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TURKIYE BATI BOLGELERINDE HANTAVIRUS ARASTIRILMASI: TRAKYA
BOLGESI KEMIRICILERINDE HANTAVIRUS VARLIGININ POLIMERAZ ZINCIR
TEPKIMESI ILE ARASTIRILMASI

Dokuz Eyliil Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji AD.
Alihan BULGURCU
alihanbulgurcu@hotmail.com

Hantaviruslar, ii¢ segmentli genomlari negatif iplikli olan RNA viruslaridir. Insanlarda
iki 6nemli sendroma sebep olurlar. Birincisi Asya ve Avrupa’ da goriilen renal sendromlu
kanamal1 ates (HFRS), digeri ise Amerika’ da hantavirus pulmoner sendromudur (HPS).
Hantaviruslar, kemirici tiirleri tarafindan tasinirlar ve her bir kemirici tiirii bir hantavirus
tiirtine spesifiktir. Hantavirus tanisi i¢in serolojik ve molekiiler yontemler kullanilir. Serolojik
yontemlerde en ¢ok; IFAT, ELISA, Fokus Rediiksiyon Notralizasyon Testi ve Strip
Immunoblot yéntemi kullanilirken epidemiyolojik ¢aligmalarda ise IFAT ve ELISA &zellikle
yiiksek aviditedeki IgG antikorlarini tespit etmeye yonelik kullanilir. Molekiiler yontemler ise
hantavirus enfeksiyonlarinin 12 ile 24 saat i¢inde oliime gidebilen tablosundan 6tiirii hizl
tanmida &nem kazanmaktadir. insan ve rodent doku orneklerindeki viral RNA’ nin diisiik
seviyelerde bulunmasindan otiirii, yliksek homolojiye sahip bolgeler i¢in secilmis primerler
kullanilarak gergeklestirilen yuvalanmig ters transkripsiyon polimeraz zincir tepkimesine
(nested-RT-PCR) gerek duyulmaktadir. Bu calismada, Trakya Bolgesi’” nden toplanan
kemiriciler optimize ettigimiz yuvalanmig-RT-PCR yontemi kullanilarak Dobrava, Saarema
ve Puumala viriis varlig1 agisindan taranmustir.

Optimizasyon ¢alismast Oncesi her ii¢ tire Ozgli Onciiller tasarlanmis ve
sentezlettirilmistir. Rodent dokular1 ekstraksiyon kiti iireticisinin talimatlarina gére RNA
ekstraksiyon islemine tabi tutulmus ve RNA’ lardan cDNA sentezlettirilerek, sentezlenen
cDNA’lar PZT ile taranmasina kadar -80 °C” de saklanmuslardir. PZT tepkimesinin yuvali
olmasina literatlirler 1s18inda karar verilmis ve Dobrava virlis icin sirasiyla MgCl,
konsantrasyonu, cDNA konsantrasyonu, DMSO konsantrasyonu, dnciil konsantrasyonu, tiriin
konsantrasyonu ve Tm optimizasyonu yapilmis ve bu kosullar Saaremaa ve Puumala icin de
denenerek ti¢ viriis i¢in de yontem optimizasyonu oturtulmustur. Daha sonra ise dokulardan
ekstrakte edilen RNA’ lardan elde edilen cDNA’lar ii¢ virusun varlig1 agisindan ayri ayri
taranmistir. Tarama sonucunda {i¢ serotip i¢in de pozitif sonu¢ bulunamamistir. Bu ¢alismada
optimize edilen PZT yontemi, tanisal ve immiinolojik ileriki ¢alismalarda da kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Hantavirus, nested RT-PCR, optimizasyon


mailto:alihanbulgurcu@hotmail.com

INVESTIGATION OF HANTAVIRUS IN WESTERN REGIONS OF TURKEY:
INVESTIGATION OF THE PRESENCE OF HANTA VIRUS IN RODENTS IN THRACE
REGION BY USING POLYMERASE CHAIN REACTION

Dokuz Eyliil University Institute of Health Sciences, Microbiology Department
Alihan BULGURCU
alihanbulgurcu@hotmail.com

Hantavirus is the RNA virus which has three-segmented and negative-strand genomes.
It causes two major syndrome in humans. The first is hemorrhagic fever with renalyndrome
(HFRS) in Asia and Europe, the other is hantaviruspulmoner syndrome (HPS) in USA.
Hantavirus is carried by rodent species and each rodent species is unique to only one
Hantavirus species. Serological and molecular methods are used for the diagnosis of
hantavirus. Immun Fluorescence Antibody Test (IFAT), Enzyme-Linked Immuno Sorbent
Assay (ELISA), Focus Reduction Neutralization Test and Stripimmunoblot method are
generally used as serological methods, also IFAT and ELISA are used to detect high avidity
IgG antibodies in epidemiological studies. Molecular methods are highly important for rapid
diagnosis because hantavirus infections can cause death within 12 to 24 hours. Since viral
RNA presences in low-levels in tissue samples of human and rodents, the nested reverse
transcription polymerase chain reaction (nested-RT-PCR) which is performed by specific
primers to regions with high homology is necessary. In this study, the rodents collected from
Thrace Region have been screened for the presence of Dobrava, Saarema and Puumala

viruses by using optimized nested-RT-PCR.

Specific primers for each three species were designed and synthesized prior to the
optimization study. RNA extraction from rodent tissues have been performed according to
extraction kit manufacturer's instructions. It has been decided in the light of the literature that
PCR method is performed as nested PCR and concentration of MgCl,, cDNA, DMSO,
primers, product and Tm were optimized respectively for Dobrova virus. These conditions
also have been tested for each Saaremaa and Puumala viruses to the end that method
optimization was finalized for three viruses, too. Then, cDNAs obtained from the RNA
extracted from tissues have been screened for the presence of these three viruses. The positive
results were not found for three serotypes in result of molecular screening. PCR method
which is optimized in this study may also be used for further diagnostic and immunological
studies.

Keywords: Hantavirus, nested-RT-PCR, optimization



1. GIRIS VE AMAC

Hantaviruslar; Bunyaviridae ailesi i¢inde Hantavirus genusunda bulunan zarfli negatif
yonelimli ii¢ segmentli RNA viruslandir. Tiim diinyada 6nemli halk sagligi sorunu haline
gelen (her y11 200.000°den fazla vaka (1)) ve oldukea yiiksek mortaliteye sahip klinik tablolar
yaratan hantavirlis pulmoner sendrom (HPS) ve renal sendromlu kanamali ates (HFRS) etkeni
olan Hantaviruslarin ¢ok sayida genotipi bulunmaktadir. Hantaan, Seoul, Dobrava, Puumala,
Saarema Eski Diinya Hantaviruslar1 arasinda en yaygin viriis tipleridir ve HFRS’den
sorumludur. Amerika’da ise basi1 ¢eken tiir Sin Nombre virustur ve HPS’den sorumludur (2).
Hantaviruslarin her tiirli, 6zgiil kemiriciler veya bdcekgillerle tagmmir ve insanlara bu

hayvanlarin ¢ikartilarinin solunmasi ile bulasir.

Tiirkiye’de 12 kisiyi igeren ilk laboratuvar onayli olgu raporu Subat 2009’da Bartin ve
Zonguldak’tan bildirilmistir (3). Hantavirus tasiyan kemirici ve bocekgillerin yurdumuzda da
goriilmesi ve Bartin ve Zonguldak salginlar1 da goz 6niine alinirsa hantavirus enfeksiyonunun

yurdumuzda da énemli halk saglig1 problemi oldugu goriilmektedir.

Bu arastirmada Tiirkiye’nin bati1 bolgelerinde hantaviruslarin baslica tasiyicilari olan
yabani kemiricilerde virusun varliginin polimeraz zincir tepkimesi ile arastirilmasi

amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. HANTAVIRUS
2.1.1. Tarih¢e, Stmiflandirma ve Genel Yapisi

Gegtigimiz yiizyilda, hastaligin iki o©Onemli salgini, Eski ve Yeni Diinya
hantaviruslarimin kesfinde onciiliik etmistir. Ilk salgm, Kore Savasi (1950-1953) sirasinda
olugsmustur. 3000’ den fazla Birlesmis Milletler askeri, daha sonra hep renal sendromlu
kanamal1 ates olarak bahsedilecek olan Kore kanamali atesi ile hasta diismiistiir. Baslarda
Four Corners hastaligi olarak anilan, simdi ise hantavirus pulmoner sendromu ya da
hantavirus kardiyopulmoner sendromu olarak anilan hastaligin diger salgini ise 1993’ te,
Amerika Birlesik Devletleri’ nin Four Corners bolgesinde gerceklesmistir. 1978 de, yani
HFRS’ nin tanimlanmasindan yaklasik 25 yil sonra ise, bu hastaligin etiyolojik ajan1 Hantaan
virus (HTNV) ve onun rezervuari olan ¢izgili orman faresi (Apodemus agrarius) Lee ve ark.
tarafindan rapor edilmistir (4).

Hantaviruslarin her biri, kendilerine spesifik rodent tiirleriyle tasinirlar. Dobrava-
Belgrade virus (DOBYV), siddetli HFRS ile iligkilidir ve sar1 boyunlu orman faresi (Apodemus
flavicollis) tarafindan taginir. Saaremaa virusun dogal konagi ¢izgili orman faresidir
(Apodemus agrarius) ve ihimli HFRS’ ye sebep olur. SAAV, ilk baslarda A. agrarius
tarafindan taginan DOBV’ un genetik bir varyanti olarak g6z 6niinde bulunduruluyordu, bu
ylizden bir siire SAAV’ 1 taksonomi ve terminolojisinde anlagmazlik yasanmistir. Simdi
tamamen ayr1 bir tiir olarak tanimlanan virus hala bazi yaynlarda “DOBV-Aa” olarak
adlandirilmaktadir (5). Puumala virus, kizil orman faresiyle (Myodes glareolus), Seoul virus
(SEOV) Norveg ratiyla (Rattus norvegicus), Amur virus (AMRV) Kore tarlafaresiyle
(Apodemus peninsulae) tasinir (6). Sivriburunlu fareler (shrews), kostebekler ve yarasalar da
ayrica hantaviruslarin rezervuarlaridir, fakat bugiline kadar insanlar igin patojenlik
belirlenmemistir (7).

Hantaviruslar, ¢aplar1 80 ile 120 nm arasinda degisen pleomorfik zarfli partikiillerdir
(8). Hantaviruslar; L proteini (en az bir replikaz, transkriptaz ve endoniikleaz olarak gorev
alan, RNA bagimli RNA polimeraz (RdRp)), bir glikoprotein onciisii (GPC, iki yiizey
glikoproteini olan G1 ve G2’ nin iiretilmesinde goérevli), ve bir niikleokapsid proteinini (N)
kodlayan, tekli RNA’ larin boyutlarina gore isimlendirilen, sirasiyla L (large), M (medium) ve
S (small) olarak adlandirilan {i¢ segmentli genomlar1 negatif-iplikli olan RNA viruslaridir
(9;10).
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Sekil 1. (A) Hantaviral genom segmentleri, (B) Ug¢ Hantaviral genomik RNA’ sinda
panhandle yapisi, (C) Hantavirus partikiiliiniin sematik yapisi, (D) Sin-Nombre Virus’ un elektron
mikroskobik goriintiisii (11).

S segment tarafindan kodlanan N proteini, yaklasik 50 kDa molekiiler kiitleye sahip
glikozillenmemis bir proteindir. Varsayilan yapisal olmayan protein NSs (7-10 kDa) i¢in bir
acik okuma penceresi (Open Reading Frame: ORF) HNT, SEO ve DOB (THAI ve TPM
hantaviruslart i¢in veri mevcut degildir) hantaviruslarinda degil; BAY, BCC, ELMC, ILV,
KBR, NY, PH, PUU, RIOS, SN ve TUL hantaviruslarinin S segmentlerinde bulunmustur.
Bunyaviridae ailesinin diger iiyelerinin M ve/veya S segmentleri yapisal olmayan proteinleri
kodlar. Ornegin bunyaviruslar, S segmentin hemen hemen aynm bdlgesinde ve benzer
boyutlarda fonksiyonel ORF igerir (12). Simdiye kadar, NSs, hantavirus-infekte hiicrelerde
bulunamamisti, ama ¢ift kodlama kapasiteli bolgelerde niikleotid yerdegistirmelerinin
(substitutions) azalan sikligi, ORF’ nin en azindan SN ve PUU hantaviruslar i¢in fonksiyonel
olabilecegini diisiindiirmektedir (13). HTN-benzeri viruslarda uyumlu ORF’ nin yoklugu

aciklanmay1 slirdiirmektedir. Hantavirus RNA genomunun 3° ve 5’ terminal uglar1 oldukca
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korunmustur ve komplementerdir, bu yiizden Bunyaviridae ailesine 6zgii olan panhandle
yapisinin olusturabilir. Hantaviruslarda panhandle yapilari, en az 17 bp uzunlugundadir; her
bir uctaki 17 bazin 14 tanesi genus-spesifiktir ve tiim mevcut bilinen hantavirus sekanslarinda
uclarin tamamlayicilig, 9. pozisyondaki yanlis eslesme ile eksiktir (14;15). 10. pozisyondaki
kurallara uymayan U-G ¢ifti, G—A degisiminin kurallara uyan ¢iftlesmenin onarimina neden
oldugu BAY ve PH hantaviruslarinda degil, HTN, SEO, PUU, SN ve BCC hantaviruslarinda
bulunmaktadir. Hantaviruslarin tahmin edilen panhandle-benzeri yapilarinin, vezikiiler
stomatitis ve influenza viruslarindakine benzer sekilde, viral transkripsiyon ve replikasyonun
regiilasyonunda gorev aldig1 diisiiniilmektedir (16;17). Genomun uglari, yalnizca monofosfat
iceren 5’ uclarinda replikasyon sonlanmasimnin  6ngériilldigii  prime-and-realign
mekanizmasinda yer aldig1 diigiiniilen 3 t¢liiniikleotit tekrar1 igerir (5 pUAGUAGUAG) (9).
Hantaan virusta, mRNA sentezi ve virus replikasyonunun baglatilmasi igin prime-and-realign
modeli onerilmektedir (18). Bu prime-and-realign mekanizmasinda, baslikli RNA onciisii
baslangigta, viral genom kalibinin 3” ucuyla primerlenir ve birkag niikleotitten biri tarafindan
uzatilir. Yeni olusan zincir sonradan, terminal sekans tekrarlarindan dolayr uzun mesafeli
uzama meydana gelmeden Once geriye dogru yeniden gruplanir (realign). Bu modelde 3’ G
rezidiisii (kalintistyla) veya tek bir GTP ile sonlanan baglikli RNA oOnciisii, sirasiyla
transkripsiyon veya replikasyon i¢in primer olarak kullanilir. Prime-and-realign mekanizmasi
ayrica, viral mRNA’ larin 5° ucundaki ekstra tekrarlayan niikleotitlerin varliginin a¢iklanmasi

icin, Germiston ve LaCrosse bunyaviruslari i¢in de onerilir (19).

2.1.2. Hantaviral infeksiyonlar ve Epidemiyoloji

Hantaviruslar (genus Hantavirus, aile Bunyaviridae), insanlarda iki klinik sendroma
neden olur: Asya ve Avrupa’ da renal sendromlu kanamali ates (Hemorrhagic fever with renal
syndrome “HFRS”) ve Amerika’ da hantavirus pulmoner sendromu (Hantavirus pulmonary
syndrom “HPS”) (7). Oliim oranlari, Puumala virusun sebep oldugu HFRS i¢in <%0,5’ ten,
HTN virusun sebep oldugu HFRS icin yaklasik %5-10" a kadar degisim gosterir. HPS ise
yaklagik %50 6liim oranina sahiptir (20). Baz1 salginlarda ise 6liim oranlari, HFRS i¢in %12,
HPS igin ise %60’ a kadar ulasabilmektedir (4).

Ciftciler, askerler, avcilar, kamp yapan insanlar, doga yiirliyiisii yapan kisiler ve
laboratuar calisanlart hantavirus infeksiyonlarinda 6nemli risk gruplaridirlar (21).

Dobrava-benzeri virus, 2002 yilinda, Estonya’ nin Saaremaa adasinda yakalanmis olan

cizgili orman faresinden (Apodemus agrarius) izole edilmistir. Genetik calismalar, agiga
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cikarilmis G1/G2 proteinlerinin aminoasit sekanslarinin %6’ dan fazla cesitlilik gosteren
Saaremaa izolat1 ve Slovenya’ dan Dobrava prototipinin M segment sekanslari arasinda %19’
a kadar ¢esitlilik oldugunu agiga ¢ikarmistir. Virus baslarda, Dobrava virusun A. agrarius-
tagiyicili varyanti olarak kabul ediliyordu, fakat biriken genetik veriler, DOBV’ un alt tiirti
olarak yeniden siniflandirilmasin1 ya da benzersiz bir hantavirus tiirli olarak anilmasi
tartismalarin1 yaratmistir (22). Macaristan’ da 1999 yilinda yapilan bir ¢alismada, asil
konake¢isi olmayan A. agrarius’ ta DOBV varliginin gosterilmigtir. DOBV’ un hem A.
agrarius’ ta hem de A. flavicollis’ te bulunmasinin ise, akraba olan rodent konaklarinda
bulunan hantaviruslarin birbiriyle iliskili yayilimi hipotezinin gelismesine olanak taniyan bir
kanit olarak gosterilmistir (23). Sonra, SAAV-benzeri tiirler A. agrarius’ ta, orta Rusya ve
Slovakya’ da tanimlanmigtir. Slovenya’ nin aymi bolgelerinden analiz edilen iki rodent
tirlinden - A. agrarius ve A. flavicollis - alinmis hantavirus sekanslar1 arasinda kayda deger
genetik ve filogenetik farkliliklar oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Benzer tablo Slovakya’ da da
gozlemlenmistir. Bu bulgular, konukgu tiirler ile hantavirus tipleri arasinda yakin iligki fikrine
uyan bir bi¢gimde, her iki virus tiiriiniin (4. flavicollis’ te DOBV ve A. agrarius’ ta SAAV)
karisim olmadan ayn1 alan i¢inde, birlikte-yayildigina kanit olmustur (22).

