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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 bulagsmaktadir. Ulkemizde, hantavirus
tiplerinden Dobrava (DOBV), Puumala (PUUV), Saaremaa (SAAV), Tula (TULV) ve Seoul (SEQV) viruslarinin
tastyicisi olan kemirici tirleri bulunmaktadir. Turkiye'deki kemiricilerde hantaviruslara 6zgil antikor
varligy, 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 poptlasyonlarinda hantavirus prevalansinin énceden belirlenmesi,
hantaviruslara bagl olgularin durumu hakkinda bilgi edinilmesi ve sahadaki risk durumunun ortaya
konmasi acisindan 6nem tasimaktadir. Kemiricilere ait 6rneklerin, DOBV ve PUUV gibi Avrasya’da sik
goriilen ve iilkemizde de goriildigu bilinen bazi RSKA etkenleri agisindan taranmasinda kullanilabilecek
sekilde optimize edilmis bir ticari Grlin bulunmamaktadir. Bu calismada, insan serumlarinin taranmasi
icin Uretilmis, ticari enzim temelli immunolojik yontem (ELISA) ve immiinoblot testlerine ait antijenler
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Yabani Kemiricilerde Eski Dlnya Hantavirus IgG Antikorlarinin

Saptanmasi igin ELISA ve immiinoblot Yéntemlerinin Optimizasyonu

kullanilarak, kemirici Orneklerinde hantavirusa 6zgil antikorlarin taranmasina uygun testlerin
optimizasyonu saglanmistir. ELISA (Anti-Hantavirus Pool ELISA; Euroimmun, Almanya) ve immiinoblot
(Euroline Anti-Hanta Profile 1 strips; Euroimmun, Almanya) yontemlerinin optimizasyonu icin, en uygun
serum ve konjugat dillisyonlari denenmis ve ELISA yontemi tarama, immiinoblot yontemi ise dogrulama
amaciyla kullanilmistir. Belirlenen bu prosedir ile, Apodemus ve Microtus tirlerinden 84 kemiriciye
ait serum oOrnekleri degerlendirilmis ve elde edilen sonuclar ile optimize edilen ELISA yonteminin esik
degeri, duyarlilik ve 6zgulliigu saptanmistir. ELISA yonteminin optimizasyonu i¢in 1/50, 1/100 ve 1/200
serum dilGsyonlari ile 1/10.000, 1/20.000 ve 1/40.000 konjugat diliisyonlar;; immiinoblot yonteminin
optimizasyonu icin ise 1/50 ve 1/100 serum diltsyonlari ile 1/5.000 ve 1/10.000 konjugat diliisyonlari
degerlendirilmistir. ELISA icin “horseradish” peroksidaz enzimi ile isaretli keci anti-fare IgG konjugati,
immiinoblot icin ise alkalen fosfataz ile isaretli keci anti-fare IgG konjugati kullanilmistir. inkiibasyon
sliresi, yikama sayisi ve substrat secimi icin Uretici firmanin protokoll uygulanmigstir. ELISA yontemi icin
1/50 serum dilisyonu ve 1/10.000 konjugat dillisyonu, immiinoblot icin ise 1/100 serum dilisyonu ve
1/5.000 konjugat dillisyonu optimal degerler olarak belirlenmistir. Optimize edilen ELISA yontemiyle,
belirlenen esik degerine (0D, ,: 0.325) gdre, kemiricilerin %26.2'sinde (22/84) hantavirusa karsi
antikor varligi saptanmisti. Dogrulama amaciyla kullanilan optimize immiinoblot yontemiyle ise,
ELISA ile pozitif bulunan 22 6rnegin -serum yetersizligi nedeniyle- 20'si calisiimis ve 17’sinde DOBV
antikor pozitifligi saptanmistir. Bu kemiricilerden 11'i Apodemus flavicollis, licii Apodemus agrarius, ikisi
Microtus guentheri ve biri de Apodemus sylvaticus tirlerine aittir. Her iki yontem ile elde edilen sonuglar
karsilastirildiginda, optimize ELISA yonteminin %100 duyarlilik ve %95 6zgiilliikte oldugu belirlenmistir.
Bu calisma ile kemirici serumlarinin taranmasinda kullanilabilecek, kolaylikla ulasilabilen ticari Griinlerden
elde edilen antijenlerin kullanildigi, hizli ve givenilir sonug veren bir yontem olusturulmustur. Benzer
calismalar ile farkl tirden kemiricilere yonelik olarak optimize edilecek serolojik yontemler, alanda aktif
izlem ve denetleme ¢alismalarinin gerceklestiriimesi agisindan biyiik 6nem tagimaktadir.

