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0z

Hantaviridae ailesinin tyesi olan ortohantavirtisler, kemirici kaynakli RNA viriisleridir. Enfekte kemiricilerin ¢ikarti
ve sekresyonlarindaki viral partikiillerin aerosolizasyonu ve nadiren de enfekte kemiricilerle direkt temas yolu ile bulasan
ortohantaviriisler, Avrasya'da renal sendromlu kanamali ates ve epidemik nefropati olgularina, Amerika kitasinda ise
hantaviriis kardiyopulmoner sendrom olgularina neden olabilen 6nemli halk saghgi sorunlaridir. Tiirkiye’de de
enfeksiyonlara neden olduklari bildirilmis ve kiiciik memelilerdeki varliklari gésterilmistir.

Bu ¢alisma ile renal sendromlu kanamali ates olgularinin bildirildigi bazi Bati Anadolu illerinde dolasimda olan
ortohantaviriislerin ve olasi konak tiirlerinin belirlenmesi amaclanmistir. Calisma kapsaminda yedi farkli lokaliteden
yakalanan 49 adet kii¢iik memeliye ait serum ve akciger dokusu 6rnekleri kullanilmistir. Hem molekiiler hem de serolojik
yéntemler ile taranan drneklerde, Ortohantaviriis enfeksiyonuna yénelik bir pozitiflik saptanmamistir. Bu durum, érneklem
alanlarinin zamansal, bélgesel ve iklimsel 6zelliklerinden kaynaklanmis olabilir.

Bati Anadolu’daki kiiciik memelilerin Ortohantavirtis tasiyiciliklarinin degerlendirilmesi, bdlgeden bildirilmis
vakalar olmasi nedeniyle 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismanin érneklemi sinirli oldugundan, olasi konak tiirlerini ve farkl
dénemlerde yapilmis érneklemleri iceren kapsamli bir calismaya ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: Ortohantaviriis, Microtus, Apodemus, Crocidura, Anadolu, Tiirkiye
ABSTRACT
Evaluation of Some Common Small Mammal Species in Western Anatolia for Orthohantavirus Carriage

Orthohantaviruses, members of the Hantaviridae family, are rodent-borne RNA viruses. They transmitted by
aerosolization of viral particles in the excretions and secretions of infected rodents and rarely by direct contact with infected
rodents. They are an important public health concerns that cause hemorrhagic fever with renal syndrome and epidemic
nephropathy cases in Eurasia and hantavirus cardiopulmonary syndrome cases in the Americas. They have also been
reported to cause infections in Turkey and their presence in rodents have been indicated.

We aimed to determine the circulating orthohantaviruses and possible host species in some provinces of Western
Anatolia where hemorrhagic fever with renal syndrome cases have been reported. Serum and lung tissue samples of 49
rodents collected from seven localities during a one-week field study were used. No positivity for Orthohantavirus infection
was detected in the samples screened by both molecular and serologic methods. This situation may be related to the
temporal, regional and climatic characteristics of the sampling areas.

The evaluation of rodents in Western Anatolia in terms of Orthohantavirus carriage is important due to the cases
reported from the region. Since the sample size of this study was limited, a comprehensive study which includes possible
host rodent species and samples collected from different periods is needed.
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GiRiS

Ortohantavirtsler, tek iplikli, negatif polariteli, lic segmentli RNA genomuna sahip zarfli virslerdir®®.
Bulas, enfekte konaga ait diski, idrar gibi ¢cikartilarinda ve salya gibi sekresyonlarinda bulunan viral partikdllerin
solunmasi ve nadiren enfekte konaklarla dogrudan temas yoluyla gerceklesmektedir. Konak tiirlerin yayilimi, bu
virlislerin epidemiyolojisinde 6nemli rol oynamaktadlr(ll).