Dobrava hantavirusu kokensel olarak Slovenya’ da kesfedilmis ve izole edilmistir
(24).

PUUV, Muridae ailesinin Arvicolinae alt ailesine mensup kizil orman faresiyle
(Myodes glareolus) taginir. Virus, kuzey ve orta Avrupa ve Rusya’ nin bati kesimindeki
insanlart etkileyen renal sendromlu kanamali atesin 1limli formu olan nephropathia epidemica
(NE) etmenidir. Konukg¢u rodentlerde virus, hayat boyu kalici asemptomatik infeksiyona

sebep olur (25).



Tablo 1. Avrupa’ da sirkiile eden hantaviruslar (26).

Virus Tas1yict Rodent Hastalik

Puumala Myodes glareolus (kizil orman faresi) HFRS (1limli, NE)

Dobrava Apodemus flavicollis (sar1 boyunlu orman faresi) | HFRS (siddetli)

Saaremaa Apodemus agrarius (¢izgili orman faresi) HFRS (1liml1)
Tula Microtus arvalis (Avrupa’ nin yaygm tarla | Hastalikla ilgisi yok
faresi)
Seoul Rattus norvegicus, Rattus rattus (rat) HFRS (1980’1erde

sadece laboratuarlarda

salgin dogrulanmis)

HFRS=renal sendromlu kanamal1 ates, NE=nephropathia epidemica
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Sekil 2. Sadece A. flavicollis’ in dagilimi (pembe), A. flavicollis ve A. agrarius (mavi),
sadece A. agrarius (sar1); dogu (gri) ve batiya (beyaz) doniik olan rodent figiirleri Saaremaa veya
Dobrava sekanslarinin sirasiyla A. agrarius ve A. flavicollis’ te bulundugu iilkeleri gostermekte; gri
noktalar Saaremaa veya Dobrava’ dan kaynaklanan insan hantavirus infeksiyonlarini géstermekte;
siyah noktalar ise ¢apraz notralizasyon testleri veya RT-PCR ve sekanslama ile teyit edilen olgulari
gostermektedir (23).
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Sekil 3. Diinya genelinde hantavirus tiirlerinin dagilimi. HPS: Hantavirus Pulmoner
Sendromu, HFRS: Renal Sendromlu Kanamali Ates (8).

2.1.2.1. Tiirkiye’ de Durum

HFRS Tiirkiye’ de ilk defa 2009 yilinda Karadeniz kiyisindaki salgin sirasinda
tanimlanmistir (3). Hastaneye yatan hastalar arasinda 6liim orani %8 idi ve PUUV’ e gore
vakalarm DOBV’ den kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (27). Oliimciil bir DOBV infeksiyonu,
Tiirkiye’ nin Avrupa tarafinda bulunan Istanbul’ un kentsel béliimiinde gozlenmistir (28).
DOBYV infeksiyonu ayrica iki hastada, Dogu Karadeniz Bolgesi’ nde bulunan Giresun ilinde
serolojik olarak tanis1 konmustur (29).

2.1.3. Hantavirus Replikasyonu

Hantaviruslarin hiicreye girisi i¢in bircok reseptdr tanimlanmistir. Hantaviruslar,
endotel, epitel, makrofaj, folikiiler dendritik ve lenfosit hiicreler gibi genis hiicre tiplerini,
konukgu hiicre ylizey reseptorlerine kendi viral glikoproteinleri araciligiyla baglanarak infekte
edebilirler (30; 31). Cok cesitli ¢aligmalar gostermektedir ki; viral glikoproteinlere baglanan
reseptorlerin genis bir grubunu integrinler i¢ermektedir. Bl integrin, apatojenik olarak
nitelendirilen Microtus-kaynakli hantaviruslarla iliskili iken, B3 integrin ise HFRS ve HPS
etkeni olan patojen hantaviruslar ile iliskilidir (32, 33, 34). Integrinler hiicreye giriste rol
oynayan tek reseptorler degildir, zira B3 integrinden yoksun hiicrelerin infeksiyona izin
vermeleri buna en acgik gostergedir (35,36). Yapilan ¢alismalarla lektin molekiillerinin de
hiicreye giriste hantaviruslara yardimci oldugu gosterilmistir (37). Hantaviruslar polarize
haldeki hedef hiicrelere apikal ve bazolateral membran yiizeylerinden giris yapabilirler (38,

39). Ornegin Hantaan virus, klatrin-kapli kuyucuklarla hiicreye giris yapar ve bunu erken



endozomlar ve ardindan gelen ge¢ endozom ya da lizozom formasyonu takip eder (40).
Endolizozomal kompartmanlarda virus once soyulur ve ii¢ riboniikleoprotein (RNP)
sitoplazmada serbest hale gelir. Viral RNA bagimlt RNA polimeraz (RdRp), S, M ve L
mRNA’ larinin artmasimi saglayacak sekilde ilk transkripsiyonu baslatir. S ve L mRNA
transkriptlerinin  translasyonu serbest ribozomlarda gergeklesirken, M  segment
transkriptlerinin translasyonu partikiillii endoplazmik retikulumdaki bagli ribozomlarda
gerceklesir. Hantaviruslarda, N proteini hayati 6nem tasiyan bir proteindir ve infekte hiicre
sitoplazmasinda en bol bulunan viral proteindir (41). Dahasi, yapilan aragtirmalar
gostermektedir ki, N proteini konuk¢u immiin sistemini degistirerek viriise savunma
yaratmaktadir (41, 42). Glikoprotein onciilii, endoplazmik retikuluma (ER) girerken Gn ve Ge
olarak proteolitik olarak islem goriir (43, 44). Gn ve Gc proteinleri ER’ de glikozillenerek
Golgi kompleksine transfer edilir (45). Ilk transkripsiyonu takiben viral polimeraz
mekanizmay1 transkripsiyondan replikasyona g¢evirerek S, M ve L genomik RNA’ larini
cogaltmay1 saglar. Yeni sentezlenen viral RNA’ lar N proteini tarafindan RNP formuna
enkapside edilirler (46).

Hantaviruslar matris proteinlerine sahip olmadiklar1 i¢in, N proteini birlesmede
anahtar rol oynar. Konfokal mikroskopi kullanilarak yapilan bir ¢aligmada, N proteininin
Hantaan virus ile infekte Vero E6 hiicrelerinde, ER, Golgi aygit1 ya da erken endozomda
degil, ER-Golgi ara komparttimaninda (ERGIC) Ilokalize oldugu gosterilmistir (47).
Bunyaviridae ailesinin diger {iyelerinden olan Bunyamwera virus ve Uukuniemi viruslarinda
ise viral proteinler ve virion partikiilleri Golgi kompleksinde birikir (48, 49). Bu da ER-Golgi
ara kompartmani ve Golgi aygitinin virus birlesmesinde Onemli bir yeri oldugunu
gostermektedir. Bir Yeni Diinya hantavirusu olan Black Creek Canal virus (BCCV) iizerinde
yapilan ¢aligmada, birlesmenin plazma membrani {izerinde oldugu gézlenmistir. Bu da, Yeni
Diinya hantaviruslarinin, Eski Diinya hantaviruslarinin intraseliiler birlesmesinden farkli

olarak, plazma membrani {izerinde birlesip olgunlastig diisiincesini ortaya ¢ikarmaktadir (50).

2.1.4. Hantavirus Tanisi

2.1.4.1. Seroloji

Bircok virus infeksiyonunda oldugu gibi, hantavirus tanisinda da kullanilan bir¢cok
yontem vardir. Hantaviruslarin tehlikeli dogalarindan, yavas replikasyon siireclerinden ve
hiicre kiiltlirlerindeki diisiik ve degisken verimlerinden 6tiirli serolojik yontemlerde antijen

olarak rekombinant hantavirus proteinleri  kullanilmaktadir.  Baculovirus-eksprese
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rekombinant proteinler, E. coli-eksprese proteinlere gore optimal sensitivite ve spesifite
gostermektedir. Zira, Baculovirus-ekspresyon vektor sistemleri; antijen saflastirmasina ihtiyag
duymadan, biiylik miktarda diizgiin olarak post-translasyona ugramis (katlanma, disiilfit
baglar1 olusumu, oligomerizasyon, glikozilasyon, agilasyon, proteolitik kesim), biyolojik
olarak aktif ve fonksiyonel rekombinant proteinlerin iiretilmesini saglarlar. Fakat yine de

serolojik yontemlerde direkt viral antijenler de kullanilmaktadir (51).

Akut faz hantavirus tanisinda, nested RT-PCR, IgM ve IgG IFAT ve ELISA, Western
Blotlama, Fokus Rediiksiyon Nétralizasyon Testi (FRNT) ve Strip Immunblot yontemi gibi
yontemler kullanilirken, epidemiyolojik ¢aligmalarda ise IFAT ve ELISA oOzellikle yiiksek
aviditedeki IgG antikorlarini tespit etmeye yonelik kullanilir (7).

2.1.4.1.1. Immunfloresans Antikor Testi (IFAT)

Serolojik testler icerisinde immunfloresans antikor testi (IFAT) tarihi agidan en eski
yontemlerden biri olup, hantavirus tanisi i¢in, antijen olarak virus epitoplarini igceren virus ile
enfekte hiicreleri kullandigi i¢in en duyarli testlerden biri olarak kabul goriir ve bu sebeple
altin standart yontem olarak adlandirilir (52, 53). Bu sebepten 6tiirii immunfloresans antikor
testi, laboratuar hayvanlarinda hantavirus varligi taranmasi amaciyla kullanilmaktadir (54).
Immunfloresans antikor testi, direkt ve indirekt olarak ikiye ayrilir. Direkt IFA antijen tespiti
icin kullanilir. Bilinmeyen antijen lam iizerine fikse edilir. Siiphelenilen antijene karsi,
floresan isaretli, bilinen antikor eklenir. Belirli bir inkiibasyon sonrasi yikama yapilir ve
floresan mikroskobunda gézlem yapilir. Indirekt IFA ise antikor tespiti igin yapilir. Bilinen
antijen lam iizerine yayilir. iginde siiphelenilen antikoru igeren drnek bu lama uygulanir ve
inkiibe edilir. Yikama sonrasi floresans isaretli anti-anti Ig’lerle inkiibe edilir ve floresan
mikroskopta incelenir (55). E6 hiicre hattinda ¢ogalmis dogal virusun kullanildigi indirekt
immunfloresans yontemi, duyarli ve grup spesifik bir test olmast ve hem IgG hem de IgM
antikorlarim tespit edebildigi i¢in serolojik yontemler i¢inde en c¢ok kullanilan ydntemdir.
(52). Indirekt IFA ile yapilan bir ¢alismada; Hantaan sus Z10 ve Seoul sus Z39 ile infekte
Vero E6 hiicreleri lam iizerine yayillmis ve havada kurutularak asetonla fikse edilmistir.
Antikor yoniinden incelenecek olan serum PBS ile seri diliisyonlara ugratilmis ve lama
uygulanarak 30 dak. 37 °C’de inkiibe edilmistir. Lamlar PBS ile yikanmis ve fluorescein
isothiocyanate (FITC)-isaretli tavsan anti-insan IgG ya da rat 6rnekleri i¢in FITC-isaretli keci
anti-rat 19G ile 30 dak. 37 °C’de inkiibe edilmistir. Ornekler UV 15181 altinda incelenmistir.

Sitoplazmik graniillerde floresans goriilmesi pozitif olarak yorumlanmaistir (56).
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2.1.4.1.2. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Hantavirus enfeksiyonlarimin rutin klinik tanisi, dogal viral antijenler kullanilarak, ya
immunfloresans yontemi ile ya da ELISA ile yapilmaktadir (57). ELISA yontemi, hem IgM
antikorlarini, hem de IgG antikorlarini tespit etmeye yonelik calisilabilmektedir. Yapilan bir
calisgmada ELISA, Sin Nombre N proteinine karsi olusturulan IgG antikorlarini belirlemek
icin kullanilmistir. Belirli bagh antikor, anti-insan IgG (agir ve hafif zincirler) peroksidaz-
bagl kec¢i IgG’si ile belirlenmistir. Renk, 2,29-azinobis-3-ethylbenzthiozoline sulfonic acid
(ABTS) substrati eklenerek gozlenmistir. 1:100 IgG titresini ge¢mis Ornekler hantavirus
enfeksiyon bulgusu olarak yorumlanmistir (58). Akut hantavirus hastalarinin hizli tanisi igin
IgM ELISA yontemi daha basarili sonuglar vermektedir (59). Hantavirusun niikleokapsit
proteini, erken insan antikor cevabi i¢in baskin antijenik hedef oldugu igin ve yiiksek seviyede
N-spesifik IgM hastaligin akut fazinda iretildigi icin, niikleokapsit proteini (Np) ELISA

yontemi i¢in en etkili ve en elverisli proteindir (60).
2.1.4.1.3. Strip Immiinblotlama Testi (SIA)

Ozellikle Sin Nombre virus (SNV) niikleokapsit (N) antijenine karsi olusturulan
antikorlarin belirlenmesine yonelik ¢alismalarda siklikla, ticari bir kit olan SIA kullanilir.
Bantlar 4 farkli SN virus antijeni ve Seoul virus i¢in rekombinant niikleokapsit proteini
icermektedir. Bu striplere siliphelenilen hasta serumu uygulanmaktadir. Hasta serumunda
antikor varsa strip {izerine baglanmaktadir ve bu bagl antikorlar horseradish peroksidaz bagl
ke¢i anti-insan agir ve hafif zincir antikoruyla belirlenmektedir (61, 62, 63). Strip
immunoblotlama yontemi, PUUV ve SNV tanist i¢in hem duyarli hem de hizli bir test

olmasina karsin, HTNV ve SEOV infeksiyonlarinin tanisi i¢in duyarliligr diisiiktiir (64).
2.1.4.1.4. Western Blotlama (WB)

Western blotlama; elektroforez islemiyle poliakrilamid jelde gog ettirilen proteinlerin,
destek membrana transferi ve membrandaki proteinlerin immiinolojik metotlarla
gosterilmesidir. Blotlamadan once, calisilan ornekteki proteinler elektriksel ortamda jel
lizerinde go¢ ettirilmektedir. Proteinlerin elektroforezleri sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid
jelde  (SDS-PAGE) gergeklestirilir.  SDS-PAGE, proteinlerin  ayristirilmast  ve
saflastirilmasinda kullanilan temel biyokimyasal yontemlerden biridir (65). Enfekte Vero E6

hiicreleri SDS-PAGE kullanilarak ayrimlanmis ve nitroselliiloz membrana aktarilmislardir.
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Escherichia coli’ de eksprese edilmis rekombinant N antijenleri (rN) ile bagisiklanmis olan
tavsan serumu belirleyici antikor olarak kullanilmistir. Bdylece membranda tutulmus olan
antijenler belirlenmistir. Bagli antikorlar ise HRP-bagli protein A ve substrat olarak 4-klor-1-

naftol ile belirlenmistir (66).
2.1.4.1.5. Fokus Rediiksiyon Notralizasyon Testi (FRNT)

FRNT; genis capta, plak indirgeme nétralizasyon testine alternatif olarak hantavirus
notralizasyon cevap caligmalart i¢in  kulanilir. Cilinkii bazi1 hantaviruslar hiicre
monolayerlerinde tutarli plaklar olusturamazlar (61). Hasta serumu seri diliisyonlara ugratilir
ve esit miktarlarda hantavirusun ilgili susunun odak olusturan iinitesiyle (ffu) karistirilir ve
inkiibasyona birakilir. Bu karisim, hiicre kiiltiir plaklarinin gozlerine eklenir ve inkiibasyona
birakilir. Daha sonra Tavsan anti-hantavirus serumu ve bunu takiben peroksidaz bagl keci
anti-tavsan IgG eklenir. Substrat ilavesinden sonra gozlem yapilir. Viriis notralizasyon titresi
olarak ise genelde odak numarasinin %80 rediiksiyonu kabul edilir (22). Daha yiiksek
duyarlilik ve daha kisa inkiibasyon siiresi ile avantaj saglayan kemiliiminesans fokus
rediiksiyon notralizasyon testi, klasik FRNT’ nin oniline ge¢cmektedir. Bu yoOntemde,
Hantaviruslarin Vero E6 monolayerinde detekt edilebilir seviyeye ulasmasi i¢in, kullanilan
hantaviriis tiiriine baglh olarak 5-11 giin ¢ogalma icin beklenir. Hiicreler metanol ile fikse
edilir. Uzerine primer antikor eklenerek inkiibe edilir, daha sonra HRP-bagli sekonder antikor
eklenerek inkiibe edilir. Kemiliiminesans substratin ilavesinden sonra enfekte hiicre odaklari

direkt olarak otoradyografi ile goriintiilenebilir (67).