Anahtar sozciikler: 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 (SEOV)
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 1gG
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 flavicollis, three were
Apodemus agrarius, two were Microtus guentheri and one was Apodemus 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 blyuk cinsten biri olup, tek iplikli, negatif yo-
nelimli, segmentli RNA genomuna sahip, zarfli viruslardir. Kiiclik (S), orta (M) ve blyik
(L) olmak tizere li¢ segmentten olusan genomda, segmentler sirasiyla, viral niikleokapsid
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 yéntemlerde antijen olarak kullaniimaktadir'.

Hantaviruslar, asil konaklari kemiriciler ve bocekgiller olmasina ragmen, enfekte kemi-
ricilerin salgilarindaki (salya, digki ve idrar) viral partikillerin solunmasi ve nadiren enfekte
kemiricilerle temas sonucu insanlara bulasir?. 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 yiiksek mortaliteye sahip klinik tab-
lolar olusturmaktadir®. Hantavirus enfeksiyonlarinda, hastaligin ayirt edici belirtilerinin
olmamasi ve siddetinin etkene gore degisiklik gostermesi, taniyr zorlastirmaktadir. Virusa
karsi etkili bir antiviral ajanin bulunmamasi nedeniyle, enfeksiyondan korunma 6nem
tasimaktadir. Bu nedenle yaban hayati ve sahadaki kemirici popiilasyonlarinda enfeksi-
yonun takip edilmesi, hantavirus prevalansinin belirlenmesi ve olasi salgin boélgelerinin
ongorilebilmesi konusunda 6nemli veriler sunmaktadir.

Hantaviruslarin pek cok alt tipi bulunmakta ve bunlardan 22 tanesinin klinik bulgulara
neden olabilecegi bildiriimektedir®. Bu alt tiplerden Dobrava (DOBV), Puumala (PUUV),
Saaremaa (SAAV), Tula (TULV) ve Seoul (SEQV) viruslarinin tasiyicisi olarak bilinen Apode-
mus flavicollis, Myodes glareolus, Apodemus agrarius, Microtus arvalis ve Rattus norvegicus
tiirlerinden kemiriciler, tilkemizde de yayilim gostermektedir*®, Tiirkiye’de hantavirus-
larin yaban hayatindaki kemiricilerdeki varhg, 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 calismalarinda hem kemiricilerde hem de RSKA siiphesi olan olgularda hantavirus
enfeksiyonlari dogrulanmigtir' 216,

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

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, 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, Turkiye Halk Saghgi 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 tirlerinden) 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 tirleri, Krystufek ve
Vohralik’in” 2005 ve 2009 yillarinda bildirdigi tiir anahtarina gére fenotipik ézellikleri
Uzerinden tanimlandi.

ELISA Yonteminin Optimizasyonu

Hantavirusa karsi antikor varhginin belirlenmesi icin, HTNV, PUUV ve DOBV rekombi-
nant nikleokapsid antijenleri ile kapli, Anti-Hantavirus Pool ELISA (Euroimmun, Almanya)
kitleri kullanildi. Prosedurin kemirici serumlarina gore optimize edilmesi icin farkli serum
ve konjugat dilisyonlari sinanirken, inkiibasyon suresi, yikama sayisi ve kullanilan konjuga-
ta uygun substrat secimi icin retici firmanin protokolii uygulandi.

Optimal serum konsantrasyonunun belirlenmesi icin, THSK’dan temin edilen, pozitif
ve negatif kontrol 6rnekleri 1/50, 1/100 ve 1/200 oranlarinda fosfatli tampon (PBS) ile
seyreltilerek kullanildi. Optimal konjugat konsantrasyonunun belirlenmesi icin ise “hor-
seradish” peroksidaz (HRP) enzimi ile isaretli keci anti-fare IgG konjugati (Millipore, ABD)
1/10.000, 1/20.000 ve 1/40.000 oranlarinda PBS ile seyreltilerek kullanildi.

Her bir kuyucuga 100 pL seyreltilmis serum 6rnegi eklendi ve her serum 6rnegi icin cift
kuyucuk kullanildi. Seyreltilmis serum 6rnegi eklenen plak, 37°C’de bir saat inkiibe edildi.
inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar bosaltildiktan sonra deterjan iceren yikama tamponu
(Euroimmun, Almanya) ile ticer 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

248 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Polat C, Karatas A, Sézen M,
Matur F, Abacioglu H, Oktem MA.