Dinya'da her yil 150-200 bin kisiyi etkileyen 6nemli bir halk saghigi sorunu olan Ortohantaviriis kaynakli
enfeksiyonlar, Avrupa ve Asya'da goériilen (Eski Dinya ortohantavirisleri) renal sendromlu kanamal ates ve
epidemik nefropati tablolarina neden olurken, Amerika kitasinda (Yeni Diinya ortohantavirisleri) hantavirls
kardiyopulmoner sendromuna neden olmaktadirlar®. Turkiye’de de gorilen ve donem dénem salginlara neden
olan bu virtsler, Glkemizde ilk olarak 2009 yilindaki salgin ile birlikte dikkat gekmi§tir(6). Yapilan galismalarda,
Orthohantavirus dobravaense (DOBV) ve Orthohantavirus puumalaense (PUUV) kaynakli vakalar
biIdiriImistir(1’2‘4'6'8‘1°‘15’16'20’21’25). Yaban hayati siirveyans calismalarinda ise kigiik memelilerde DOBV, PUUV ve
Orthohantavirus tulaense (TULV) varhgi saptanmlstlr(13’”’17'19).

Ortohantaviriis enfeksiyonlarinda, yliksek ates, miyalji ve halsizlik gibi spesifik olmayan bulgulan
nedeniyle tani koyulmasi zordur ve virilise karsi dogrudan etkili bir antiviral ajan bulunmamaktadir. Bu nedenle
enfeksiyondan korunma ©6nem tasimaktadir. Yaban hayati siirveyansinin yapilmasi, zoonotik viriislerden
kaynaklanabilecek olasi salginlara karsi hazirhgin 6nemli bir pargasi haline gelmistir(zz). Riskli bolgelerin
belirlenmesi ve olasi salgin bolgelerinin 6ngorilebilmesi, halk saghgi glivenligi agisindan kilit 6neme sahiptir.

Bu calismada, renal sendromlu kanamali ates olgularinin bildirildigi bazi Bati Anadolu illerinde
dolasimda olan ortohantavirislerin ve olasi konak tlrlerinin belirlenmesi hedeflenmistir.

GEREG VE YONTEM

Calisma plani igin Dokuz Eyliil Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’na bagvurulmus ve
28/2016 numaral karar ile onaylanmistir.

Ornekler
Ortohantaviriis varhiginin degerlendirilebilmesi icin, 2016 yilinda bir haftalik saha galismasi ile Balikesir,
Kitahya ve izmir Bozdag'daki yedi farkli lokaliteden canl yakalama kapanlari ile yakalanan kiigiik memelilere ait
dokular ve serum 6rnekleri kullanildi (Tablo 1). Memelilerin tir tayinleri, saha ¢alismalari sirasinda fenotipik
olarak yapildi ve olasi bir pozitiflik saptanmasi durumunda molekiler yéntemler ile dogrulanmasi planlandi.
Kiciuk memelilere ait dokular, RNA stabilize edici solisyon (RNAlater, Invitrogen, ABD) icerisinde -
80°C’de, serum ornekleri ise dogrudan -80°C’de saklandi.

Tablo 1. Orneklem yapilan lokalitelerin koordinatlari.

il Bolge Enlem Boylam Kiiglik memeli tiirleri (n)
Cavdarhisar 39.18671 29.60044 Apodemus spp. (4)
Mus macedonicus (2)
Kiitahya Crocidura leucodon (1)
Akpinar Koyi 39.56989 30.12729 Microtus hartingi (2)
Bozdag 38.332140° 28.115745° Microtus hartingi (8)
izmir Bozdag Yaylasi 38.351177° 28.107274° Microtus subterraneus (4)
Apodemus spp. (1)
Gegmis Koyl 39.54630 27.35180 Apodemus mystacinus (2)
Apodemus spp. (1)
Balikesir Mus macedonicus (2)
Glre Koyl 39.61892 26.89033 Apodemus flavicollis (4)
Mus macedonicus (2)
Cagis Yerleskesi  39.54340 28.00793 Apodemus spp. (7)

Mus macedonicus (9)
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Molekiiler Tarama
Niikleik Asit izolasyonu ve cDNA Eldesi

Kigik memelilere ait akciger dokulari, TRIzol (Thermo Fisher Scientific, ABD) igerisinde, steril gelik
boncuklar yardimi ile homojenize edildi. Doku homojenizasyonunu takiben, guanidin-tiyosiyanat-fenol-
kloroform yt')ntemi(?’) ile total niikleik asit izolasyonu yapildi.