2.1.4.2. Hantavirus Molekiiler Tanisi

Hantaviral infeksiyonlarda hizli tan1 ok énemlidir. Ozellikle HPS, yiiksek vaka 6liim
oranlari ile hizli gelisen bir hastaliktir, bu sebepten o6tiirii, hizli tan1 testlerine olan ihtiyag
aciktir. 12 ile 24 saat arasinda, hasta akut atesli hastaliktan, solunum yetmezligi ve
kardiyojenik sok ile gelisen ciddi pndmoniye gegebilir. Bu yilizden hizli tani, bu hastalar igin
esastir. Virus genomunun tesbitine dayanan yiiksek duyarliliktaki tani testleri gelistirilmistir.
Hastaligin baslangicindan sonraki ilk giinden itibaren, kan, serum ya da organ pargalar1 gibi
klinik 6rneklerden ters transkripsiyon polimeraz zincir tepkimesi (RT-PZT) ile hantavirus
genomu hizli bir sekilde saptanabilmektedir. Fakat, insan ve rodent doku 6rneklerindeki viral

RNA’ nin diisiik seviyelerde bulunmasindan 6tiirii, yliksek homolojiye sahip bolgeler i¢in
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se¢ilmis primerler kullanilarak gergeklestirilen yuvalanmis-RT-ZT’ ye (nested-RT-PCR)
gerek duyulabilmektedir (4).

2.1.4.2.1. Yuvalanms Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Tepkimesi (Nested
RT-PCR)

Hiicre kiiltiirtinde virus izolasyonu ve poliklonal veya monoklonal antikorlarla
notrofillerde ve periferal kan mononiikleer hiicrelerinde antijen tespiti erken HFRS tanisi icin
yararli olarak rapor edilmektedir. Fakat klinik 6rneklerden hantavirus izolasyonu ¢ogunlukla
zor olmaktadir. En iyi ihtimalle dahi, virusun primer izolasyonu haftalar alabilmektedir. iki ya
da ii¢ pasaj ise cogu durumda gerekli olmakta ve bu kadar uzun siiren bir proses, 6zgiilliigii ve

duyarlilig1 yiiksek olmasina karsin, tanisal agidan degerini yitirmektedir.

Ters-transkripsiyon polimeraz zincir tepkimesi, cins spesifik veya tiir spesifik onciiller
tasarlanarak, bize tiir bazinda, hizli ve giivenilir sonuglar vermektedir (68). Daha 6nce de
belirtildigi gibi, 6zellikle HPS gibi hizli gelisen ve mortalitesi yiiksek olan bir hastalik igin
hizli tani, 6nem teskil etmektedir.12 ile 24 saat icerisinde hastanin klinigi 6limciil seviyelere
gelebilmekte, bu sebeple de hizli tan1 konmasi gerekmektedir. Hastaligin baslangicindan
sonraki ilk giinlerde, kan, serum ya da organ parcalar1 gibi klinik 6rneklerde hantavirus
genomu ters transkripsiyon PZT ile hizli bir sekilde tespit edilebilmektedir. Hastada
semptomlarin goriildiigii ilk giinden 6nceki gilinlerde viral genomun tespit edildigine yonelik

yayinlar bulunmaktadir (69, 70).

Serolojik testlerde goriilen hantaviruslar arasi gapraz-reaksiyon riski de goz Oniine
aliminca, infekte hantavirus tiirlinii, o tiire spesifik tasarlanan onciiller ve daha sonrasinda
yapilan sekanslama yontemi ile giivenilir bir sonug elde edilmesi 6nem kazanmaktadir. insan
ya da rodent doku orneklerinde diisiik miktarda viral RNA varliginda ise, yiiksek homoloji
gosteren bolgeler (genelde S segmentin korunmus 3’ ve 5° bolgeleri) icin secilmis Onciiller
kullanilarak gerceklestirilen ve iki basamakta gerceklesen yuvalanmis ters transkripsiyon PZT
yontemi gerekmektedir (71, 72, 73).

2.2. Polimeraz Zincir Tepkimesi (PZT)

Belli bir DNA dizisini 6zgiin olarak c¢ogaltmak i¢in kullanilan PZT, Kary Mullis
tarafindan 1986 yilinda kesfedilmistir. PZT, klonlama yapmaya gerek kalmadan, bir

genomdan 6zgilin bir DNA dizisinin ¢ok sayida kopyasini ¢ikarma olanagi saglar. Bu igslem
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tamamen in vitro kosullarda DNA sentezidir. PZT, tek iplikli DNA’ y1 kalip alan ve
deoksiriboniikleotitleri substrat olarak kullanan DNA polimeraz enzimi ile gergeklestirilir.
DNA polimeraz, biitiin diger polimerazlar gibi, 5’—3’ yoniinde sentez yapar ve senteze
baslamasi i¢in mutlaka serbest 3’-OH grubuna gereksinim duyar. PCR’ da kullanilan 6nciiller
oligoniikleotitler olup, enzimin senteze baslamasi i¢in bu 3’-OH grubunu saglar. Daha sonra
DNA polimeraz, onciillerin ucuna serbest deoksiriboniikleotitleri ekleyerek komplementer
DNA ipligini sentezler. Bu karisim, enzimin verimli ¢alismast amaciyla en uygun kosullari
saglamak icin tampon bir ¢dzeltide, genellikle 20-100 pL hacimde hazirlanir. iki sentetik tek
iplikli oligoniikleotit olan Onciillerin biri kalip (sense ya da forward) olarak kullanilan DNA’
dan sentezlenecek olan hedef DNA dizilerinin 5 smiri, digeri ise onun komplementeri
(antisens ya da reverse) olan ipligin 5’ simirindaki niikleotit dizileri ile komplementerdir.

Onciiller genellikle, 15-35 niikleotit uzunlugundadir (74).
PZT reaksiyonunda temel ii¢ basamak vardir:

1- Ilk adimda, ¢ogaltilacak DNA denatiire edilerek, tek zincirli hale getirilir (90-95
°C’ de yaklasik 5 dakika siireyle).

2-  Sicaklik 50 ile 70 °C arasinda bir degere diisiiriiliir ve primerlerin tek zincirli hale
getirilmis DNA’ ya baglanmasi saglanir.

3- DNA polimerazin 1siya dayanikli bir sekli (sicak su kaynaklarinda yasayan bir
bakteriden elde edilenenzim, Taq polimeraz) reaksiyon karisimina ilave edilir ve DNA sentezi

70 ile 75 °C arasindaki sicaklikta gerceklesir.

PZT, zincir tepkimesi olarak adlandirilir, ¢iinkii bu iic basamak her defasinda
tekrarlanir ve yeni zincirler bir sonraki dongiide kalip olarak kullanilarak DNA zincirlerinin
sayist her defasinda iki katina ¢ikar. Yaklagik otuzbes dongii sonra ise DNA miktari 2% artmug
olur. Bu sebeptendir ki, baslangic DNA miktar1 ¢ok az olsa bile, sonucunda elde edilecek
DNA miktar1 bir milyondan fazla kopya olacaktir. Bu islem thermocycler (1s1 dongiiciisii) adli
otomatik cihazlarda, dongii sayist ve sicakliklar1 belirten programlar Onceden girilerek

gergeklestirilir.

PZT ile yapilan klonlama islemi, konak¢i hiicre ile yapilan klonlamadan daha
avantajlidir. PZT reaksiyonu hizlidir ve konakgi ile yapilan klonlama islemi haftalar alirken
PZT ile yapilan klonlama birka¢ saat i¢inde tamamlanir. Onciillerin tasarlanabilmesi ve

tepkime kosullarinin belirlenebilmesi i¢in hedef DNA’ nin niikleotit dizisi hakkinda bilgi
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sahibi olunmalidir. Calisma sirasinda tepkime karisimina bulasabilecek kiigiik bir

kontaminant dahi ¢aligmay1 bozabileceginden, ¢ok dikkatli ¢aligiimalidir (75).
2.2.1. Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Tepkimesi (RT-PCR)

Ters transkripsiyon polimeraz zincir tepkimesi, PZT’ nin bir modifikasyonu olup, PZT
amplifikasyonundan once retroviruslerin ters transkriptazinin kullanilmasi ile viral RNA’ nin
ya da mesajct RNA’ nin DNA’ ya cevrilmesi agsamasini igerir. Hantavirus dizileri, RT-PZT
onciilleri olarak, 1993° te New Mexico’ nun Four Corners bdlgesinde hemorajik pulmoner
hastalik salginina sebep olan etkeni tanimlamak i¢in kullanilmigtir. Calisma sonucunda ise,

hantavirus, enfeksiyon etkeni olarak gdsterilmistir (76).

Ters transkriptaz (RNA-bagimli DNA polimeraz) iki tiir aktiviteye sahiptir: DNA
polimeraz aktivitesi ve RNaz H aktivitesi. DNA polimeraz aktivitesinde, viral RNA’ y1 ya da
mRNA’ y1 kalip olarak kullanarak DNA sentezi islevini gerceklestirir. RNaz H, RNA-DNA
hibritlerindeki RNA’ y1 pargalayan bir riboniikleazdir. Ekzo- ve endoniikleaz aktivitesine
sahiptir. Ticari olarak en ¢ok kullanilan iki ters transkriptaz enziminden biri tek polipeptid
zincirli olup losemi viriisi (Moloney Murine Leukemia Virus=MMLYV), digeri de iki
polipeptid zincirlidir ve Avian Myeloblastozis Virusuna (AMV) aittir. Bu enzimlerin islevleri
sonucunda RNA molekiiliinden komplementer DNA (cDNA) elde edilir (74). PZT isleminde
sadece DNA molekiilii kalip olarak kullanilabildigi icin, RNA’ nin 6ncelikle cDNA sentez
islemine tabi tutulmas: gerekmektedir . icinde; RNA ekstrakti, deoksiriboniikleozid trifosfat
(ANTP)’lar, Random Heksamer primeri (tasarlanmis primerler de kullanilabilir), RT tamponu
(Tris, MgCl,, KCI) bulunan reaksiyon karisimi RNA linearizasyonunu saglamak igin 95
%C’de 3 dk. bekletilir. Siire sonunda 4 OC’ye sogutulan karisima RNaz inhibitorii ve Ters
Transkriptaz ilave edilerek 37 °C’de 1-2 saat inkiibe edilir ve cDNA sentez islemi

gerceklestirilmis olur (72).
2.2.2. Yuvalanms Polimeraz Zincir Tepkimesi (Nested-PZT)

Klasik PZT reaksiyonunda bir ¢ift 6nciil bulunurken, yuvalanmis PZT reaksiyonunda
iki ¢ift onciil kullanilir. D1 onciil ¢iftleri, DNA’ da, hedef bolgenin bulundugu parcadan daha
biliyiik bir pargayr ¢ogaltir, i¢ Onciil ciftleri ise, bu par¢adan, asil hedef olan bélgenin
cogaltilmasimi saglar. Yuvalanmis PZT’ nin en biiyiik avantaji, 1. PZT sirasinda (dis

onciillerle gerceklestirilen) ¢ogaltilan bolge yanlis olsa dahi, 2. PZT sirasinda (i¢ dnciillerle
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gergeklestirilen) hedef bolge mutlaka cogaltilabilmektedir. Bu sebeple bu yontem, g¢ok
spesifik bir PZT yontemidir (77). Yontemin en biiyiik kisitlamasi ise, tekrarli bir PZT islemi

gerektirdigi i¢in, kontaminasyon riskinin iki katina ¢ikmasidir.

Sequence
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Sekil 4. Yuvalanmis Polimeraz Zincir Tepkimesi Basamaklari (77).
2.2.3. Kademeli Sicaklik Diisiirme (Touchdown) PZT

Ozellikle kompleks genomlarda, hedef bolgenin ¢ogaltildigi PZT reaksiyonlarindaki
en biiyiik problemlerden biri, liriin spektrumunda gozlenen spesifik olmayan yalanci bantlarin
varhgidir. [Mg"™"] miktarinin optimize edilmesi ya da baglanma sicakligimin arttirilmasi bu
sorunu ¢ozebilir. Ya da bir PZT ¢6ziimii olan kademeli azalan PZT (touchdown PZT) ile, her
bir siklusta 1 °C azaltma ile baglanma sicaklig1 65 °C’ den 55 °C’ ye 10 siklus sonra diisecek
ve dogru Ty sicakligini yakalama ihtimali her siklus i¢in 2 kat, her sicaklik i¢in ise 4 kat
artacaktir. Bu durumda, 5 °C’ lik fark, 4° kat avantaj saglayacaktir. Bu teknikte onciil
baglanma sicakliklart ilk once ¢ok yiiksek tutularak onciillerin spesifik olarak hedef diziye

baglanmas1 amaglanmaktadir (78).
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2.2.4. Agaroz Jel Elektrofezi

Agaroz ortalama molekiil agirligi 12000 olan dogrusal bir polisakkarittir ve kirmizi bir
alg tiirti olan Agar agar’ dan izole edilir. Birbiri ardina gelen galaktoz ve 3,6-anhidrogalaktoz
birimleri agarobiyozu (agarobiose), agarobiyoz da agarozu olusturur. Yiiksek sicakliklarda
suda ¢oziinmesi ve sogutuldugunda bu polimerde ¢apraz baglarin olusmasi sonucu jel yapisi
olusur. Agaroz, orta biiyiikliikte ve bliyilk DNA molekiillerini elektroforezle ayirmak igin en
yaygin destek ortamidir. Ayristirilacak molekiillerin biiyiikliigiine bagl olarak genelde %0.3

ile %2.0 agaroz konsantrasyonlar1 kullanilir (Tablo 2).

Tablo 2. DNA molekiiliiniin biiyiikliigline gore agaroz konsantrasyonlari (74).

Agaroz Konsantrasyonu (%agirlik/hacim) | Dogrusal DNA Molekiiliiniin Biiyiikligi
(kb)
0.3 5.0-60.0
0.6 1.0-20.0
0.7 0.8-10.0
0.9 0.5-7.0
1.2 0.4-6.0
1.5 0.2-3.0
2.0 0.1-2.0

En c¢ok 50 kb’ a kadar olan niikleik asitler agaroz jel elektroforezi ile ayrigtirilabilir.
Agaroz konsantrasyonu ayarlanarak jelde molekiillerin hareket ettigi porlarin ¢api
degistirilebilir. Jelin konsantrasyonu arttikca porlarin ¢apr kiigiiliir. Boylece kiiciik DNA
parcalar1 i¢in yiiksek, biiyiilk DNA pargalarii¢in ise disiik agaroz konsantrasyonlar

kullanilarak niikleik asitlerin en iyi sekilde ayrilmalar1 saglanir.

Agaroz jeller, genellikle floresan bir boya olan etidyum bromiir ile boyanir ve UV 15181
altinda DNA pargalar1 goriintiilenir. DNA’ nin jelde goriiniir hale gelmesi, etidyum bromiiriin
DNA’ nin iki zinciri arasina girerek 300 veya 360 nm dalga boyundaki 15181 sogurmasi sonucu

floresan etki gostermesi ile gerceklesir. Yapisi itibari ile eslesmis bir piirin ve pirimidin
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bazina benzer ve bu 6zelligi ile de bir baz analogu olarak hareket edip ¢ift zincirli DNA

parcalar1 arasina kolayca yerlesir (74).
2.3. Hantavirus Infeksiyonlarindan Korunma ve Tedavi

Hantaviruslar, rodentler tarafindan tagindigindan o6tiirii, korunmada en etkili yontem,
rodentlerle etkilesimin en aza indirilmesi ile gergeklestirilebilir. Ozellikle agik hava
aktivitelerinde, piknik, kamp gibi doga ile yakin temasla gergeklestirilen aktivitelerde, yemek
ve sular rodentlerin ulasamayacagi yerlerde tutulmalidir. Yasam alanlarinin temizlik
yonetiminin gergeklestirilmesi 6nemlidir. Arazi ¢alisanlarinin ve temizlik iscilerinin ise bu
konuda daha dikkatli olmalar1 gerekmektedir. Zira yerlerin siipiiriilmesi sirasinda yerden
kalkan toz partikiilleri, hantavirus ile infekte rodent ¢ikartilari ile bulasik olabilmekte, bu da
inhalasyonla kisiye gecebilmektedir. Ozellikle tehlikeli bdlgelerde calisan kisiler mutlaka

maske gibi korunma ekipmanlari takip ¢alismalidir.

In vitro ¢alismalar ve hayvan denemeleri, hantavirus replikasyonunun ribavirin ve a-
interferon tarafindan inhibe edildigini gostermektedir (79; 80). Bu sebepten Otiirli ribavirin,
hantaviral enfeksiyonlarin tedavisi i¢in oOzellikle Cin Halk Cumhuriyeti’ nde sikca
kullanilmaktadir. Ribavirin tedavisi sayesinde, HFRS’ de mortalite oraninda azalma
goriilmesi ribavirinin tedavi basarisim gostermektedir (81). Hantavirus enfeksiyonlari i¢in

gelistirilen asilar ise 6lii virus ve rekombinant DNA teknolojisi ile gelistirilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Yapilan ¢alisma, girisimsel olmayan deneysel nitelikte bir caligmadir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Calisma, 2010-2013 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Arastirma  Tirkiye’nin  batt  bolgelerinden toplanan kemirici  Ornekleri  iizerinde

gerceklestirilmistir. Insan iizerinde bir ¢aligma yapilmamustir.
3.4. Calisma Materyali

Arastirmada Kirklareli-igneada bolgesinde kapan tuzaklarla yakalanmis, Hantaviruslarim
potansiyel rezervuarlari olan rodentlerin (6zellikle Apodemus flavicollis, Apodemus agrarius,
Apodemus sylvaticus, Microtus guentheri vs.) dokular1 kullanilmistir. Toplamda 90
hayvandan; 48 tanesi Apodemus flavicollis, 17 tanesi Microtus guentheri, 18 tanesi Apodemus
agrarius, 5 tanesi Apodemus sylvaticus ve 2 tanesi de Apodemus iconicus’ tur. Dokular
Agustos 2009 tarihlerinde yakalanan hayvanlardan servikal sub liikksasyon ile sakrifiye
edilerek alinmistir. Toplanan organ Ornekleri derhal kriyovialler iginde alikotlanarak kuru
buzla dolu kutularda laboratuara tasinmis ve isleninceye dek sivi azot icerisinde (- 196 OC)

saklanmustir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Bagimli degisken: Kemiricilerde Hantaviriis RNA’sinin varligi
Bagimsiz degisken: Alandan toplanan kemirici tiirleri

Kontrol: Enfekte olmadigi bilinen kemirici 6rnekleri
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3.6. Veri Toplama Araclar

3.6.1. Kullanilan sarf malzemeleri ve cihazlar

. Cozeltilerin hazirlanmasinda 18.2MQ ddH,0

e  Otoklavlamalar 121° C 1 Atm basing, 15 dakika siireyle yapildi.