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
L 3,3’,5,5'-tetrametilbenzidin/hidrojen peroksit (TMB/H,O,) kromojen/substrat solus-
yonu (Euroimmun, Almanya) eklendi ve oda sicakhginda (18-25°C) 15 dakika karanlik
ortamda inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda substrat soliisyonunun tizerine 100 uL 0.5
M sdiffirik 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) olculdd.

ELISA yénteminde esik degerinin belirlenmesi

ELISA yontemi ile 6rneklerin 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 farkh glinde tarandi. Optimize edilen yontemin
duyarllk ve 6zgillugl, orneklerin OD degerlerinin ortalamalari (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. Prosediriin kemirici serumlarina gore optimize edilmesi icin farkl serum ve konjugat
dilisyonlar sinanirken, inkiibasyon siiresi, ylkama sayisi ve kullanilan konjugata uygun
substrat secimi icin Uretici firmanin protokoll uygulandi.

Optimal serum konsantrasyonunun belirlenmesinde, 1/50 ve 1/100 oranlarinda 1x
dilisyon tamponu ile seyreltilen negatif kontrol 6rnekleri, optimal konjugat diltisyonlari-
nin belirlenmesinde ise 1/5.000 ve 1/10.000 oranlarinda 1x genel tampon ile seyreltilen
alkalen fosfataz (AP) enzimi ile isaretli ke¢i 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 serit tizerine 1.5 ml
1/50 ve 1/100 oranlarinda 1x diliisyon 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 licer kez beger
dakika 1.5 ml 1x dillisyon tamponu icerisinde calkalayicida inkiibe edilerek, yikandi. Yi-
kama sonrasinda 1/5.000 ve 1/10.000 oranlarinda 1x diliisyon tamponu ile seyreltilen
AP enzimi ile isaretli keci anti-fare IgG konjugatindan 1.5 ml eklenerek, 30 dakika oda
sicakiginda calkalayicida inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda konjugat aspire edildi ve
yukarida anlatildigi sekilde tekrar yikama yapildi. Yikama sonrasinda her bir serit tzerine
1.5 ml NBT/BCIP (nitrobluetetrazoliumchloride/5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate)
substrat soltsyonu (Euroimmun, Almanya) eklenerek, 10 dakika oda sicakhginda calka-

MIKROBIYOLOJi BULTENI 249




Yabani Kemiricilerde Eski Dlinya Hantavirus I1gG Antikorlarinin
Saptanmasi igin ELISA ve immiinoblot Yéntemlerinin Optimizasyonu

layicida inkibe edildi. Substrat sollisyonu aspire edildikten sonra her bir serit, licer kez
birer dakika distile su ile yikandi ve kuruduktan sonra serit izerindeki bantlarin yogunlu-
gu degerlendirildi (Sekil 1A).

istatistiksel Analiz

Optimize edilen ELISA yonteminin duyarliigi ve 6zgilligu, 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”
(ROCQ) analizi ile sinandi.

BULGULAR
ELISA Optimizasyonu

Pozitif ve negatif kontrol 6rneklerinin OD degerleri acisindan birbirlerinden en belirgin
sekilde ayrildiklari diliisyonlar olan 1/50 serum dilisyonu ve 1/10.000 konjugat dillisyo-
nu, optimal deg@erler olarak belirlenmistir.

A B

PUUV |={  Puumala

DOBV  jue Dobrava

HTNV Hantaan

1gG
igM

Control

I

PK NK

Sekil 1. (A) HTNV, DOBV ve PUUV’e karsi antikor varliginda immiinoblot seridinin temsili gériiniimd. (B)
Pozitif (PK) ve negatif (NK) kontrol érneklerinin, optimal serum (1/100) ve konjugat (1/5.000) diltisyonu ile
inkiibasyonu sonrasi bant yogunluklari.
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Daha once yapilan saha calismalarinda yakalanan 16 negatif kemiriciye ait serum or-
neklerinin xx + 6S'ye denk gelen 0.325 OD degeri, esik deger olarak kabul edilmis ve bu
degerin alti negatif, st 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'G A. flavicollis, 4'G A. agrarius, 3'G
M. guentheri ve 1'i de A. sylvaticus tirlerine aittir.

immiinoblot Optimizasyonu

Antijen emdirilmis seritlerin tGzerindeki bantlarin en yogun olarak gézlendigi 1/100
serum dillisyonu ve 1/5.000 konjugat dillisyonu, optimal degerler olarak belirlenmistir
(Sekil 1B).

