toplam
10 dongl) ve ardindan 40 dongiliik bir PZT basamagi daha (95°C 15 saniye, 54°C 30 saniye, 72°C 1 dakika 15
saniye) icermekte idi.

Elde edilen PCR uriinleri, %2'lik agaroz jelde yuritildikten sonra goriintilendi ve LV hedef VP1
bolgesinin buyiklugine uygun bant (680 bp) varligi agisindan degerlendirildi.

BULGULAR

Ters Transkriptaz PZT ile LV Arastiriimasi

Pozitif kontrollerden elde edilmis olan cDNA’lara VP1 bolgesini hedefleyen ters transkriptaz PZT
uygulandiktan sonra elde edilen Urinlerde LV genomundaki hedef VP1 bolgesinin buyikligine uygun bant (680
bp) saptandi (Sekil 1).

Arastirmada yer alan kemirici 6rneklerinden elde edilen PZT Urlinlerinde ise hedeflenen bolgenin
blyiklGgline uygun bant gézlenmedi.

[ H_~700bp

Sekil 1. Kemirgen 6rneklerine ve pozitif kontrollere uygulanan ters transkriptaz PZT sonucunda elde edilen
Urlinlere ait jel gorintisu.

70



M. C. Ergon ve ark., Ljungan Virusun (Parechovirus B) Kemiricilerde Molekiler Yontemle Arastiriimasi
TARTISMA

Bir bolgede dolasimda olan viruslarin, bunlarin konak gesitliliginin ve bulas riskinin belirlenmesi,
ozellikle spesifik bir tedavisi ya da asisi bulunmayan ve halk saghg lizerinde etkisi olan viral patojenler agisindan
onem tasimaktadir. LV'nin tip 1 diyabetin yani sira gestasyonel patolojilerdeki roli ve zoonotik potansiyeli halen
tartlsmal|d|r(9‘13'15‘19‘21‘26’29). Simdiye kadar Turkiye’de insanlarda ve hayvan popilasyonlarindaki LV prevalansi ile
ilgili bir calisma yapilmadigindan, literatiirde giincel durum hakkinda bir bilgi bulunmamaktadir.

LV varhgn isveg, Finlandiya, Danimarka, ingiltere, italya gibi Avrupa iilkeleri ve Amerika Birlesik
Devletleri’ndeki farkl kemirici turlerinde saptanm|§t|r(4’6‘8'1l’13’16'18’22'23’27). isve¢ ve Finlandiya’da 2009 — 2012
yillari arasinda M. glareolus turi kemiriciler ile yapilan 6érneklemde, LV prevalansi %16.2 olarak bildirilmistir(4).
ingiltere’de yapilan bir calismada, kemiricilerde LV varligi ters transkriptaz PZT yéntemi ile dért farkli kemirici
tirinde arastirilmig ve %20-27 oraninda pozitiflik saptanm|§t|r(23). italya’da M. glareolus ve A. flavicollis
turlerinde LV pozitiflik oranlari sirasi ile %50 ve %10 olarak bildirilmi§tir(7). Dokuz Avrupa ilkesinden toplanan
farkh kemirici tlirlerinde ise LV prevalansi ortalama %9.8 olarak beIirIenmistir(Zg).

LV enfeksiyonlarinin kemiricilerde tip 1 diyabet, miyokardit ve ensefalite neden oldugu biIdiriImistir(ls).
LV ile enfekte edilmis gebe farelerle yapilan galismalarda disuk, fetiiste kafatasi, beyin ve uzuv anomalileri
gbzlenmistir(15’17’24). insanlarda ise LV enfeksiyonlarinin intrauterin &liim, plasentada enflamasyon, fetal
malformasyonlar, miyokardit, ensefalit ve Guillain-Barré sendromu ile korelasyon gosterdigi yoniinde serolojik
ve epidemiyolojik veriler bulunmaktadir®®. Ayrica LV RNA’si intrauterin 6lim gergeklesen fetislerin
dokularindan izole edilmistir. Diyabetik ¢cocuklarda ise LV’ye karsi antikor varhgi g(’jsterilmi§tir(19’2°'25).insanlarda
miyokardit, tip 1 diyabet ve Guillain-Barré sendromu insidanslari ile kemirici yogunlugu arasinda zamana dayall
bir korelasyon gozlenmesi, kemiricilerde LV varliginin arastirilmasinin gerekliligini ortaya koymustur‘ls).

Bu calisma kapsaminda, LV’'nin ana konag oldugu dusunilen Myodes’in yani sira LV pozitifligi
bildirilmis olan Microtus ve Apodemus cinsi kemiricilerin yayillim gosterdigi, ormanlik habitatlar agisindan zengin
bir alan olan Zonguldak ili tercih edilmi§tir(2). Fakat LV varligina rastlanmamistir. Pozitiflik saptanmamasinda,
bolgesel ve mevsimsel farkhliklarin roli olabilir. Fevola ve ark., LV prevalansinin yiksek olmasini, dusiuk yagis
orani, ormanlk habitatlarin varligi ve yiksek rakim ile iliskilendirmislerdir(s). Calismanin 6rneklem alani olan
Zonguldak ili, ormanlk habitatlar agisindan zengin olsa da yagis orani yiiksek ve rakimi disuktir. Diger yandan
Zonguldak, LV pozitifliklerinin bildirildigi, isve¢ ve Finlandiya gibi soguk iklimin hakim oldugu Kuzey Avrupa
Ulkelerine goére nispeten daha ilik bir iklime sahiptir. Bu iklimsel ozellikler, bir RNA virusu olan LV’nin
enfektivitesini siirdlirmesi igin uygun ortam sartlarini saglamiyor olabilir.

Bu galisma, Turkiye’deki LV varliginin arastirilmasi igin baslangic teskil etmektedir. Durumun ayrintil bir
sekilde ortaya konabilmesi icin Tirkiye’nin daha soguk ve yiiksek rakimli bélgelerinde, farklh kemirici tiirlerinden
olusan genis 6rneklem gruplarinda kapsamli ¢alismalara ihtiyag vardir.

Etik Kurul Onay:: Calisma plani, Dokuz Eyliil Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (2011/07 numarali
karar) tarafindan onaylanmistir.
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2018.KB.SAG.067 proje numarasi ile desteklenmistir.
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