%75’ lik Etanol Cozeltisi

%100 etanol (AppliChem 9Q009845) 75 mL

Distile su ile 100 mL’ ye tamamlandi.

%10’ luk Etanol Cozeltisi

%100 etanol (AppliChem 9Q009845) 10 mL
Distile su ile 100 mL’ ye tamamlandi.

2 M HNaO (Sodvum Hidroksit) Stok Soliisyonu

HNaO (MERCK B190662921) 49r
Distile su ile 50 ml’ ye tamamlandi.

8 mm HNaO (Sodyum Hidroksit) Soliisvonu

2 M HNaO stok soliisyonu 0.2mL

Distile su ile 50 mL’ ye tamamlanda.

%10 Etanolde Coziilmiis 0.1 M Sodyum Sitrat

1 M stok sodyum sitrat ¢ozeltisi SmL

%10 etanol ile 50 mL’ ye tamamlandi.

0,5M Na, EDTA (Ethylenediaminetetraacetate) stok soliisyonu
Na,EDTA (Sigma E5134) 18,6 ¢
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Distile su ile 80 mL’ ye tamamlandi.

pH’1 ayarlamak i¢in 100 mM’ lik NaOH kullanildu.
100 mL’ ye tamamland1 ve otoklavlandi.

Oda sicakliginda saklandi.

Tris-Borik asit-EDTA (TBE 5X)

Trizma base (Sigma T1503) 54 ¢
Borik asit (Sigma B6768) 27,59
0,5M Na,EDTA 20 mL

Distile su ile1000 mL’ ye tamamlandi.

Otoklavlandi, oda sicakliginda saklandi.

Tris-EDTA (TE 1X) pH=8

Tris-HCL (Sigma T5941) 1,576 g

0,5M Na,EDTA 2mL

Bi-distile su ile 1000 mL’ ye tamamlandi.

Otoklavlandi, oda sicakliginda saklandi.

50x Tris Asetik EDTA-1000mL

Tris (Sigma T8524) 0,2 M (242gr)
0,5M Na,EDTA, pH 8,0 100 mL
Asetik asit (Merck 100056) 57,1mL

Distile su ile son hacim 1000 mL’ ye tamamlandi ve oda sicakliginda saklandi.

Etidyum bromit soliisyonu (10 mg/mL)

Etidyum bromit (Sigma E8751) 19
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Distile su 100 mL
Aliiminyum folyo ile kaplandi, oda sicakliginda saklanda.

Distile su cihazi: Simsek Laborteknik SS200

Jel goriintiileme cihazi: VILBER LOURMAT 0519563

Santrifiij cihazi: Heraeus Labofuge 400R

Yatay jel elektroforez cihazi: Thermo Owl Seperation System Inc. EC300XL2
PCR Is1 Dongii Cihazi: Techne TC-412, Techne TC-3000
Vorteks cihazi: IKA NC 28405

Soguk-Sicak Inkiibator Cihazi: MS Major Science MC-01N
Ceker Ocak: Kottermann SystemLabor Typ-2-453-GAND
Siif-11 Mikrobiyolojik Giivenlik Kabini: B-Bilser TS EN 12469

Kullanilan hazir Kitler

TriPure Isolation Reagent (200 mL) (Roche 1-667-165)

Taq DNA Polimeraz (rekombinant) (5 u/pL) (Thermo Scientific #£P0402)
Ribolock RNaz inhibitérii (20 u/pL) (Thermo Scientific #R1321)
M-MuLV Reverse Transcriptase (20 u/pL) (Thermo Scientific #EP0352)
Random Hexamer Primer (0.2 ng/uL) (Thermo Scientific #S0142)
GeneRuler 50 bp DNA Ladder (0.5 ng/nL) (Thermo Scientific #SM0371)
GeneRuler 1 kb DNA Ladder (0.1 pg/nL) (Thermo Scientific #SM0312)
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3.6.2. Rodent Dokularindan RNA izolasyonu

Calismada, dokulardan RNA izolasyonu, TriPure izolasyon reaktifi kullanilarak

gerceklestirilmistir. Izolasyon, TriPure izolasyon reaktifi (Roche 1-667-165) iiretici

yonergelerine gore gerceklestirilmistir. Izolasyon, reaktifin toksik olmasi sebebiyle

“Kottermann SystemLabor Typ-2-453-GAND” ¢eker ocakta gergeklestirilmistir.

1.

10.

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

Yaklasik 50 mg doku, bistiiri ile kesilip, yine bistiliri yardimiyla ¢ok kii¢iik parcalara
ayrild1 ve polipropilen santrifiij tiipiine eklendi.

Uzerine 1 mL TriPure izolasyon reaktifi eklendi, tiipiin agz1 kapatildi ve tiip nazikge
ters diiz edilerek homojenize edildi.

Vorteksleme iglemi ile doku iyice eritildi.

Partikiillerin ¢okmesi amaciyla 4 °C” de 12000 x g’ de 5 dakika santrifiijlendi.

Yeni bir polipropilen santrifiij tiipiine siipernatan aktarildi ve oda sicakliginda bes
dakika bekletildi.

Stipernatanin iizerine 0.2 mL kloroform eklendi, tiiplin kapag: kapatildi ve 15 saniye
nazikge ters diiz edildi.

Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edild.i.

Santrifijj tiipleri 4 °C” de 12000 x g’ de 15 dakika santrifiijlendi. Bu asamada faz ayrimi
gerceklestirilmis oldu.

En {istte olusan renksiz sulu faz yeni bir polipropilen santrifiij tiipline aktarildi. Kalan
ara faz ve alt kirmizi organik faz DNA izolasyonu yapmak i¢in saklandi.

Renksiz sulu faz iizerine 0.5 mL izopropanol eklendi, santrifiij tiipiiniin kapagi
kapatildi ve nazikge birkag kere ters diiz edildi.

RNA ¢okeltilerinin olugmas1 amaciyla 6rnek oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.
12000 x g’ de 4 °C’ de 10 dakika santrifiijlendi.

Siipernatan atildi.

Santrifiyj tiipiine % 75 etanolden 1 mL eklendi.

Vorteks ile RNA pelleti yikandi.

7500 x g’ de 4 °C’ de 5 dakika santrifiijlendi ve siipernatan atildi.

Etanoliin u¢gmas i¢in, oda sicakliginda, ¢eker ocak igerisinde, tiiplerin agz1 acik yarim
saat bekletildi. Coziilebilirliginin yiiksek olmasi i¢cin RNA pelletinin tamamen

kurumamasina dikkat edildi.
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18.40 pL ilk defa agilmis “RNase-free” injeksiyonluk su ilave edildi ve nazikge tiipe
vurularak RNA’ nin ¢6ziilmesi saglandi.
19. Tiipler cDNA sentezi gergeklestirilinceye kadar -70 °C dondurucuda saklandi.
3.6.3. cDNA Sentezi

Hantavirus, bir RNA virusu oldugu i¢in 6ncelikle cDNA sentezi yapildi. Sentez M-MuLV
Reverse Transcriptase (20 u/uL) (Thermo Scientific #£P0352) enzim kiti prosediiriine gore
yapildi.

1. RNA ekstraksiyonu gergeklestirilmis ve -70 °C dondurucuda saklanan &rnekler
eritildi ve vortekslendi.

2. Ornekler zamanli 1siticida (hot-plate) 60 °C’ de 15 dakika RNA’ lar ¢oziinsiin diye
inkiibe edildi.

3. (Coziinen RNA’ dan, 10 pL kalip RNA, 200 puL’ lik PZR tiipiine kondu.

4. 1 pL 10 pmol Random Hexamer primeri eklendi.

5. Tiip, 1s1 dongii cihazinda (Techne TC-412) 65°C’ da 5 dakika inkiibe edildi ve

ardindan buz iistiine alinarak sogutuldu.

6. 5x M-MuLV Reaksiyon Tamponu 4 uL
RiboLock RNase inhibitor 1 pL (20 u/pL)
10 mM dNTP Karigimi 2 ulL

M-MuLV Reverse Transcriptase Enzim 2 uL (20 u/uL)
Buz iistiine alinarak sogutulan tiiplere yukaridaki karigim eklendi.
7. 60 dakika 37 °C’ de 1 dongii
5 dakika 25 °C’ de 1 dongii
5 dakika 70 °C’ de 1 dongii
4 °C’ de son saklama
Yukaridaki programa gore 1s1 dongii cihazi (Techne TC-412) programlandi ve PZT
tepkimesi baglatildi.
8. Sentezlenen CDNA yuvalanmis PZT tepkimesi uygulanmak tizere -20 °C’ de
saklandi.

3.6.4. Dobrava, Saaremaa ve Puumala Hantavirus Taramasi Icin Onciil Tasarim

Hantaviruslar; L (large), M (medium) ve S (small) olarak adlandirilan {i¢ segmentli

genomlar1 negatif-iplikli olan RNA viruslaridir (Plyusnin, A., 1996). S segment, {i¢ segment
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icinde en ¢ok korunmus segment olmasindan otiirti (Elliott, R., 1990), onciil tasariminda S
segment kullanildi.
I¢ ige PZT islemi uygulanacag: icin i¢ ve dis 6nciil olmak iizere 2 farkli dnciil tasarland.
Onciil tasarimi icin, Virus Sequence Database

(http://kcdc.labkm.net/vsd/database/gene search 1.jsp?orgld=1&reset=1)" den Dobrava,

Saaremaa ve Puumala Hantavirus S segment icin var olan tiim sekanslar bulundu ve PubMed’
den (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) indirildi. Ozellikle Trakya yoresine yakin bélgelerin
sekanslar1 daha ¢ok dikkate alindi. Tam sekanslar ve kismi sekanslar, Dobrava, Saaremaa ve
Puumala i¢in ayr1 ayri, baz uzunluklarina gére, MEGA 5.05 siiriimii ile hizalandi.

Tiim sekanslarda en ¢ok korunmus bolge baz alinarak dis ileri dnciil ve dis geri onciil
belirlendi. Belirlenen onciiller PerlPrimer v1.1.20 programi ile kontrol edildi.

3.6.4.1. Dobrava Virus Taramasi icin Onciil Tasarim

Dobrava virusu i¢in, S segmentte 75. ve 1630. niikleotitler arasinda kalan 1556 bp bolgeyi
cogaltacak dis onctiller tasarlandi.
I¢ onciiller ise, ayn1 segmentte 380. ve 1010. niikleotitler arasinda kalan 631 bp bolgeyi
cogaltacak sekilde tasarlandi ve PerlPrimer v1.1.20 programi ile kontrol edildi.
Primerler
Dobrava Dis ileri Onciil
F: 5’- CAT GAG GGC CAACTAGTG-3’
Dobrava Dis Geri Onciil
R:5- GAG GTAGTAGTT ATT GAG GTAGTG- 3’
Dobrava I¢ Ileri Onciil
F:5’- AAC YGC TGA CTG GCT RAG- 3’
Dobrava I¢ Geri Onciil
R: 5’- CAT GCC TGC AAT RAA CAG- 3’
Koyu olan bazlar dejenere olarak tasarlandi. Y: C/T, R: A/G.

3.6.4.2. Saaremaa Virus Taramasi icin Onciil Tasarim

Saaremaa virusu i¢in, S segmentte 35. ve 1644. niikleotitler arasinda kalan 1610 bp bdlgeyi
cogaltacak dis onciiller tasarlandi.
I¢ onciiller ise, ayn1 segmentte 429. ve 906. niikleotitler arasinda kalan 478 bp bdlgeyi

cogaltacak sekilde tasarlandi ve PerlPrimer v1.1.20 programi ile kontrol edildi.
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Primerler

Saaremaa Dis ileri Onciil

F: 5’- AAT GGC AAC ACT AGAGGA- 3
Saaremaa Dis Geri Onciil

R: 5°-GGA AGC AAATCAATGAGGT-3’
Saaremaa I fleri Onciil
F:5>-CCAATACTCCTRAAGGCTC-3’
Saaremaa I¢ Geri Onciil
R:5-CATCTATTGCRTGTTTCCTC-3’

Koyu olan bazlar dejenere olarak tasarlandi. R: A/G.

3.6.4.3. Puumala Virus Taramasi icin Onciil Tasarim

Puumala virus i¢in, S segmentte 191. ve 1182. niikleotitler arasinda kalan 992 bp bolgeyi
cogaltacak dis onciiller tasarlandi.
I¢ onciiller ise, ayn1 segmentte 355. ve 1051. niikleotitler arasinda kalan 697 bp bolgeyi

cogaltacak sekilde tasarlandi ve PerlPrimer v1.1.20 programu ile kontrol edildi.

Primerler

Puumala D1s Ileri Onciil

F:5’-CAG TGT CAG CAT TGG AGG-3°

Puumala D1s Geri Onciil

R:5’-AAG CTG TAT TCC CATTGACTG-3’

Puumala I¢ Tleri Onciil

F: 5-AAT GCY ATT GAY ATA GAR GA-3’

Puumala i¢ Geri Onciil

R: 5’-GAAGAA AGC ACCTAGCTC-3

Koyu olan bazlar dejenere olarak tasarlandi. Y: C/T, R: A/G.

3.6.5. Liyofilize Dobrava, Saaremaa Ve Puumala Virus Onciillerinin Sulandirilmasi

Liyofilize haldeki onciillerin sulandirilmast amaciyla 1X Tris-EDTA (1X TE) kullanild.
Onciillerin liyofilize halde bulundugu tiiplere, belirtilen miktarlarda 1X TE eklendi.
Onciillerin her birinden 100 uM stok olarak hazirlandi. Her bir tiip 1 gece 4 °C’ de bekletildi
ve daha sonra 100 pL olacak sekilde alikotlanarak kullanilmak tizere -20 °C’ ye kaldirilda.
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3.6.6. Dobrava, Saaremaa ve Puumala Virus Icin i¢ ice Ters Transkripsiyon Polimeraz

Zincir Tepkimesi (PZT) Tasarimi

3.6.6.1. Dobrava Virusu icin i¢ ice Ters Transkripsivon Polimeraz Zincir Tepkimesi
(PZT) Tasarimi

Bu bir tarama ¢alismasi oldugu i¢in, polimeraz zincir tepkimesinin daha etkin olabilmesi,
boylece hassasiyetin arttirilmasi amaciyla yuvalanmig ters transkripsiyon polimeraz zincir
tepkimesi uygulandi. Bu amagla PZT’ nin spesifikligi ve hassasiyeti olabildigince arttirilarak,
en kiiclik miktardaki DNA’ nin dahi tespit edilebilmesi saglandi. Optimizasyon ¢alismasinda
1. PZT tzerinden gidilerek, yuvalanmis PZT hassasiyeti daha fazla arttirilmaya g¢alisildi. Tim
tepkimeler 25 pL olarak ¢alisildi. Optimizasyon ¢alismalarinda kullanilan pozitif kontrol
mililitrede 10° virion icermektedir. Denemelerde (+) kontrol olarak, kesin Dobrava virus

oldugu bilinen 6rnek kullanildi. (-) kontrol olarak ise su kullanildi.

3.6.6.1.1. MgCl, Optimizasyonu

MgCl; optimizasyonu i¢in, 0.5 - 1 - 1.5 - 2 - 2.5 mM konsantrasyonlarda MgCl, denendi.
Optimizasyon ¢alismasinda (+) ve (-) kontrol olarak 1.5 mM MgCl; kullanildi.
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Tablo 3. MgClI2 optimizasyonu tepkime karisimi konsantrasyon degerleri

Tepkime 1. Tip 2. Tiip 3. Tiip 4. Tip 5. Tiip +) )
Bilesenleri | (0.5 mM (2 mM (1.5 mM (2 mM (2.5 mM Kontrol Kontrol
MgCl,) MgCl,) MgCl,) MgCl,) MgCl,) a25mM | (1.5mM
MgCly) MgCl,)
Deiyonize | 17.75uL | 17.25uL | 16.75uL | 16.25uL | 15.75uL | 16.75uL | 16.75 uL
su
10X Taq 2.5 uL 2.5 uL 2.5 uL 2.5 uL 2.5 uL 2.5 uL 2.5 uL
Tamponu
(MgS0,’s12)
MgCl, (25 0.5uL 1uL 1.5uL 2uL 2.5 uL 1.5uL 1.5uL
mM)
dNTP (10 0.5uL 0.5uL 0.5uL 0.5uL 0.5puL 0.5uL 0.5uL
mM)
Dis ileri 0.5 uL 0.5 uL 0.5 uL 0.5 uL 0.5uL 0.5uL 0.5uL
onciil (100
rM)
Dis geri 0.5 uL 0.5 uL 0.5 uL 0.5 uL 0.5uL 0.5uL 0.5uL
onciil (100
rM)
Tag DNA 0.25 uL 0.25 uL 0.25 uL 0.25 uL 0.25 uL 0.25 uL 0.25 uL
Polimeraz
(5u/pL)
Pozitif 2.5 uL 2.5 uL 2.5 uL 2.5 uL 2.5 uL 2.5 uL 2.5 uL
Ornek deiyonize
cDNA su
Toplam 25 ulL 25 ulL 25 uL 25 ulL 25 uL 25 uL 25 uL
Hacim

Yukaridaki tabloya gore karisim hazirlandi. Bu tabloya gore 200 uM dNTP, 1.25 U Taq DNA
polimeraz ve her biri 50 pmol oOnciil kullanilmis oldu. Asagidaki tepkime kosullarinda

polimeraz zincir tepkimesi baslatildu.