Optimize ELISA yontemi ile pozitiflik saptanan Kirklareli bolgesi kemiricilerine ait se-
rum ornekleri, optimize immuinoblot yontemi ile de dogrulanmistir. Optimize ELISA yon-
temi ile pozitiflik saptanan A. flavicollis tiirinden iki kemiriciye ait serum miktar yetersiz
oldugundan, immiinoblot testi uygulanamamistir. Dolayisiyla 20 6rnek test edilmis ve
17'sinde DOBV porzitifligi saptanmigstir. Bu kemiricilerden 11°i A. flavicollis, 3'G A. agrarius,
2'si M. guentheri ve 1'i de A. sylvaticus turlerine aittir.

Tablo I. Ortalamaya eklenen her bir S icin duyarlilik ve 6zgtilliik degerleri

X + 3S (OD 0.187)

immiinoblot

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

X + 4S (OD 0.233)

immiinoblot

+ : Duyarlilik: %100
ELISA + 17 6 Ozglilliik: %91
- 0 59

X+ 55 (OD 0.279)

immiinoblot

+ : Duyarllik: %100
ELISA | + 17 4 Ozgiillik: %94
- 0 61

X + 65 (OD 0.325)

immiinoblot

+ - Duyarlilik: %100
e o
ELISA + 17 3 Ozgiillik: %95
- 0 62
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istatistiksel Degerlendirme

Optimize edilen ELISA yonteminin duyarhlik ve 6zgulligu, kemirici serumlarinin ta-
ranmasi sirasinda belirlenen her bir standart sapma degeri icin hesaplanmistir (Tablo I).

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

TARTISMA

Hantavirus enfeksiyonlari ¢ok buytk siklikla yaban hayatindaki enfekte kemiricilerin
diski, idrar, salya gibi ¢ikartilarinda bulunan viruslarin aerosoller araciligi ile solunum yo-
lundan alinmasi sonucu insanlara bulasmaktadir'”. Bu nedenle insanlardaki hantavirus
enfeksiyonlari, ayni bolgede bulunan kemirici popiilasyonlarindaki hantavirus prevalansi
ile dogrudan iliskilidir. Dolayisiyla kemirici popiilasyonlarinin hantavirus enfeksiyonlari
acisindan taranmasi, olasi salginlarin 6nceden 6ngoriilebilmesi ya da var olan salginlarin
yayginliginin tanimlanmasi icin énemlidir. Her ne kadar kemiricilerde polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile enfeksiyon tanisinin konulabilmesi mimkiinse de, her enfekte kemi-
ricide PCR ile pozitif sonug saptanamayabilmektedir'®. Oysa seropozitifligin saptanmasi,
hantavirus ile enfekte oldugunda, kronik olarak virusu tasiyan kemiricilerin yayginhginin
dogru bir sekilde belirlenebilmesi icin kullanigh bir yontem olarak goriilmektedir. Bu ne-
denle bu calisma ile, hantavirus antikorlari agisindan kemiricilerin taranmasinda kullani-
labilecek bir yontem gelistiriimesi hedeflenmistir.

immiinofloresans testleri (IFA),
hantavirus enfeksiyonlarinin tani-
sinda en sik kullanilan yontemler-
den biridir'?. Ancak IFA'nin iretimi -
sirasinda kullanilan enfekte hiicre-
ler, hiicre kiltliri ortaminda Ure-
tildiginden ve bulas riski yiiksek ol- 0%
dugundan, biyoglvenlik dizeyi-3
laboratuvarlara ihtiya¢c duyulmakta-
dir. Bu nedenle rekombinant DNA
teknikleri ile Uretilen hantavirus
antijenlerinin kullanildigi yéntemler 04
tercih edilmektedir?. insanda han-
tavirus antijenlerine karsi olusan an-
tikorlarin saptanmasinda kullanilan
ticari urtnlerin varhgina ragmen,
kemiriciler icin kullanilabilecek op- 00 T T T
timize edilmig urinler kolay bulun- e . o o e e '
mamaktadir. Nitekim, kemirici oOr- 1-Ozgalitik
neklerinin ozellikle DOBV ve PUUV Sekil 2. Kirklareli bolgesinde yakalanan kemirici serumlarinin

gibi Avrasya’da sik goriilen RSKA 0D degerlerine ait ROC egrisi (egirinin altinda kalan alan
0.992).

Duyarhihk

0.2
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etkeni hantaviruslar acisindan taranmasi amaciyla tretilen herhangi bir ticari serolojik kit
mevcut degildir. Ek olarak, tlkemizde de enfeksiyonlara neden oldugu bildirilen DOBV
ve PUUV'nin ayni anda degerlendiriimesine yonelik bir optimizasyon calismasina da lite-
ratiirde rastlanamamugtir.