Elde edilen RNA'lar ters transkripsiyon yontemi ile cDNA'ya cevrildi. Bu amagla, "random hexamer"
primer, ters transkriptaz enzimi, RNaz inhibitori, deoksintkleotit trifosfat karisimi (ANTP) ve tampon iceren
ticari kit (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanildi. Reaksiyon hacmi 20 ul olacak sekilde, her bir reaksiyon igin
100 uM “random hexamer”, 200 U RevertAid RT enzimi, 20 (inite (U) RiboLock RNase inhibitéri ve 20 mM
dNTP kullanildi.

Calismada, Helsinki Universitesi Viral Zoonozlar Arastirma Laboratuvar’ndan temin edilen
Orthohantavirus dobravaense’ye ait RNA pozitif kontrol olarak kullanildi.

RT-PZT ve Nested PZT

Orneklerin taranmasinda, Ortohantaviriis genomunda RNA-bagimli RNA polimeraz enzimini kodlayan
L-segmentteki korunmus bolgeleri taniyan ve bilinen tim ortohantavirislere 6zgiil pan-hantavirus primer
setleri kullanildi™?.

Tepkimeler, toplam hacimleri 25 pL olacak sekilde hazirlandi. Her iki reaksiyonda da 2 mM MgCl,, 200
UM dNTP, 10 pM ileri primer, 10 uM geri primer (Tablo 2) ve 2.5 U Taq DNA polimeraz (Thermo Fisher
Scientific, ABD) kullanildi.

Tablo 2. Pan-hantavirus taramasinda kullanilan primerler(lz).

Primer Polarite Reaksiyon Dizi

HanLF1 Sense RT-PZT 5'-ATG TAY GTB AGT GCW GAT GC-3'
HanLR1 Antisense RT-PZT 5'-AAC CAD TCW GTY CCR TCA TC-3'
HanLF2 Sense Nested PZT 5'-TGC WGA TGC HAC IAA RTG GTC-3'
HanLR2 Antisense Nested PZT 5'-GCR TCR TCW GAR TGR TGD GCA A-3'

Y:C, T B:C,G T W:A T D:A G T R:A G H:A C T I:Inosine

RT-PZT kosullari; 94°C'de 1 dakika 6n denatlirasyonun ardindan 4°C’lik degisim iceren bir “touch-
down” basamagi (94°C 30 saniye, 60-56°C arasindan her bes déngiide 2°C diisecek sekilde 30 saniye, 72°C 1
dakika olacak sekilde toplam 15 déngii) ve ardindan 20 donguliik bir basamagi (94°C 30 saniye, 52°C 30 saniye,
72°C 1 dakika) takiben 72°C’de 5 dakikalik bir son uzama basamagindan olustu. Nested PZT kosullari ise,
94°C’de 1 dakika 6n denatiirasyonu takiben 35 dongtlik 94°C 30 saniye, 53°C 30 saniye, 72°C 1 dakika
basamagi ve 72°C'de 5 dakikalik bir son uzama basamagindan olustu. Elde edilen PCR Uriinleri, %1.5’luk agaroz
jelde yuritildikten sonra gorintiilendi ve hedef bolge blyukligine uygun bant (390 baz ifti) varligi arastirildi.

Serolojik Tarama

Ortohantaviriise karsi antikor varliginin belirlenmesi i¢in, DOBV, PUUV ve HTNV rekombinant
nikleokapsid antijenleri ile kapli ELISA plaklari ve immunoblot seritleri (Euroimmun, Almanya) kullanildi.
Serolojik testlerde, Polat ve ark."" tarafindan kemirici serumlarina gore optimize edilen prosedirler uygulandi.