On denatiirasyon; 95 °C’ de 5 dakika
35 dongt;
95 °C’ de 35 saniye
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53 °C’ de 40 saniye
72 °C’ de 90 saniye

Son Uzama; 72 °C’ de 5 dakika

Saklama; 4 °C’ de

3.6.6.1.2. cDNA Konsantrasyon Optimizasyonu

Polimeraz zincir tepkimesinin duyarliliini 6lgmek amaciyla ¢cDNA konsantrasyon

optimizasyonu gergeklestirildi. Bu amagla 2 mM MgCI, konsantrasyonunda 1/1.000, 1/2.000,
1/4.000, 1/8.000, 1/10.000, 1/100.000 ve 1/1.000.000 kalip konsantrasyonu denendi.

Tablo 4. cDNA seyreltme degerleri

Kaynak (‘den) Kalip (uL) Injeksiyonluk Su (uL) Son Konsantrasyon
Kalip cDNA 1 uL 9uL 1/10

1/10 1 pL 9puL 1/100

1/100 1 pL 9puL 1/1.000

1/1.000 5puL 5puL 1/2.000

1/2.000 5puL 5puL 1/4.000

1/4.000 5puL 5puL 1/8.000

1/1.000 1 uL 9puL 1/10.000

1/10.000 1 pL 9puL 1/100.000

1/100.000 1 puL 9puL 1/1.000.000

Yukaridaki konsantrasyonlar hazirlandiktan sonra asagidaki karisim ile tepkimeye

kosullarina gore polimeraz zincir tepkimesi baglatildi.

Tablo 5. cDNA konsantrasyon optimizasyonu igin kullanilan tepkime karigimi

Deiyonize su 16.25 uL
10X Taq Tamponu (MgSQO,’s1z) 25uL
MgCl; (25 mM) 2ul
dNTP (10 mM) 0.5uL
Dis ileri 6nciil (100 uM) 0.5puL
Dis geri onciil (100 uM) 0.5uL
Taq DNA Polimeraz (5u/pL) 0.25 uL
Pozitif 6rnek cDNA 2.5 uL
Toplam Hacim 25 ulL
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On denatiirasyon; 95 °C” de 5 dakika
35 dongt;

95 °C’ de 35 saniye

53 °C’ de 40 saniye

72 °C’ de 90 saniye

Son Uzama; 72 °C’ de 5 dakika
Saklama; 4 °C’ de o

3.6.6.1.3. DMSO (Dimetil Siilfoksit, (CH3)>S0)) Konsantrasyonu Optimizasyonu

Optimizasyon ¢alismasi sirasinda, zaman zaman Onciil dimerlerinin olustugu gézlemlendi.

Bunun engellenmesi amaciyla %2, %5 ve %10 konsantrasyonlarda DMSO kullanildi.
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Tablo 6. DMSO konsantrasyon optimizasyonu tepkime karigimi degerleri

Tepkime 1. Tiip (%2 2. Tiip (%5 3. Tiip (%10 (-) Kontrol (%2
Bilesenleri DMSO) DMSO) DMSO) DMSO)
Deiyonize su 15.75 uL 15 ulL 13.75 uL 15.75 puL
10X Taq 2.5l 2.5l 2.5 L 2.5l
Tamponu
(MgS0,’s1z)
MgCl, (25 2 uL 2 uL 2 uL 2 uL
mM)
dNTP (10 0.5 uL 0.5 uL 0.5 uL 0.5 ul
mM)
Drs ileri 6nciil 0.5 uL 0.5 uL 0.5 uL 0.5 uL
(100 pM)
Dis geri onciil 0.5 uL 0.5 uL 0.5 puL 0.5uL
(100 uM)
DMSO (% 0.5 uL 1.25 uL 2.5l 0.5 uL
100)
Tag DNA 0.25 uL 0.25 uL 0.25 uL 0.25 uL
Polimeraz
(5u/pL)
Pozitif 6rnek 2.5 L 2.5 L 2.5l 2.5 uL
cDNA
(1/100.000)
Toplam Hacim 25 uL 25 uL 25 uL 25 uL

On denatiirasyon; 95 °C’ de 5 dakika
35 dongt;
95 °C’ de 35 saniye
53 °C’ de 40 saniye
72 °C’ de 90 saniye
Son Uzama; 72 °C’ de 5 dakika
Saklama; 4 °C’ de o
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3.6.6.1.4. Onciil Konsantrasyonu ve T,, Optimizasyonu

Onciil optimizasyon c¢alismast i¢in 1 pM (25 pmol) ve 2 uM (50 pmol)
konsantrasyonlarinda Onciiller denendi. Ayrica Tp, agisindan da 53 °C ve 57 °C denendi. Tp,

sicakliklarimin kararma http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/ sitesinden

onciiller ve tepkime karisimi1 konsantrasyonlar1 girilerek karar verildi. Cikan Tm
sicakliklarinin 5 °C altindaki sicaklik olan 57 °C, Ty, sicakligr olarak secildi. Calismada kalip
olarak ise, duyarliligi iyice 6l¢ebilmek adina 1/1.000.000 seyreltmede cDNA kullanilmistir.

Tablo 7. Onciil konsantrasyon optimizasyonu tepkime karisimi

Tepkime 1. Tip (25 2. Tiip (50 (-) Kontrol (50
Bilesenleri pmol onciil) pmol onciil) pmol onciil)
Deiyonize su 16.25 pL 15.75 uL 15.75 uL
10X Taq 25uL 25uL 25uL
Tamponu
(MgS0,’s1z)
MgCl, (25 2 uL 2L 2 uL
mM)
dNTP (10 0.5uL 0.5uL 0.5uL
mM)
Dis ileri onciil 0.25uL 0.5uL 0.5uL
(100 uM)
Dis geri 6nciil 0.25 uL 0.5uL 0.5uL
(100 uM)
DMSO (% 0.5uL 0.5uL 0.5uL
100)
Tag DNA 0.25 pL 0.25 puL 0.25 puL
Polimeraz
(5u/pL)
Pozitif 6rnek 25puL 25puL 25puL
cDNA
(1/1.000.000)
Toplam Hacim 25 ulL 25 ulL 25 L

Yukaridaki tabloya gore karisimlar hazirlandi ve asagidaki tepkime kosullarinda polimeraz

zincir tepkimesi baslatildi.
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*  On denatiirasyon; 95 °C’ de 5 dakika

35 dongt;

95 °C’ de 35 saniye
53 °C’ de 40 saniye
72 °C’ de 90 saniye

Son Uzama; 72 °C’ de 5 dakika

Saklama; 4 °C’ de

*  On denatiirasyon; 95 °C’ de 5 dakika

35 dongii;

95 °C’ de 35 saniye
57 °C’ de 40 saniye
72 °C’ de 90 saniye

Son Uzama; 72 °C’ de 5 dakika

Saklama; 4 °C’ de

3.6.6.1.5. Dobrava ic ice 2. PZT, Uriin Konsantrasyon Denemesi

1. PZT sonucu olusan {iriin, 2. PZT uygulanmadan once, seri diliisyonlara ugratildi. 1/10,

1/100, 1/1.000, 1/10.000, 1/100.000 ve 1/1.000.000 seyreltilen 1. PZT iiriinii, 2. PZT’ ye tabi

tutuldu. Boylece, 2. PZT reaksiyonunun duyarlilig1 6l¢iildii.

Tablo 8. 2. PZT i¢in kullanilan 1. PZT iiriin konsantrasyon degerleri

Kaynak (‘den) Kalip (uL) Injeksiyonluk Su (L) Son Konsantrasyon
1.PZT Uriinii | 1 pL 9uL 1/10
1/10 1pL 9 uL 1/100
1/100 1 uL 9 uL 1/1.000
1/1.000 1 pL 9 uL 1/10.000
1/10.000 1 uL 9uL 1/100.000
1/100.000 1 uL 9uL 1/1.000.000

Yukaridaki konsantrasyonlarda 1. PZT iirtinleri asagidaki tepkime karisimi ve tepkime

kosullarinda 2. polimeraz zincir tepkimesine tabi tutuldu.
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Tablo 9. Dobrava 2. PZT tepkime karigimi

Deiyonize su 16.75 uL
10X Tag Tamponu (MgSO,’s1z) 25uL
MgCl, (25 mM) 2ul
dNTP (10 mM) 0.5 pL
Das ileri 6nciil (100 pM) 0.25 uL
Dis geri onciil (100 uM) 0.25 uL
Taq DNA Polimeraz (5u/pL) 0.25 uL
1. PZT Uriinii 2.5uL
Toplam Hacim 25 uL

*  On denatiirasyon; 95 °C’ de 4 dakika
10 dongti;
95 °C’ de 30 saniye
58 °C’ de 30 saniye
72 °C’ de 1 dakika
10 dongti;
95 °C’ de 30 saniye
56 °C’ de 30 saniye
72 °C’ de 1 dakika
15 dongti;
95 °C’ de 30 saniye
54 °C’ de 30 saniye
72 °C’ de 1 dakika
Son Uzama; 72 °C’ de 5 dakika
Saklama; 4 °C’ de o
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3.6.6.1.6. Dobrava Virus i¢ ice 1. PZT ve 2. PZT Tepkime Karisimi ve Tepkime

Kosullari

Tablo 10. Dobrava 1. PZT tepkime karigim1

Deiyonize su 16.25 ulL
10X Tag Tamponu (MgSO,’s1z) 25ulL
MgCl, (25 mM) 2ul
dNTP (10 mM) 0.5 pL

Das ileri 6nciil (100 pM) 0.25 uL

Dis geri onciil (100 uM) 0.25 uL
DMSO (%100) 0.5 uL

Taq DNA Polimeraz (5u/pL) 0.25 pL
cDNA 2.5l

Toplam Hacim 25 uL

1. PZT igin tepkime kosullari;
On denatiirasyon; 95 °C’ de 5 dakika
35 dongt;
95 °C’ de 35 saniye
57 °C’ de 40 saniye
72 °C’ de 90 saniye
Son Uzama; 72 °C’ de 5 dakika
Saklama; 4 °C’ de o

Dobrava 2. PZT i¢in Tablo 9’ de verilen tepkime karisimi kullanildi. Dobrava 2. PZT igin

tepkime kosullar1 agagida verilmistir.

2. PZT igin, iki Onciil arasindaki Ty, sicakliklarinda fark oldugundan 6tiirti Ty, sicakligt
kademeli azalan PZT (touch-down PZT) yapilmasit uygun gorildii. Tp sicakliklari yine,

tepkime karigimi konsantrasyonlari girilerek

http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/ adresinden hesaplandi.
On denatiirasyon; 95 °C’ de 4 dakika

10 dongti;

95 °C’ de 30 saniye

58 °C’ de 30 saniye
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72 °C’ de 1 dakika
10 dongti;

95 °C’ de 30 saniye
56 °C’ de 30 saniye
72 °C’ de 1 dakika
15 dongt;

95 °C’ de 30 saniye
54 °C’ de 30 saniye
72 °C’ de 1 dakika
Son Uzama; 72 °C’ de 5 dakika
Saklama; 4 °C’ de o

3.6.6.2. Saaremaa Virus licin i¢ Ice Ters Transkripsivon Polimeraz Zincir Tepkimesi

(PZT) Tasarimi

Saaremaa virus tepkime karisimi konsantrasyonlari i¢in, Dobrava virus icin belirlenen

konsantrasyonlar aynen uygulandi.

Saaremaa  virus I¢ Ice  Polimeraz  Zincir  Tepkimesi igin Tn  ise,

http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/  sitesinde, tepkime karisimi

konsantrasyonlar1 ve Oncliller tek tek girilerek belirlendi. Tepkime duyarliligini ve
spesifitesini arttirmak amaciyla ise Ty, sicakligi kademeli azalis gosteren (touch-down) PZT

secildi.

3.6.6.2.1. Saaremaa Virus icin ic ice 1. PZT Denemesi

Saaremaa virusu icin 1. PZT denemesi, Saaremaa pozitif kontrol DNA’s1 ile
gerceklestirildi. Bu amagla, seyreltme yapilmadan, 1/10 ve 1/100 seyreltme yapilarak 1. PZT,

asagidaki tepkime karisimi ve tepkime kosullart ile uygulandi.
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Tablo 11. Saaremaa Virus 1. PZT tepkime karisimi

Deiyonize su 16.75 uL
10X Tag Tamponu (MgSOy’s1z) 25uL
MgCl, (25 mM) 2ul
dNTP (10 mM) 0.5 pL
Das ileri 6nciil (100 pM) 0.25 uL
Dis geri onciil (100 uM) 0.25 uL
Taq DNA Polimeraz (5u/pL) 0.25 uL
Saaremaa Pozitif Kontrol cDNA 25ulL
Toplam Hacim 25 ul

Tablo 12. Saaremaa pozitif kontrol cDNA seyreltme degerleri

Kaynak (‘den) Kalip (pL) Injeksiyonluk Su Son
(uL) Konsantrasyon
Saaremaa Pozitif | 1 uL 9uL 1/10
Kontrol DNA
1/10 1 uL 9 uL 1/100

*  On denatiirasyon; 95 °C’ de 5 dakika
10 dongti;
95 °C’ de 40 saniye
58 °C’ de 45 saniye
72 °C’ de 2 dakika
10 dongti;
95 °C’ de 40 saniye
56 °C’ de 45 saniye
72 °C’ de 2 dakika
15 dongii;
95 °C’ de 40 saniye
54 °C’ de 45 saniye
72 °C’ de 2 dakika
Son Uzama; 72 °C’ de 5 dakika
Saklama; 4 °C’ de o




3.6.6.2.2. Saaremaa Virus icin i¢ ice 2. PZT Denemesi

Saaremaa virus i¢in 2. PZT denemesi, Saaremaa 1. PZT {iriinii ile gerceklestirildi. Bu amagla,
1/10 seyreltme yapilarak 1. PZT’ si gergeklestirilen 1. PZT iirlinii, 1/10, 1/100, 1/1.000,
1/10.000, 1/100.000 ve 1/1.000.000 seyreltme yapilarak 2. PZT, asagidaki tepkime karigimi

ve tepkime kosullar1 ile uygulandi.

Tablo 13. Saaremaa virus 2. PZT tepkime karigim1

Deiyonize su 16.75 uL
10X Tag Tamponu (MgSOy’s1z) 25ul
MgCl; (25 mM) 2L
dNTP (10 mM) 0.5uL
Dis ileri 6nciil (100 pM) 0.25 uL
Dis geri onciil (100 uM) 0.25 uL
Taq DNA Polimeraz (5u/pL) 0.25 pL
Saaremaa 1. PZT Uriinii 2.5uL
Toplam Hacim 25 uL

Tablo 14. Saaremaa 2. PZT i¢in kullanilacak 1. PZT iiriin seyreltme degerleri

Kaynak (‘den) Kalip (uL) Injeksiyonluk Su (uL) Son Konsantrasyon
1.PZT Uriinii | 1 pL 9uL 1/10
1/10 1 puL 9puL 1/100
1/100 1 puL 9puL 1/1.000
1/1.000 1 puL 9puL 1/10.000
1/10.000 1 puL 9puL 1/100.000
1/100.000 1 pL 9puL 1/1.000.000

*  On denatiirasyon; 95 °C’ de 3 dakika

10 dongti;

95 °C” de 30 saniye
58 °C’ de 30 saniye
72 °C’ de 1 dakika
10 dongti;

95 °C’ de 30 saniye
56 °C’ de 30 saniye
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72 °C’ de 1 dakika

15 dongt;

95 °C’ de 30 saniye

54 °C’ de 30 saniye

72 °C’ de 1 dakika

Son Uzama; 72 °C’ de 5 dakika
Saklama; 4 °C’ de o

3.6.6.3. Puumala Virus Icin i¢ ice Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Tepkimesi

(PZT) Tasarimi

Puumala virus tepkime karistmi konsantrasyonlart i¢in, Dobrava virus i¢in belirlenen

konsantrasyonlar aynen uygulandi.

Puumala virus Ic Ice Polimeraz Zincir Tepkimesi i¢in T,

http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/  sitesinde, tepkime karisimi

konsantrasyonlar1 ve Oncliller tek tek girilerek belirlendi. Tepkime duyarliligini ve
spesifitesini arttirmak amaciyla ise T, sicakligi kademeli azalis gosteren (touch-down) PZT

secildi.