Hantavirus tiplerinin antijenik olarak birbirlerinden farkli olmasi, ayni anda birden fazla
hantavirus tipine karsi antikor varliginin arastiriimasini saglayan yontemlerin gelistirilme-
sini zorlagtirmaktadir. Bu yontemler, ayni anda ¢ok sayida kemirici 6rneginin degerlendi-
rilmesini ve hizl sonug elde edilmesini saglamaktadir. Sanada ve arkadaslarinin?' yaptig
calismada, Amur (AMRV), Hokkaido (HOKV) ve Sin Nombre (SNV) hantavirus rekom-
binant niikleokapsid antijenleri kullanilarak optimize edilen ELISA yonteminin, sahadan
yakalanan kemiricilerde ve bagisiklanmis laboratuvar hayvanlarinda virusa karsi antikor
varligini saptayabildigi gosterilmistir. Ayrica, kemiricilerde PUUV’e 6zgiil IgG antikorlarini
saptayabilen immunokromatografik bir yontem gelistirilmistir; ancak bu yontem yalnizca
Arvicolinge ailesinden olan kemirici tiirlerinde PUUV arastirilmasina yoneliktir?>23, Yee ve
arkadaslan?* tarafindan yapilan calismada ise, arazi calismalari sirasinda minimum ekip-
man kullanilarak uygulanabilecek bir immiinoblot yéntemi gelistirilmistir?*. Yéntemin
Western Blot ve ters transkripsiyon PCR sonuclari ile olduk¢a uyumlu sonuclar verdigi
bildirilmistir. immiinoblot seritleri, HPS etkenlerinden biri olarak bilinen SNV rekombi-
nant niikleokapsid antijeni ile kapli oldugundan, bu etkenin degerlendirilmesi icin uy-
gundur?*. Schountz ve arkadaslar®> da, SNV'ye karsi antikor varligini arastirmak lizere
kullanilacak, arazi calismalari sirasinda hizli sonug elde edilmesini saglayan bir ELISA yon-
temi olusturmuslardir. Yontem, yaklasik bir saatte sonu¢ vermesi ve tim memeli turleri
icin kullanilabilir olmasi nedeniyle avantaj saglamaktadir?.

Optimize edilen ELISA ve imminoblot yontemlerinin, Turkiye’de yapilan calismalar-
la da varligi gosterilmis olan DOBV ve PUUV’e 6zgiil antikorlarin saptanmasinda kulla-
nilabilir olmasi, calismanin kisithhigidir’™ 6. Bu nedenle, optimize edilen bu yéntemler,
hantaviruslarin yalnizca bu tipleri icin kullanilabilecektir. Tasiyicisi olan kemirici tiriiniin
Turkiye’de yaylhm gostermesi sebebiyle, goriilmesi beklenen hantavirus tiplerinden
SAAV, genetik acidan DOBV ile oldukca benzerdir?®?’. Ancak bu iki hantavirus tipi se-
rolojik yontemlerle birbirlerinden ayirt edilemediginden, bu calisma sirasinda optimize
edilen ELISA ve immiinoblot yontemleri de yetersiz kalacaktir.

Calismamizda, optimize edilen ELISA yontemi ile pozitif olarak saptandigi halde, op-
timize immiinoblot yontemi ile negatif olarak saptanan 6rnekler bulunmaktadir. Bunun
nedeni; genetik acidan birbirleriyle benzer olan ve ayni kemirici ailesi ile taginan enfeksi-
yon etkenlerinin capraz reaksiyona neden olabilmesi, ELISA ile immiinoblot yontemi ara-
sindaki analitik duyarlhk farki veya enfeksiyon etkeninin immiinoblot seritlerinde antijeni
bulunan hantavirus tiplerinin farkl alt tiplerine 6zgil olmasi gibi faktorlerden kaynak-
lanabilir. Bu nedenle yontemin daha cok sayida ve farkh tirlerde kemiricilere ait serum
ornekleri kullanilarak degerlendirilmesi ve gelistiriimesi 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 Diinya hantaviruslarinin kemiricilerde neden
oldugu enfeksiyonlari saptamayi hedef alan, hizli sonug verebilecek ve ayni anda ¢ok sa-
yida 6rnegin calisiimasina olanak saglayabilecek bir testtir. Yontem, kemiricilerde hanta-
viral enfeksiyonlarin varligi acisindan degerlendirme yapmayi saglarken, serotiplendirme
amaciyla kullanilmamaktadir. Bu ¢alismada oldugu gibi, farkli tiirden kemiricilere yonelik
olarak optimize edilecek serolojik yontemler, ozellikle alanda aktif izlem ve denetleme
calismalarinin gerceklestirilmesi bakimindan pratik 6neme sahip olacaktir.
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