ELISA testi icin her serum bir 6rnegi 1/50 oraninda fosfath tampon (PBS) ile seyreltildi. 100 pL
seyreltilmis serum 6rnegi eklenen kuyucuklar, orbital calkalayicili inkiibatérde 37°C’'de bir saat inkibe edildi.
Her bir 6rnek igin ¢ift kuyucuk kullanildi. inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar, 300 L deterjan iceren yikama
tamponu (Euroimmun, Almanya) ile lger kez yikandi. Her kuyucuga 100 pL 1/10.000 oraninda PBS ile
seyreltilmis “horseradish” peroksidaz enzimi ile isaretli kegi anti-fare IgG konjugatindan (Millipore, ABD)
eklenerek, orbital galkalayicili inkiibatérde 37°C’'de bir saat inkiibe edildi. Ardindan yikama basamagi yukarida
anlatilan sekilde tekrarlandi. Kuyucuklara 100 pL 3,3’, 5,5'-tetrametilbenzidin/hidrojen peroksit (TMB/H,0,)
kromojen/substrat soliisyonu (Euroimmun, Almanya) eklendi ve plak, 15 dakika siire ile oda sicakliginda,
karanlk ortamda inkiibe edildi. inkiibasyonu takiben kuyucuklara 100 pL 0.5 M siilfirik asit (H,SO,) eklenerek
tepkime durduruldu ve optik dansiteleri (OD), tepkimenin durdurulmasini takip eden 30 dakika icerisinde,
mikroplak okuyucu fotometre ile 450 nm dalga boyunda (referans dalga boyu 620 nm) &lgtildi. OD degeri,
0,326 ve lzerinde olan ornekler pozitif olarak degerlendirildi.
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immunoblot testi icin ise DOBV, PUUV ve HTNV rekombinant niikleokapsid antijenleri emdirilmis
seritler, inklibasyon tepsisi igerisinde 1.5 ml bloklama tamponu (Euroimmun, Almanya) ile 15 dakika boyunca
oda sicakhiginda, calkalayicida inkiibe edildi. Her bir seride 1.5 ml 1/100 oranlarinda 1x dilisyon tamponu
(Euroimmun, Almanya) ile seyreltilen serum eklendi ve oda sicakliginda, calkalayici Gizerinde 30 dakika inklbe
edildi. inkiibasyonu takiben immunoblot seritleri, ticer kez 1.5 ml 1x diliisyon tamponu ile beser dakika yikandi.
Yikama sonrasinda 1.5 ml 1/5.000 oraninda 1x dillisyon tamponu ile seyreltilen alkalen fosfataz enzimi ile
isaretli keci anti-fare 1gG konjugati (Santa Cruz Biotechnology, ABD) eklendi ve oda sicakliginda 30 dakika
inkiibe edildi. Yikama basamagi yukarida anlatilan sekilde tekrarlandi. Her bir serit Gizerine 1.5 ml NBT/BCIP
(nitrobluetetrazoliumchloride/5- bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate) substrat sollisyonu (Euroimmun,
Almanya) eklendi ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda seritler, iicer kez birer
dakika distile su ile yikandi ve seritler tizerindeki bant yogunluklari, seritler kuruduktan sonra degerlendirildi.

BULGULAR

Calismada 19’u Apodemus, 15’i Mus, 14’UG Microtus ve biri Crocidura cinsi olmak Uzere toplam 49 adet
kiicik memeli yakalandi. Bu kiiglik memelilerin tiimiiniin akciger dokularinda molekiler tarama yapilirken,
serum ornegi alinabilen 20 bireye ait 6rnekler serolojik olarak da tarandi.

Polat ve ark."” tarafindan kemirici serum érnekleri icin optimize edilen prosediire goére optik dansite
(OD) degeri 0.326 ve uzerinde olan o6rnekler, pozitif olarak degerlendirildi. 20 bireyden dordinde
Ortohantaviriis agisindan dislik diizeyde seropozitiflik saptandi. Ancak bu pozitiflikler, immunoblot testi ile
dogrulanamadi.

Calismada yer alan kiglik memelilerin virls tasiyicilklar agisindan molekiler olarak taranmasi
sonucunda, orneklerde hedef bolge buyukligiine uygun bant gézlenmedi (Sekil 1).

Sekil 1. Kiiclik memelilerin doku 6rneklerine ait nested PZT Grlinlerinin agaroz jeldeki gorintisda.
M: Marker (100-1000 bg, her bir ¢izgi 100 b¢’lik artisi ifade etmektedir), +: Orthohantavirus dobravaense pozitif kontrol