Puumala virus 1. PZT denemesi i¢in Puumala pozitif kontrol cDNA’ s1 kullanildi. Pozitif
kontrol; seyreltilmemis, 1/10 ve 1/100 seyreltme yapilarak, asagidaki tepkime karigimi ve

tepkime kosullar1 ile denendi.

Tablo 15. Puumala Virus 1. PZT tepkime karigimi

Deiyonize su 16.75 uL
10X Tag Tamponu (MgSOy’s1z) 25 uL
MgCl; (25 mM) 2ul
dNTP (10 mM) 0.5 uL
Dis ileri 6nciil (100 uM) 0.25 uL
Dis geri onciil (100 uM) 0.25 uL
Taq DNA Polimeraz (5u/pL) 0.25 uL
Puumala Pozitif Kontrol cDNA 25uL
Toplam Hacim 25 ulL
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*  On denatiirasyon; 95 °C’ de 5 dakika
10 dongti;
95 °C’ de 35 saniye
58 °C’ de 40 saniye
72 °C’ de 1 dakika
10 dongti;
95 °C’ de 35 saniye
56 °C’ de 40 saniye
72 °C’ de 1 dakika
15 dongt;
95 °C’ de 35 saniye
54 °C’ de 40 saniye
72 °C’ de 1 dakika
Son Uzama; 72 °C’ de 5 dakika
Saklama; 4 °C’ de o

2. PZT denemesi i¢inse, 1. PZT’ leri yukaridaki kosullara gore gerceklestirilmis olan {iriinler

kalip olarak kullanilarak asagidaki tepkime karigimi ve tepkime kosullart denendi.

Tablo 16. Puumala 2. PZT tepkime karisimi

Deiyonize su 16.75 uL
10X Tag Tamponu (MgSOy’s1z) 25 uL
MgCl, (25 mM) 2 uL
dNTP (10 mM) 0.5uL
Dis ileri 6nciil (100 uM) 0.25 uL
Dis geri onciil (100 uM) 0.25 uL
Taq DNA Polimeraz (5u/pL) 0.25 uL
Puumala 1. PZR Uriinii 2.5uL
Toplam Hacim 25 ulL

*  On denatiirasyon; 95 °C’ de 3 dakika
10 dongii;
95 °C’ de 30 saniye
56 °C’ de 30 saniye
72 °C’ de 1 dakika
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10 dongi;

95 °C’ de 30 saniye

54 °C’ de 30 saniye

72 °C’ de 1 dakika

15 dongii;

95 °C’ de 30 saniye

52 °C’ de 30 saniye

72 °C’ de 1 dakika

Son Uzama; 72 °C’ de 5 dakika
Saklama; 4 °C’ de o

Puumala oOnciil denemesi sirasinda, Puumala i¢ Onciil olarak tasarlanan ileri ve geri
oncliller ¢alismadi. Bu sebeple de dis onciil yuvalanmis PZT’ de hem 1. PZT hem de 2. PZT
icin kullanilarak deneme tekrarlandi. 1. PZT kosullar1 aynen uygulanirken, 2. PZT i¢in
asagidaki tepkime kosullar1 kullanildi.

On denatiirasyon; 95 °C” de 5 dakika
10 dongti;
95 °C’ de 35 saniye
55 °C” de 40 saniye
72 °C’ de 1 dakika
10 dongti;
95 °C’ de 35 saniye
53 °C’ de 40 saniye
72 °C’ de 1 dakika
15 dongii;
95 °C’ de 35 saniye
51 °C’ de 40 saniye
72 °C’ de 1 dakika
Son Uzama; 72 °C’ de 5 dakika
Saklama; 4 °C’ de o
I¢ onciil T, kosullar: degistirilerek, 1. PZT ve 2. PZT denemesi tekrarlandi. Yeni tepkime

kosullar1 asagidaki gibi ayarlanarak tepkime kuruldu.
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On denatiirasyon; 95 °C’ de 3 dakika
10 dongti;

95 °C’ de 30 saniye

53 °C’ de 30 saniye

72 °C’ de 1 dakika

10 dongti;

95 °C’ de 30 saniye

51 °C’ de 30 saniye

72 °C’ de 1 dakika

15 dongt;

95 °C’ de 30 saniye

49 °C’ de 30 saniye

72 °C’ de 1 dakika

Son Uzama; 72 °C’ de 5 dakika
Saklama; 4 °C’ de o

3.6.7. Rodent Dokularinin Dobrava Virus Varhg: Acisindan Taranmasi

TriPure izolasyon kitiyle RNA izolasyonu yapilan ve cDNA sentezi gergeklestirilmis olan
1-91 aras1 (48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55 ve 56 numarali dalak dokulari olmadig1 igin
calisilamadi) rodent dalak dokularinda, optimizasyonu yapilan Dobrava virus I¢ ice Polimeraz
Zincir Tepkimesi ile Dobrava virus varligi arastirildi. Eksik olan dalak dokulari, bobrek
dokularindan ekstrakte edilerek tamamlandi.

Ankara Refik Saydam Hifzissithha’ dan gelen ve hantavirus yoniinden seropozitif oldugu
bilinen cDNA &rnekleri, Dobrava virus I¢ ice PZT islemine tabi tutuldu.

Tarama yapilirken Tablo 10 ve Tablo 9’ de verilen tepkime karigimlar1 ve asagida verilen

tepkime kosullar1 kullanildi.

1. PZT i¢in tepkime kosullari;

On denatiirasyon; 95 °C’ de 5 dakika
35 dongii;

95 °C’ de 35 saniye

57 °C’ de 40 saniye

72 °C’ de 90 saniye

Son Uzama; 72 °C’ de 5 dakika
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Saklama; 4 °C’ de

2. PZT i¢in tepkime kosullari,
On denatiirasyon; 95 °C’ de 4 dakika
10 dongi;

95 °C’ de 30 saniye

58 °C’ de 30 saniye

72 °C’ de 1 dakika

10 dongti;

95 °C’ de 30 saniye

56 °C’ de 30 saniye

72 °C’ de 1 dakika

15 dongt;

95 °C’ de 30 saniye

54 °C’ de 30 saniye

72 °C’ de 1 dakika

Son Uzama; 72 °C’ de 5 dakika
Saklama; 4 °C’ de o

3.6.8. Rodent Dokularinin Saaremaa Virus Varhg: Acisindan Taranmasi

TriPure 1zolasyon kitiyle RNA izolasyonu yapilan ve cDNA sentezi ger¢eklestirilmis olan
1-91 aras1 (48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55 ve 56 numarali dalak dokulari olmadig1 i¢in
caligtlamadi) rodent dalak dokularinda, optimizasyonu yapilan Saaremaa virus I¢ Ige
Polimeraz Zincir Tepkimesi ile Saaremaa virus varligi arastirildi. Eksik olan dalak dokulari,
bobrek dokularindan ekstrakte edilerek tamamlandi.

Ankara Refik Saydam Hifzissthha’ dan gelen ve hantavirus yoniinden seropozitif oldugu
bilinen cDNA &rnekleri, Saremaaa virus I¢ i¢e PZT islemine tabi tutuldu.

Jel goriintiistinde kuyucukta ¢okiintii goriinen 32, 42, 44, 58, 76, 77, 80, 81, 82, 84
numaral1 dalak doku cDNA’ lar1 %2 seyreltilip tekrar PZT islemine tabi tutuldu.

Tarama sirasinda 58. doku 6rneginde agaroz jel iizerinde dogru bant biiyiikliiglinde ¢ok
silik bir bant gozlendi. Bu sebepten 58. akciger, dalak ve karaciger doku ornekleri karigim
halinde ve 58 numarali karaciger dokusu ayr1 olarak RNA izolasyon islemine tabi tutuldu ve

Saaremaa PZT islemine tabi tutuldu.
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26, 39, 40, 42, 44, 45, 46, 47, 56, 80, 81, 90 ve 91 numarali bobrek dokularinda Saaremaa

virus tarandi.

Tarama yapilirken Tablo 11 ve Tablo 13’ de verilen tepkime karigimlar1 ve asagida verilen

tepkime kosullar1 kullanildi.

1. PZT i¢in tepkime kosullari;
On denatiirasyon; 95 °C” de 5 dakika

10 dongii;

95 °C’ de 40 saniye
58 °C’ de 45 saniye
72 °C’ de 2 dakika
10 dongti;

95 °C’ de 40 saniye
56 °C’ de 45 saniye
72 °C’ de 2 dakika
15 dongt;

95 °C’ de 40 saniye
54 °C’ de 45 saniye
72 °C’ de 2 dakika

Son Uzama; 72 °C’ de 5 dakika

Saklama; 4 °C’ de

2. PZT i¢in tepkime kosullari,
On denatiirasyon; 95 °C’ de 3 dakika

10 dongii;

95 °C’ de 30 saniye
56 °C’ de 30 saniye
72 °C’ de 1 dakika
10 dongti;

95 °C’ de 30 saniye
54 °C’ de 30 saniye
72 °C’ de 1 dakika
15 dongti;

95 °C’ de 30 saniye
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52 °C’ de 30 saniye

72 °C’ de 1 dakika

Son Uzama; 72 °C’ de 5 dakika
Saklama; 4 °C’ de «

3.6.9. Rodent Dokularinin Puumala Virus Varhgi Acisindan Taranmasi

TriPure izolasyon kitiyle RNA izolasyonu yapilan ve cDNA sentezi gergeklestirilmis olan
1-91 aras1 (48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55 ve 56 numarali dalak dokular1 olmadigi i¢in
caligilamadi) rodent dalak dokularinda, optimizasyonu yapilan Puumala virus i¢ ice Polimeraz
Zincir Tepkimesi ile Puumala virus varligi arastirildi. Eksik olan dalak dokulari, bobrek
dokularindan ekstrakte edilerek tamamlandi.

Tarama yapilirken Tablo 15 ve Tablo 16’ de verilen tepkime karigimlari ve asagida verilen

tepkime kosullar1 kullanildi.

1. PZT igin tepkime kosullari;
On denatiirasyon; 95 °C’ de 5 dakika
10 dongt;

95 °C’ de 35 saniye

58 °C’ de 40 saniye

72 °C’ de 1 dakika

10 dongti;

95 °C’ de 35 saniye

56 °C’ de 40 saniye

72 °C’ de 1 dakika

15 dongii;

95 °C’ de 35 saniye

54 °C’ de 40 saniye

72 °C’ de 1 dakika

Son Uzama; 72 °C’ de 5 dakika
Saklama; 4 °C’ de o

2. PZT i¢in tepkime kosullari;
On denatiirasyon; 95 °C’ de 5 dakika
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10 dongi;

95 °C’ de 35 saniye
55 °C’ de 40 saniye
72 °C’ de 1 dakika
10 dongi;

95 °C’ de 35 saniye
53 °C’ de 40 saniye
72 °C’ de 1 dakika
15 dongii;

95 °C’ de 35 saniye
51 °C’ de 40 saniye
72 °C’ de 1 dakika
Son Uzama; 72 °C’ de 5 dakika
Saklama; 4 °C’ de o

3.6.10. Agaroz Jel Elektroforezi

3.6.10.1. Agaroz Jel Hazirlanmasi

Agaroz Low EEO (AppliChem — 4L.005628) 1 gr. (% 1 agaroz jel igin)
Agaroz Low EEO (AppliChem —4L.005628) 1.5 gr. (% 1.5 agaroz jel igin)

100 mL 1 X TAE (ya da 1 X TBE) i¢inde ¢oziiniip, mikrodalgada tamamen ¢oziiniinceye
kadar arada karigtirllarak ¢oziildii. Tamamen berrak hale gelince 5 pL safewiev (ya da
etidyum bromit soliisyonu) ilave edildi. Iliklagan karisim, taraklar yerlestirilen elektroforez
tankina dokiildii. Jel donduktan sonra taraklar dikkatlice ¢ikarildi.

Biiytik elektroforez tanki i¢in 200 ml 1 X TAE (ya da 1 X TBE) i¢inde 1.5 gr. agaroz
tartilip eklendi ve mikrodalgada arada karistirilarak tamamen berrak hale gelene kadar

cozdiiriildii. Taraklar1 yerlestirilen elektroforez tankina 1liklasan karisim dokiildi, jel donunca

taraklar dikkatli bir sekilde ¢ikarildi.

3.6.10.2. Elektroforez Yiiklenmesi ve Yiuriitme

2 pL yiikleme boyast ile 10 pL PZT iiriinii, bir par¢a temiz folyoda karistirtlip, 10 pL
karisan 6rnek alinip kuyucuga dikkatli bir sekilde eklendi. Kii¢iik boyutlu elektroforez tanki
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icin 100 Volt’ta 55 dakika, biiyiik elektroforez tanki icinse 140 Volt’ta 50 dakika olarak

ayarlanarak yiriitildi.

3.6.10.3. Jel Goriintiisii AliInmasi

Elektroforezi tamamlanan jel, goriintii almak tizere VILBER LOURMAT 0519563 marka

gorilintii cihazina yerlestirilip goriintii alinip kaydedildi.

3.7. Arastirma Plani ve Takvimi

Tablo 17. Arastirma plani ve takvimi

2011 2012 2013
Isin Tanim
N| @ N| @Y
'—Zﬁ.gggr‘ géxzhzﬂ_égg‘—' §§¥; =l =
EEEEEEEE R EEEEE EEEEEE R
S| Z| S T | | @ o w ¥ < d F =| Z| S| I | < @ w ¥ < O & | =S =
1 Literatiir x| x| x| x| X
Taranmasi
2 Primer x| x
Tasarlanmasi
3 Dokudan RNA x| x| X[ X| x| x
Ekstraksiyonu
4 | Dokudan DNA X| x| X| X|x
Ekstraksiyonu
5 Dobrava PZT x| x| X
Optimizasyonu
6 Saaremaa PZT x| X
Optimizasyonu
7 Puumala PZT X
Optimizasyonu
8 Dobrava Virus x| X
Taramasi
9 Saaremaa x| X
Virus Taramasi
10 | Puumala Virus x| x
Taramasi
11 | Tezin X | X | x| x X | x
Yazilmasi

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Arastirma sonucu elde edilen veriler, bulgular kisminda agiklanmistir.

3.9. Arastirmanin Simirhliklari

Arastirma sirasindaki sinirliliklara tartisma kisminda deginilmistir.
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3.10. Etik Kurul Onay1

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

verilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Dobrava Virus I¢ ice PZT Tasarim

4.1.1. MqgCl, Optimizasyonu

1: 0.5 mM MgCl,

2: 1 mM MgCl,

3: 1.5 mM MgCl,

4: 2 mM MgCl,

5:2.5 mM MgCl,

M: Marker (Thermo Scientific #R0491)

<«—— 1556 bp

SEKIL 5. Dobrava virus MgCl,
optimizasyon agaroz jel goriintiisii

Uriinler, %1 agaroz jelde, 90 Volt’ ta 90 dakika yiiriitilmistiir. Optimizasyon

caligmast sonucu, 2 mM MgCl; konsantrasyonu seg¢ilmistir.

4.1.2. cDONA Konsantrasyon Optimizasyonu

SEKIL 6. cDNA konsantrasyon jel SEKIL 7. cDNA konsantrasyon jel
goriintiisi (1/1000-1/10.000) goriintiisi (1/10.000-1/1.000.000)
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Sekil 6, 1/1.000 ile 1/10.000 aras1 konsantrasyon iiriinlerinin %1 agaroz jel goriintiistidiir. 1:

1/1000, 2: 1/2000, 3: 1/4000, 4: 1/8000, 5: 1/10.000

Sekil 7, 1/10.000 ile 1/1.000.000 arast konsantrasyon iiriinlerinin %1 agaroz jel goriintiisiidiir.

1: 1/10.000, 2: 1/100.000, 3: 1/1.000.000, 4: (-).
M: Marker (Thermo Scientific #R0491). Uriinler 100 Volt’ ta 60 dakika yiiriitiilmiistiir.

cDNA konsantrasyon optimizasyonu sonucunda, PZT’ nin 1/100.000 seyreltmede cDNA’ y1
bile tespit edebildigi goriilmiistiir. Bu da PZT’ nin duyarliliginin olduk¢a yiiksek oldugunu

gosterir.

4.1.3. DMSO (Dimetil Siilfoksit, (CH3),S0)) Konsantrasyonu Optimizasyonu

1556 bp —»
1556 bp —»

Sekil 8. %2, %5, %10 DMSO Sekil 9. %2 DMSO
konsantrasyon jel goriintiisi konsantrasyon jel goriintiisii

Sekil 8’ de 1/100.000 seyreltmede cDNA kullanilmis ve %]l agaroz jelde iiriinler
yiritiilmiistir. Bantlar sirasiyla; 1: %2 DMSO, 2: %10 DMSO, 3: %5 DMSO, 4: (-)
gostermektedir. %2 DMSQO’ da en iyi bant gozlendigi i¢in %2 DMSO sonraki denemeler i¢in

secilmistir.

Sekil 9° de, degisik konsantrasyonlardaki ¢cDNA kullanilmis, iriinler %1 agaroz jelde
yiiriitiilmiis ve 1/1.000.000 seyreltmede dahi bant gézlenmistir. Bu da, %2 DMSO katkisinin,
PZT duyarliiginmi arttirdigim1 gostermektedir. Bantlar sirasiyla; 1: 1/100.000, 2: 1/500.000, 3:
1/1.000.000, 4: (-) gostermektedir.