TARTISMA

Ciddi klinik tablolara neden olabilen Ortohantaviriis kaynakli enfeksiyonlarda, yiksek ates, miyalji ve
halsizlik gibi spesifik olmayan bulgularin gézlenmesi ve tanisinin zor olmasi, vireminin kisa stirmesi, viriise karsi
dogrudan etkili bir antiviral ajanin bulunmamasi, enfeksiyondan korunmayi 6ne cikarmaktadir. Bu nedenle,
ortohantavirisler gibi zoonotik etkenlerin neden olabilecegi salginlara karsi hazirlikh olmak ve riskli bolgeleri
belirleyebilmek icin yaban hayati siirveyansinin yapilmasi 6nem tasimaktadir.
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Turkiye'de 2009-2018 yillari arasinda %5,1 mortalite oraniyla toplam 251 Ortohantaviriis kaynakl vaka
biIdiriImi§tir(23). Ayrica, yaban hayati monitdrizasyonu galismalari sirasinda kiglik memelilerin DOBV, PUUV ve
TULV tasiyiciiginin serolojik ve molekiler yontemler ile saptanmis olmasi, ortohantavirislerin Trakya ve Kuzey
Anadolu'daki dolasimini ortaya koymu5tur(13’14’17'19).

Calisma kapsaminda yakalanan kigik memelilere ait 6rnekler hem serolojik hem de molekiler
yontemler ile taranmistir. Serolojik tarama igin kullanilan ve esik OD degeri 0.326 olan ELISA testi ile, dort
drnekte diisiik diizeyde seropozitiflik saptanmis, ancak immunoblot testi ile dogrulanamamistir. Orneklemin
farkli cins ve tiirde kiicik memeli 6rneklerinden olustugu géz 6niinde bulunduruldugunda, ELISA testi igin
belirlenen esik OD degerinin, farkh tirler igin degiskenlik gosterebilecegi dusinulebilir. Bu ylzden érneklerin
degerlendirilmesinde, ELISA testinin yani sira altin standart olan immunoblot testi de dikkate alinmistir.

Bu calismadaki 6rneklerin molekiler taramasinda kullanilan ve L-segmenti hedef alan pan-hantavirus
primerleri, yaygin olarak kullanilmaktadir'™?. Fakat bu primerlerin duyarhhginin disik oldugu, viral yuka dislik
olan 6rneklerde ve yeni bir Ortohantaviriis’'iin saptanmasinda performansinin disiik olabilecegi bildirilmi§tir(5).
Bu nedenle virlsiin L-segmenti yerine, olduk¢a korunmus bir bolge olan S-segmentini hedef alan yontemlerin
tercih edilmesi, duyarlilig arttirabilir.

Calisma kapsaminda toplanan érneklem grubunda Ortohantaviriis varligina rastlanmamistir. Herhangi
bir pozitiflik saptanmamasinda, érneklem alanlarinin dénemsel, bolgesel ve iklimsel 6zelliklerinin roli olabilir.
Ortohantavirtiis enfeksiyonlarinda, besin miktarindaki artisin kiicik memeli popiilasyonlarindaki artisa neden
olmasindan dolayi belirli donemlerde artis gézlenebilmektedir(24). Bu nedenle 6rneklemin yapildigl zaman ve
lokaliteler, bu artisin gézlenmedigi bir déneme rastlamis olmasi olasidir. Diger yandan daha &énce yapilan
calismalarda pozitiflik saptanmis olan Trakya, Kuzey ve Dogu Anadolu’daki lokalitelerin iklimsel 6zellikleri, bu
¢alisma kapsaminda 6rneklem yapilan ve Bati Anadolu’da yer alan lokalitelerden farkllik gostermektedir. Bu
iklimsel ozellikler, bir RNA virtsi olan Ortohantaviriis’iin dig ortam sartlarinda enfektivitesini surdiirmesi igin
uygun sartlari saglamiyor olmayabilir.

Bu calisma, Bati Anadolu’daki kiicik memelilerin Ortohantaviriis tasiyiciliklarinin degerlendirilmesi
acisindan 6nem tasimaktadir. Ancak bolgedeki durumun detayli sekilde ortaya konabilmesi icin farkli
turlerinden olusan, farkli donemlerde 6rneklem yapilmis daha kapsamli c¢alismalara ihtiya¢ vardir. Zoonotik
enfeksiyonlar agisindan riskli olusturabilecegi distiniilen bolgelerde dizenli yaban hayati monitorizasyonu ile
olasi etkenlerin varligi saptanabilecek ve bolgelerin risk durumu ortaya konabilecektir.

Etik Kurul Onay:: Calisma plani, Dokuz Eyliil Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (28/2016 numarali
karar) tarafindan onaylanmistir.

Cikar Catigsmasi: Yazarlar tarafindan herhangi bir ¢ikar catismasi bildirilmemistir.
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