M: Marker (Thermo Scientific #R0491). Uriinler 100 Volt’ ta 55 dakika yiiriitiilmiistiir.
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4.1.4. Onciil Konsantrasyonu ve T,, Optimizasyonu

1= T 57 °C, Onciil: 1 pM
2=Tm: 57 °C, Onciil: 2 pM
3=Tm: 53 °C, Onciil: 1 pM

4= Tm: 53 °C, Onciil: 2 pM

Sekil 10. Onciil ve T,, optimizasyon
iirtinleri jel goriintiisii

M: Marker (Thermo Scientific #R0491). Uriinler 100 Volt’ ta 55 dakika yiiriitiilmiistiir.

Calisma sonucu goriilmiistiir ki, T sicaklign olarak 57 °C en uygun sicakliktir. Onciil
konsantrasyonu olarak ise 1 uM 0Onciil en iyi sonucu vermistir. Bu yiizden bundan sonraki

denemelerde Tp: 57 °C ve 1 uM 6nciil konsantrasyonu kullanilmustir.

4.1.5. Dobrava ic ice 2. PZT, Uriin Konsantrasyon Denemesi

631 bp

Sekil 11. Dobrava 2. PZT, iiriin konsantrasyon denemesi jel
goruntiisu
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1/500.000 seyreltilmis cDNA’ dan Dobrava 1. PZT’ si yapilmis iiriiniin; 1/10, 1/100, 1/1.000,
1/10.000, 1/100.000 ve 1/1.000.000 seyreltmelerde yapilmis 2. PZT fiiriinleri, %1.5 agaroz
jelde, 100 Volt’ ta 55 dakika yiiriitiilmiistiir.

Bantlar sirastyla; 1: 1/10, 2: 1/100, 3: 1/1.000, 4: 1/10.000, 5: 1/100.000, 6: 1/1.000.000, 7:
1/100.000.

M: Marker (Thermo Scientific #SM0241).

1/1.000.000 seyreltmede bile bant gézlenmesi, 2. PZT’ nin duyarliligiin yiliksek oldugunu

gostermektedir.
4.2. Saaremaa Virus Icin I¢ ice PZT Tasarim

4.2.1. Saaremaa Virus icin ic ice 1. PZT Denemesi

1610 bp

Sekil 12. Saaremaa 1. PZT iiriin konsantrasyon denemesi

jel goriintlisi
Bantlar sirasiyla; 1: Seyreltmesiz, 2: 1/10, 3: 1/100.M: Marker (Thermo Scientific #R0491).
Uriinler %1 agaroz jelde, 100 Volt’ ta 55 dakika yiiriitiilmiistiir.
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4.2.2. Saaremaa Virus icin ic ice 2. PZT Denemesi

478 bp

Sekil 13. Saaremaa 2. PZT {irlin konsantrasyon denemesi
jel goriintisii

Bantlar sirasiyla; 1: 1/10, 2: 1/100, 3: 1/1.000, 4: 1/10.000, 5: 1/100.000, 6: 1/1.000.000.

1/100.000 seyreltmede bile bant goriilmesi, Saaremaa I¢ Ice PZT’ nin duyarliliginin yiiksek

oldugunu gostermektedir.

M: Marker (Thermo Scientific #SM0241). Uriinler %1.5 agaroz jelde, 100 Volt’ ta 55 dakika
yuritilmustir.
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4.3. Puumala Virus I¢ ice PZT Tasarim

1: Seyreltilmemis
2:1/10

3:1/100

Sekil 14. Puumala 2. PZT {iriinleri agaroz jel goriintiisii

1 ve 2. PZT’ leri yapilmig, Puumala pozitif kontrol 6rneklerinin, %1.5 agaroz jelde 100 Volt’
ta 55 dakika yiirtitilm{istir.

T

M

! - - '4— 992 bp
—

g

Sekil 15. Puumala 2. PZT optimizasyon {iriinleri agaroz jel goriintiisii

1: 1. PZT’ si dis onciille, 2. PZT’ si i¢ onciille yapildi. Fakat i¢ 6nciil ¢alismadigi icin 992
bp’da bant gozlendi. 2. PZT, i¢ onciille ve farkli bir PZT programi (Tw: 53, 51, 49 °C)
denenerek gergeklestirildi.

2: 1. PZT’si ve 2. PZT’si dis Onciille yapildi. Dis 6nciil, 992 bp’ lik bolgeyi cogaltiyor. Burda
da giizel bir sekilde ¢ogaldigr goriildii. 2 defa 1. PZT yapilmis oldu. Tpy: 55, 53, 51 °C.
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I¢ 6nciil calismadigi icin Puumala virus agisindan tarama ¢alismasina dis dnciille yuvalanmas
PZT yapilarak devam edildi. Hem 1. Hem de 2. PZT’ de ayn1 onciil kullanildigi igin primer

dimerler fazla goriildii. Fakat bu bir tarama ¢alismasi oldugu i¢in buna ¢ok dikkat edilmedi.

4.4. Rodent Dokularimin Dobrava Virus Varhigi A¢isindan Taranmasi

<+—— 631bp

Sekil 16. 1-11 arasi dalak 6rneginin Dobrava virus taramasi agaroz jel goriintiisii

631 bp

Sekil 17. 12-44 aras1 dalak 6rneklerinin Dobrava virus taramasi agaroz jel goriintiisii
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631 bp —»

631bp —»

Sekil 18. 44-91 aras1 dalak drneklerinin Dobrava virus taramasi agaroz jel goriintiisii

Uriinler, %1.5 agaroz jelde, 140 Volt’ ta 50 dakika yiiriitiilmiistiir. Dalak &rneklerinde

Dobrava virus agisindan pozitiflik bulunamamastir.

M: Marker (Thermo Scientific #SM0241).

M 49 50 5152 58 (5) ()

-—

—

-

s .

e

Sekil 19. 44, 48, 56 Sekil 20. 49, 50, 51, 52, 58 numaral1 bébrek
numarali bobrek orneklerinin Dobrava virus taramasi agaroz jel
orneklerinin Dobrava virus goriintiisii
taramasi agaroz jel
goruntiisi
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Uriinler, %1.5 agaroz jelde, 120 Volt’ ta 40 dakika yiiriitiilmiistiir. Calisilan bobrek
orneklerinde Dobrava virus agisindan pozitiflik bulunamamistir. M: Marker (Thermo

Scientific #SM0241).

4.4. Rodent Dokularimin Saaremaa Virus Varhigi Ac¢isindan Taranmasi

478 bp —»

478 bp

Sekil 21. 1-44 aras1 dalak orneklerinin Saaremaa virus taramasi agaroz jel gorlintiisii
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478 bp

478 bp

Sekil 22. 45-91 aras1 dalak 6rneklerinin Saaremaa virus taramasi agaroz jel goriintiisii

Uriinler, %1.5 agaroz jelde, 140 Volt’ ta 60 dakika yiiriitiilmiistiir. Dalak &rneklerinde

Saaremaa virus agisindan pozitiflik bulunamamustir.
M: Marker (Thermo Scientific #SM0241).

Jel goriintlisiinde kuyucukta ¢okiintli goriinen 32, 42, 44, 58, 76, 77, 80, 81, 82, 84 numaral
dalak doku cDNA’ lar1 ' seyreltilip tekrar PZT islemine tabi tutuldu. Asagida bu iiriinlerin jel

goriintiisii verilmistir.
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478 bp —»

Sekil 23. 32,42, 44, 58, 76, 77, 80, 81, 82, 84 numarali dalak érneklerinin
Saaremaa virus taramasi agaroz jel goriintiisii

Tarama sirasinda 58. doku Orneginde agaroz jel ilizerinde dogru bant biiylikliigiinde ¢ok
silik bir bant gozlendi. Bu sebepten 58. akciger, dalak ve karaciger doku Ornekleri karisim
halinde (58B) ve 58 numarali karaciger dokusu (58K) ayr1 olarak RNA izolasyon islemine

tabi tutuldu ve Saaremaa PZT islemine tabi tutuldu. Asagida bu jel goriintiisii verilmistir.

Sekil 24. 58 numarali bulk ve karaciger 6rneginin Saaremaa virus
taramasi agaroz jel goriintiisii (1-2: 58B), (3-4: 58K)

26, 39, 40, 42, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 56, 80, 81, 90 ve 91 numaral1 bébrek

dokularinda Saaremaa virus tarandi. Agaroz jel goriintiisii asagida verilmistir.
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478 bp

Sekil 25. 26, 39, 40, 42, 44, 45, 46, 47, 90, 91 numaral1 bobrek
orneklerinin Saaremaa virus taramasi agaroz jel goriintiisii

Sekil 26. 48, 49, 50, 51, 52, 56, 80, 81 numaral1 bobrek
orneklerinin Saaremaa virus taramasi agaroz jel goriintiisii

Yapilan tarama ¢aligmasi sonucunda higbir 6rnekte Saaremaa pozitif 6rnek bulunamamastir.
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4.5. Rodent Dokularimin Puumala Virus Varhg: Ac¢isindan Taranmasi

3435 36 37 38 39 40 41 42 43

Sekil 28. 34-91 aras1 dalak 6rneklerinin Puumala virus taramasi agaroz jel goriintiisii

62



992 bp

Sekil 29. 48, 49, 50, 51, 52, 56 numaral1 bobrek 6rneklerinin Puumala virus
taramasi jel goriintiisti

Tarama sonucu dalak drneklerinde Puumala pozitif sonug elde edilmemistir.

M: Marker (Thermo Scientific #R0491). Uriinler %1 agaroz jelde, 140 Volt’ ta 50 dakika
yiirtitiilmiigtiir.

4.6. Serolojik Olarak Hantavirus Pozitif Olan Orneklerin Dobrava ve Saaremaa Virus

Acisindan Taranmasi

631 bp

Sekil 30. Serolojik olarak Hantavirus pozitif olan 6rneklerin Dobrava ve
Saaremaa virus taramasi agaroz jel goriintiisii

Uriinler %1.5 agaroz jelde, 100 Volt’ ta 55 dakika yiiriitiilmiistiir.

M: Marker (Thermo Scientific #SM0241).
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Ankara Refik Saydam Hifzissthha’ dan gelen ve serolojik olarak pozitif olan orneklerde,
Dobrava ve Saaremaa I¢ ice Ters Transkripsiyon PZT sonucunda herhangi bir pozitiflik

bulunamamustir.
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5. TARTISMA

Calismanin temel amaci; klinik olarak onem tasiyan, mortalite ve morbidite orani
yiiksek, ciddi bir halk saglig1 sorunu haline gelebilecek olan hantavirus tiirlerinden Tirkiye’
de goriilme ihtimali yliksek olan Saaremaa, Dobrava ve Puumala viruslarinin, bu viruslarin
dogal konuke¢u oldugu kemiricilerin dokularinda gosterilmesidir. Bu amagla ise, molekiiler bir
yontem olan ve bu viriis tanisinda literatiirlerde en sik karsilagilan yuvalanmig ters

transkripsiyon polimeraz zincir tepkimesi kullanilmistir.

Hantaviruslar, dogal konukgulari olan kemirici tiirlerinde bulunurlar. Bu sebeple
caligmada, uygun yontemlerle yakalanip, dokulari aliman kemirici tiirleri kullanilmustir.
Ozellikle Tiirkiye’ deki salgmlarin Karadeniz bolgesinde daha ¢ok goriilmiis olmasi, salgin
acisindan potansiyel bir bolge olmasi ve ormanlik, nemli bir bdlge olmasi da kemirici
tiirlerinin daha yogun iireyebilecegi bir ortami olusturmasindan otiirii Kirklareli-igneada

bolgesi caligsma icin se¢ilmistir.

Optimizasyonu gerceklestirdigimiz Dobrava, Saaremaa ve Puumala viriis pozitif
kontrol suslari, Vero E6 hiicre hattindan izole edilmis olup, her bir viriis igin hiicre kiiltlirii
siispansiyonu mililitrede yaklasik 10° Vero E6 hiicresi igermektedir. Smajlovic ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, optimizasyon i¢in, yaygin kullanilan hiicre hatti olan
Vero E6 hiicre hatti1 kullanilmistir. Hiicre hatti mililitrede yaklagik 10 Vero E6 hiicresi
icermektedir (82).

Hantaviruslar RNA viruslar1 oldugu ve polimeraz zincir tepkimesi, DNA {iizerinden
cogaltma yapabilen bir teknik olmasindan otiirli ¢aligmada ters transkripsiyon basamagi
kullanilmistir.  Yapilan c¢alismalarda, duyarliligin arttirilmast amaciyla iki basamakl
polimeraz zincir tepkimesi kullanilmistir (83). Bu calismada ise, tek basamakli yapilan
polimeraz zincir tepkimesi sonucunda agaroz jel lizerindeki ¢ogalan DNA’ larin verdigi
bantlar silik gozlenmistir. Ayn1 6rnege ikinci bir polimeraz zincir tepkimesi basamagi
uygulanarak i¢ PZT teknigi ile elde edilen agaroz jel goriintiisiiniin daha net ve parlak olmasi,

yuvalanmig PZT tekniginin hantavirusun molekiiler tanisinda dnemini kanitlamaktadir.

Hantaviruslar, oldukca genis c¢esitlilie sahip olup, tiim tiirleri i¢in evrensel
kullanilabilecek primerlere sahip degillerdir. Bes Puumala viriis genetik haritasindan S ve M

segment sekanslarinin ¢oklu dizi analizi, Puumala virusun bilinen hantavirus tiirleri igerisinde
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en ¢ok cesitlilige sahip tiir oldugu sonucunu desteklemektedir (84). Primer tasarlarken de bu
cesitlilik; Trakya Bolgesi’ ne yakin olan bolgelerden GenBank’ ten indirileren sekanslarda

gozlenmistir.

Hantaviruslar1 molekiiler olarak daha iyi ve daha gilivenilir bir sekilde tespit etmek
amaciyla, yuvali ya da yari-yuvali onciiller kullanilmasi yaygin bir durumdur (85). Ayrica
hantaviruslarda bulunan, biiyiik (L-segment), orta (M-ssegment) ve kiiciik (S-segment)
segmentlerden en korunmus segment S segmenti oldugu i¢in, bu segmente gore onciil dizayni
gerceklestirilmistir (7). Bu nedenle; Dobrava, Saaremaa ve Puumala i¢in, rodentlerin
tarandig1 Trakya Bolgesi’ ne yakin bolgelerden sekanslar GenBank’ ten indirilerek dizilenmis
ve yliksek homoloji gosteren bolgeler onciil olarak secilmistir. Dejenere Onciiller, Onciil
baglanma olasiligini arttirip, daha fazla hedef ¢esitliligi sagladigi i¢in 6nciil tasarlarken, en az
bir niikleotid farkliligi gosteren onciiller igin dejenere onciil tasarlanmigtir (86). Onerilen
optimal Onciil uzunlugu olarak kaynaklarda sikg¢a 18-24 niikleotid uzunlugu verilmektedir
(86). Bu sebepten otiirii onciiller bu aralikta olacak sekilde tasarlanmistir. Onciil
baglanmasinda Onciiliin 3 ucu oldukca 6nemlidir. Eger 3° ucu hedef sekansa tam uyumlu
degilse baglanma tam olarak gergeklesmeyebilir, bu da ¢ogalmay1 6nler. Bu sebepten Otiirii
onciil tasarlanmasinda 3’ ucu tiim kullanilan sekanslarda niikleotid farklilig1 gdstermemesine

dikkat edilmistir.

PZT optimizasyonunda Mg** konsantrasyonu olarak 0,5-1-1,5-2 ve 2,5 mM
denenmigtir. 0,5 mM konsantrasyon, ¢ogalma i¢in yetersiz kalmis, diger konsantrasyonlarda
ise gorece fark gozlenmemistir. Yapilan bir caligmada 1-1,5-2-2,5-3-3,5 ve 4 mM
konsantrasyonlarda Mg®* denenmis ve optimal konsantrasyon olarak 2 ile 2,5 mM arasinda
fark gozlenmemistir (82). PZT calismalarinda Mg2+ konsantrasyonu siklikla 2 mM olarak
onerildigi ve 1-2,5 mM aras1 konsantrasyonlarda fark gézlenmedigi i¢in ¢alismalarda 2 mM

konsantrasyon kullanilmak tizere se¢ilmistir (10).

cDNA konsantrasyon optimizasyonu sonucunda, PZT’ nin 1/100.000 seyreltmede
cDNA’ y1 bile tespit edebildigi goriilmiistiir. Bu da PZT’ nin duyarliliginin oldukga yiiksek

oldugunu gosterir.

Polimeraz zincir tepkimesinde 6zgiilliigii ve {liriin verimini arttirmak amaciyla bir
takim eklentiler kullamilir. Bu eklentiler arasinda %1-10 arast kullanilan DMSO,

calismamizda verimi arttirlp ¢ogalan iriin konsantrasyonunu arttirmasi amaciyla
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kullanilmistir (87). Calismamizda %2 DMSO varliginda optimal sonu¢ alindigi i¢in bu
konsantrasyon sonraki caligmalar i¢in de kullanilmigtir. 1/1.000.000 seyreltmede cDNA
varliginda yapilan %2 DMSO konsantrasyonunda dahi bant gézlenmesi, bu konsantrasyonun

en optimal konsantrasyon oldugunu gostermektedir.

Onciil konsantrasyonu ve Tm sicaklig1 optimizasyonunda optimum baglanma sicaklig
olarak 57 °C, optimum &nciil konsantrasyonu olarak ise 1 pM bulunmustur. Onciil baglanma
bolgesi ve iirlin konsantrasyonuna gore degisiklik gosteren Tm sicakligi, yapilan farkli
sicaklik denemeleri sonucunda en iyi bant veren sicaklik olarak se¢ilmistir. Optimum 6nciil
konsantrasyonu ise arastiritlan yayinlarda denenen Onciil konsantrasyonlari denenerek

bulunmustur (86).

Uriin konsantrasyon denemesi i¢in, 1. PZT’ si yapilan riiniin 1/10, 1/100, 1/1.000,
1/10.000, 1/100.000 ve 1/1.000.000 seyreltmelerde yapilan 2. PZT agaroz jel goriintiisii
sonucunda 1/1.000.000 seyreltmede bile bant gézlenmesi, 2. PZT’ nin duyarliliginin yiiksek
oldugunu gostermektedir. Smajlovic ve arkadaslarinin yaptigi benzer bir ¢caligmada, en fazla
1/100 seyreltmede {iriin kullanilmis, ona ragmen bizim buldugumuz gibi kuvvetli bantlar

yakalayamamaislardir (82).

Rodent dokularinin taranmasinda yayinlarda siklikla akciger dokusu kullanilmaktadir
(88, 89, 56). Bu calismada ise her rodent 6rneginin sadece dalak dokularinin tam olmasindan,
akciger dokularinin eksik olmasindan o6tiiri taramada dalak dokusu kullanilmigstir. Pozitif
oldugu siiphesi edindigimiz rodent Orneklerinin ise bobrek dokulari da tarama igin
kullanismis, fakat bobrek dokularinda da pozitif sonug elde edilememistir. leriki calismalarda

akciger dokular1 da taranacaktir.

Viral RNA olduk¢a kirilgan bir yapiya sahiptir ve uygun kosullarda muhafaza
edilemezse yapist ¢ok cabuk bozulabilir. Klinik 6rneklerde veya rodent doku 6rneklerinde
yapilan ¢ogu c¢alismada, ELISA yontemiyle serolojik olarak pozitif bulunan 6rneklerin bir
kism1 RT-PZT yonteminde negatif bulunmaktadir. Bunun sebebi ise iki sekilde agiklanabilir.
Klinik 6rneklerde, hastalarin ¢ok diisiik viremilere sahip olmasi, viral RNA tespitini olanaksiz
kilmis olabilir. Ya da, viral RNA’ nin ¢ok hassas olmasindan 6tiirii, klinik 6rnek laboratuvara
taginirken uygun kosullarda tasinmamis, bu sebepten de RNA degrede olmustur. Bu iki
olasilik klinik numuneler i¢in gegerlidir. Rodent dokularinda ise, rodent viriis tarafindan

enfekte edilmedigi i¢in latent fazda rodentte siirekli kalir. Viremi s6z konusu olmadigi i¢in
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diisiik viremiden otiiri viral RNA’ nin tespit edilememesi olasiligi burda gegerli degildir. Bu
sebepten dolayr tek bir olasilik vardir ki, o da rodent dokularinin uygun kosullarda
tasinmamasindan otiirii viral RNA’ nin degrede olabilmis olasiligidir. Bu olasilik, hantavirus
varligi acisindan taradigim rodent doku orneklerinde hi¢ pozitif sonug¢ bulamamami

aciklayabilir.

Yapilan bir ¢caligmada, 332 Apodemus cinsi rodent western-blot yontemi ile taranmis
ve 20 rodent kuvvetli pozitif veya diisiik/siipheli pozitif bulunmustur. Bu rodentlere ait
akciger dokulari, molekiiler yonden de taranmis ve 20 rodentten sadece alti tanesi (%35)

pozitif bulunmustur (5).

Sanada T. ve arkadaslari yaptiklar1 bir g¢alismada, Mesocricetus auratus tiiri
laboratuvar hayvan modelini Puumala viriis ile infekte etmisler ve organlarda viral RNA
varhigim, kantitatif olarak real-time PCR yontemiyle izlemislerdir. Inokulasyondan 8 hafta
sonra ise viral yiikiin en fazla akciger dokusunda oldugu goézlenmistir. Bu veri, akciger
dokusunun viral replikasyon i¢in uygun bir bolge oldugunu goéstermektedir. Akciger
dokusundan sonra ise; bobrek, dalak ve beyin dokular1 da yiiksek kopya sayilarinda RNA
icermektedir. Yapilan baska bir ¢alismada, 1 giinliik rodentler, Seoul viriis susuyla inokule
edilmis ve inokulasyondan 3’ten 184 giine kadar akciger ve bobrek dokularinda viral
genomun S segmenti nested ters transkripsiyon polimeraz zincir tepkimesi ile tespit
edilebilmis. Oteki taraftan, 7 haftalik rodentler {izerinde yapilan ¢alismada, ayn1 viriis susuyla
inokiile edilmis 7 haftalik rodentlerde inokulasyondan 3’ ten 50 giine kadar viral genom

sadece akciger dokusunda tespit edilebilmistir (90).

Korva, M. Ve arkadaslarinin yaptigi Dobrava, Puumala ve Saarema viral yiikiiniin
dokularda arastirilmasina yonelik bir ¢alismada; araziden toplanan toplamda 1081 rodentten
(615 A. flavicollis, 173 A. agrarius, 293 M. glareolus) 156 tanesi (89 A. flavicollis, 33 A.
agrarius, 34 M. glareolus) en az bir hantavirus antijeni yoniinden sero-pozitiftir. Sero-pozitif
bulunan rodentler, DOBV ve PUUV varlig1 agisindan tek-basamakli gercek-zamanli ters-
transkriptaz polimeraz zincir tepkimesi ile viral RNA varlig1 i¢in test edilmistir. 156 6rnekten
RT-PCR ile hantavirus infeksiyonu belirlenmis 14 sero-pozitif rodent (2 yetiskin, 1 jiivenil A.
agrarius, 2 yetiskin, 2 jiivenil, 1 immatiir A. flavicollis, 3 yetiskin, 2 jiivenil, 1 immatiir M.
glareolus), ileriki viral yiik analizi i¢in segilmistir. Toplamda; sidik kesesi harig test edilen
tim doku oOrnekleri arasinda en yiiksek viral yiik degeri DOBV tarafindan infekte olan A.

flavicollis® te saptanmustir. Ayrica, viral yiikteki en yiiksek sapma, homojenize edilen
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dokularda, 3.33 x 10% ile 2.80 x 10" kopya/ml araligindaki degerlerle A. flavicollis
orneklerinde gozlenmistir. Sapma en ¢ok dalak ve karaciger orneklerinde not edilmistir.
Homojenize dokulardaki, PUUV tarafindan infekte edilen M. glaerolus konukgularindaki
viral yilik 41.6 ile 1.69 x 10° kopya/ml arasinda dagilim gostermektedir. En yliksek PUUV
viral yiikii, bir jiivenil hayvanin akciger dokusunda 6lgtilmistiir. M. glaerolus konukgularinin
ornekleri arasindaki sapma en ¢ok karaciger orneklerinde not edilmistir. En diistik viral ytiik
degerleri, homojenize akciger dokusunda 1.30 x 107 kopya/ml degeri ile SAAV ile infekte
olan A. agrarius konukgularinda saptanmistir. Homojenize dokudaki 1.28 x 10° kopya/ml ile
en disiik SAAV viral yiik konsantrasyonu sidik kesesinde dlgtilmiistir. DOBV ve PUUV ile
karsilastirildiginda, i¢ organlar arasindaki SAAYV viral yiikteki sapma daha diisiiktiir. Cogu A.
flavicollis konukgularinda, DOBV i¢in en vyiiksek viral yiikk akciger Orneklerinde
gosterilmistir; bunu, kalp ve dalak ornekleri takip etmektedir. Dalak 6rneklerindeki DOBV
viral yiikii homojenize dokularda 10% ile 10M kopya/ml araliginda degisim gostermekteyken,
A. flavicollis konukgusunun akciger ve kalp orneklerinde DOBV viral yiikii daha az sapma
gostermektedir (homojenize dokuda konsantrasyon 10* ile 10° kopya/ml araliginda degisim
gostermektedir). Tek M. glareolus konukgusu i¢inde, PUUV viral yiikii homojenize dokuda
10 ile 10" kopya/ml araliginda degisim gostermektedir. En yiiksek PUUV konsantrasyonu
akciger orneginde gosterilmistir (1.69 x 10° kopya/ml). En tekdiize (uniform) PUUV viral
yiikii kalp 6rneklerinde homojenize dokunun 10° ile 10’ kopya/ml araliginda not edilmistir. A.
agrarius calisildiginda, en yiiksek SAAV viral yiikii bobrek dokularinda 6l¢iilmistiir, bunu
akciger ve karaciger Ornekleri takip etmektedir. Homojenize dokuda SAAV viral yiikii A.
agrarius konukcusunda 10° ile 10" kopya/ml araliginda degisim gostermektedir. Viral yiik
seviyeleri iki grup arasinda karsilastirildigi zaman, yeni infekte olmus rodentlerin
(infeksiyondan sonra 1 aydan az), eski infeksiyona gore, test edilmis i¢ organlarinda
hantavirus RNA konsantrasyonu onemli derecede yiiksektir. Yani rodentlerin infeksiyon
zamanlar1 da viral yiik acisindan 6nemlidir. Bu ¢alisma gostermektedir ki; akciger, dalak ve

bobrek dokulart RNA ekstraksiyonu agisindan dnerilen dokulardir (91).

Calismamizda, Dobrava viriis i¢in 1. PZT tepkimesi optimize edildikten sonra,
optimize edilen tepkime karisimi 2. PZT i¢in de kullanilmis, fakat 2. PZT tepkime karisimina
DMSO eklentisi yapilmamistir. Bunun sebebi ise DMSO’ nun ikinci PZT tepkimesinde
inhibisyona sebep olabilecegidir. Tepkime karisimi1 ayn1 sekilde kullanilan prosediirde, 2. PZT
icin, iki Onciil arasindaki Tm sicakliklarinda fark oldugundan 6tiirli Tm sicakligi kademeli

azalan PZT (touch-down PZT) yapilmasi uygun goriildii. Tm sicakliklari yine, tepkime
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karigimi konsantrasyonlari girilerek
http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/ adresinden hesaplanmustir.
Saarema ve Puumala viriis PZT tepkimeleri igin ise tepkime karigimi, Dobrava viriis i¢in
optimize edildigi sekilde kullanilmis ve Dobrava virlis i¢in optimize edilen tepkime
karistmimin Saarema ve Puumala viriis PZT tepkimelerinde optimal calistigi agaroz jel

goriintiilerinde gbzlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Hantaviruslar; ilk kez Kore Savasi sirasinda (1950-1953), tozlu siperlerde savasan
askerlerin dliimiiyle ortaya ¢ikmis sonraki patlak ise 1993 yilinin ilkbahar ve yazinda, New
Mexico eyaletinin Four Corners bdlgesinde geng ve saglikli insanlarin 6liimiine sebep olarak
gerceklesmistir. Hastalik etmeninin ilk rapor edilmesi ise 1978 yilina kadar beklemistir. Fakat
elbette ki hantaviruslar kesfedilmeden once de varlardi. Four Corners bolgesindeki Navajo
topraklarinda 1918 ve 1933 wyillarinda kis 1lik ve yagish gecmis, bolgedeki yabani otlar
bollasmis, fare sayis1 artmis ve sagliklt ve geng insanlar arasinda agiklanamayan o6liimlerin
sayist da artmistir. 1960 11 yillara kadar bilinmeyen bir solunum rahatsizligindan 6lmiis
bulunan hastalardan alinan serumlar yeniden incelendiginde, hantavirus kaynakli akciger
hastalig1 vakalarinin Amerika Birlesik Devletleri’ nde on yillardir nadiren de olsa goriildiigii
anlasildi. Hantaviruslar, heniiz yakin ge¢miste tam olarak adlandirilabilmis, bu sebeple de

hantaviruslar {izerinde yapilan arastirmalar tam manasiyla oturmamustir.

Hantaviruslarin laboratuvar tanisinda siklikla serolojik yontemler kullanilmaktadir.
Serolojik yontemlerde metotlarin daha oturmus olmasi ve antikor-antijen varliginin tesbit
edilmesinin daha giivenilir sonuglar vermesinden otiirli serolojik yontemlere giiven daha
fazladir. Yapilan karsilastirma ¢aligmalarinda da, serolojik yontemlerle pozitif ¢ikan

orneklerin bircogu molekiiler yontemlerle negatif ¢ikmaktadir.

Hantaviruslarin molekiiler tesbiti i¢in kullandigimiz yuvalanmis ters transkripsiyon
polimeraz zincir tepkimesi tamamen her basamagiyla optimize edilmistir. Bu calismada
optimize edilen PZT yOntemi, tanisal ve immiinolojik ileriki ¢aligmalarda da kullanilabilir.
Dokudan RNA izolasyonu ise izolasyon Kkitinin {ireticisinin ydnergelerine gore
gergeklestirilmistir. Buna ragmen calisilan hi¢bir dokuda pozitiflige rastlanmamasinin bir
sebebi, yaymlarda da belirtildigi iizere dokunun uygun yontemlerle muhafaza
edilmemesinden kaynaklanmis olabilir. Zira RNA ¢ok kirtlgan bir genetik materyaldir ve ¢ok
cabuk bozulabilir. Elbette ki araziden toplanmis ve calismada kullanilmis olan tiim
kemiricilerin hantavirus yoniinden negatif olma ihtimali de bakidir. Hantaviral salgin Tiirkiye’

de de gerceklesmis, fakat heniiz 6nemli bir saglik sorunu haline gelmemistir.

Aragtirilan tiim yayimnlarin gosterdigi iizere, hantaviruslarin molekiiler tanisinda
genellikle viral ylikiin daha fazla olmasindan 6tiirii akciger dokusu kullanilmaktadir. Biz ise

calismamizda genelllikle dalak dokusu, karaciger ve bdbrek dokusu kullandik. Ayni
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kemiricilerin akciger dokularinin da kullanilmasi, pozitif kemirici yakalama ihtimalimizi

dogurabilirdi.
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Uyelerinden Dog.Dr.Mehmet Ali OKTEM’in sorumlu oldugu “Tiirkiye bati bolgelerindeki hanta
viriis araghrilmas” isimli projede; Alihan BULGURCU, Ceylan POLAT ve Y.Hakan
ABACIOGLU’nun projeye dahil edilmeleri hakkinda génderilen belge incelenerek bilgi edinilmistir.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederiz.

P@;f}g\p\ﬁ&w\k "

)
Prof.Dr.A.Necati GOKMEN

r.Osman Y{
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Bagkan Yardimcist
Kurul Baskan1 )
Prof.Dr.Alper SOYLU Prof.Dr.Ayse GELAL
Uye (Topl.katilamadr) i Uye (Topl.katilamadi)

Prof.Dr.O.Ne?g/A?/ OSMANOGLU
e/[/

?rof.Dr.Abdu]lah KUMRAL
Uye (Topl.katilamadi)

Dog.Dr.Turna ILKNUR
Uye (Topl.katilamadi)

Dog.Dr.Tonay INCEBOZ
Uye (Topl.katilamadr)

Ayse Nur BALIN
Uye(Topl.katilamada)

NOT: Projede yapilan diizeltmelerin metin iginde bold karakter larak yapil projenin incell i dan sagliklt olacaktir.
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EK-2

OZGECMIS

ALIHAN BULGURCU

TC Kimlik No / Pasaport No:  |11237335162

Dogum Yili: 1988

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji A.D.
Yazisma Adresi :

35340 Narlidere/izmir
Telefon : 0505 889 64 68
e-posta : alihanbulgurcu@hotmail.com
EGITIM BILGILERI
.. .. . Mezuniyet
Ulke Universite Fakiilte/Enstitii Ogrenim Alani Derece il
ih
) Dokuz Eyliil Saglik Bilimleri Tibbi Yiiksek
Tiirkiye . _ ) ) N ) 2013
Universitesi Enstitiisii Mikrobiyoloji Lisans
. .- Miihendislik . o )
Tiirkiye | Ege Universitesi Biyomiihendislik Lisans 2010
Fakiiltesi
AKADEMIK/MESLEKTE DENEYIM
Gorev Gorev

Kurum/Kurulus | Ulke |Sehir Boliim/Birim
Tiiri Donemi

Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi

. . 06.2008-
Ege Universitesi | Tiirkiye | [zmir | Biyomiihendislik Béliimii Mikrobiyoloji | Stajyer 05.2009
Laboratuvari '
. . CARLO ERBA ilag Sanayi ve Ticaret ) 06.2009-
Ege Universitesi | Tiirkiye | [zmir Stajyer
AS. 08.2009
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UZMANLIK ALANLARI

Uzmanlik Alanlar:

Mikrobiyoloji, Viroloji

DiGER AKADEMIiK FAALIYETLER

Son Bir Yilda Uluslararasi indekslere Kayith Makale/Derleme icin Yapilan

Danismanhik Sayisi

Son Bir Yilda Projeler icin Yapilan Damsmanlik Sayisi

Yayinlara Alinan Toplam Atif Sayisi

Tamamlanan Devam
Eden
. Yiiksek
Damsmanhlik Yapilan Ogrenci Sayisi Lisans
Doktora
Uzmanhk
Diger Faaliyetler (Eser/gorev/faaliyet/
sorumluluk/olay/iiyelik vb.)
ODULLER
Odiiliin Adx Alindig1 Kurulus Yih

™ | Biyomiihendislik Boliimii, Boliim 2.1igi Odiilii | Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi | 2010

YAYINLARI

SCI, SSCI, AHCI indekslerine giren dergilerde yaymlanan makaleler

Diger dergilerde yayinlanan makaleler
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