IZAL SNVSI'TMASMNA

I'IVd NT'TIGVNYV ICOTOLVATH TAWAL ISVIVIAINITAISIA

AVSVA uswsQ

LT0¢

TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

TURKIYE’DE HEPATIT E VIRUSU (HEV)
SEROPREVALANSININ YENIDEN
DEGERLENDIRILMESI:

TiCARI OLARAK KULLANILAN iKi HEV TOTAL
ANTIKOR ELISA KITININ KARSILASTIRILMASI

Osman YASAR
DIiSIiPLINLERARASI TEMEL HEPATOLOJi ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZI

DANISMAN
Yrd.Do¢c.Dr Senem Ceren OZEN KARATAYLI

ANKARA
2017



TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

TURKIYE’DE HEPATIT E VIRUSU (HEV)
SEROPREVALANSININ YENIDEN
DEGERLENDIRILMESI:

TiCARI OLARAK KULLANILAN iKi HEV TOTAL
ANTIKOR ELISA KITININ KARSILASTIRILMASI

Osman YASAR

DIiSIiPLINLERARASI TEMEL HEPATOLOJi ANABILIM DALI
YUKSEK LiSANS TEZI

Bu arastirma Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Miidiirliigii’niin

14B0207001 proje numarasi ile desteklenmistir.

DANISMAN
Yrd.Doc.Dr Senem Ceren OZEN KARATAYLI

ANKARA
2017



Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigii’ne,

Yiiksek Lisans tezi olarak hazirlayip sundugum “Tiirkiye’de Hepatit E Viriisii
(HEV) seroprevalansinin yeniden degerlendirilmesi: Ticari olarak kullanilan iki HEV
Total Antikor ELISA kitinin karsilastirllmasi” baslikli tez; bilimsel ahlak ve
degerlere uygun olarak tarafimdan yazilmistir. Tezimin fikir/hipotezi tiimiiyle tez
danigmanim ve bana aittir. Tezde yer alan deneysel c¢alisma/arastirma tarafimdan
yapilmis olup, tiim ciimleler, yorumlar bana aittir. Yukarida belirtilen hususlarin

dogrulugunu beyan ederim.

Ogrencinin
Adi Soyadi: Osman YASAR
Tarih: 13.09.2017

Imza:



Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Disiplinleraras1 Temel
Hepatoloji Anabilim Dalinda Osman YASAR tarafindan hazirlanan “Tirkiye’de
Hepatit E Virtisii (HEV) seroprevalansinin yeniden degerlendirilmesi: Ticari olarak
kullanilan iki HEV total antikor ELISA kitinin karsilastirilmasi” adli tez calismasi
asagidaki jiiri tarafindan YUKSEK LISANS TEZI olarak OY BIRLIGI ile kabul

edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 13.09.2017

Prf.Dr. A.Mithat BOZDAY
Ankara Universitesi

Jiir1 Baskani

Yrd.Dog.Dr. Senem Ceren OZEN Prf.Dr. Kayhan CAGLAR
KARATAYLI Gazi Universitesi
Ankara Universitesi Uye

Uye

Tez hakkinda alinan jiiri karari, Ankara Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii

Yonetim Kurulu tarafindan onaylanmagtir.

Imza Unvan
Ad1 ve Soyadi

Saglik Bilimleri Enstitlisii Miidiirii



ICINDEKILER

Etik Beyan

Kabul ve Onay
Icindekiler

Onsoz

Simgeler ve Kisaltmalar
Sekiller

Cizelgeler

1. GIRIS

1.1 Hepatit E Viriisii (HEV) Tarihgesi

1.2 HEV’in Smiflandirilmasi

1.3 HEV’in Morfolojik Ozellikleri

1.4 HEV’in Epidemiyolojisi

1.5 HEV’in Genom Yapisi ve Genotipleri
1.6 HEV’in Klinik A¢idan Onemi

1.7 HEV RNA’ya Yonelik Molekiiler Tan1

2. GEREC VE YONTEM

2.1 Gereg

2.1.1 Goniilli Olur Dondr Formu

2.1.2 Kan Serum Ornekleri

2.1.3 HEV Total Antikor ELISA Kitleri

2.1.4 Primer ve Problar

2.1.5 HEV RNA Standartlar

2.1.6 RNA Izolasyon Malzemeleri

2.1.7 cDNA Sentez Reaksiyon Malzemeleri

2.1.8 Gergek Zamanl (Real Time) PZR Malzemeleri
2.1.9 Kullanilan Kitler

Vi
vii

viii

~N o o W

16
18

19

19
19
20
20
20
21
22
22
22
22



2.1.10 Kullanilan Cihazlar

2.2 Yontem

2.2.1 Indirekt ELISA Yontemi

2.2.2 ELISA Hassasiyet Testi

2.2.3 RNA izolasyonu

2.2.4 cDNA Sentez Reaksiyonu

2.2.5 Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)
2.2.6 Istatiksel Analiz (Ki-kare testi)

BULGULAR

3.1 Indirekt ELISA Sonuglari

3.1.1 Dia.Pro HEV Total Antikor ELISA Sonuglar1

3.1.2 Wantai HEV Total Antikor ELISA Sonuglari

3.1.3 Dia.Pro ve Wantai HEV Total Antikor ELISA Kitlerin
Karsilastirilmasi

3.2 Goniilli Kan Donorlerinin Cinsiyet Dagilimi

3.3 Goniillii Kan Donérlerinin Yas Dagilimi

3.4 Dia.Pro ve Wantai HEV Total Antikor ELISA Kitleri
Hassasiyet Testi

3.5 Gergek zamanli PZR sonuglar1

. TARTISMA

SONUC ve ONERILER
OZET

SUMMARY
KAYNAKLAR
OZGECMIS

22
23
23
25
26
26
26
27

28

28
29
29

30
31
36

41
42

44
52
54
56
58
65



ONSOZ

Bu tez ¢alismasinda Tirkiye’de kan dondrlerinden alinan serum 6rnekleri
kullanilarak Hepatit E Virlisii (HEV) seroprevalansinin yeniden degerlendirilmesi
icin ticari olarak kullanilan iki HEV total antikor ELISA kitinin karsilastirilmasi,
HEV Kkantitasyonu i¢in yontem gelistirilmesi ve HEV’in genotiplendirilmesi

amagclanmustir.

Oncelikle tez konusunu secerken isteklerimi gdéz oniinde bulundurup bana
calisgma esnasinda ve sonunda her konuda yardimci olan tez danigsmanim
Yrd.Dog.Dr. Senem Ceren Ozen KARATAYLI'ya tesekkiirlerimi sunarim. Bu
calismada yardim talep ettigim Mehtap KIZILPINAR, Esra YURDCU ve Giiniz
ASUTLU’ya, Ankara’da faaliyet gosteren Algen Diagnostik firmasi calisanlari
Sahmaran BAYSAL ve Haydar SAYILIR’a, Synevo Tibbi Laboratuvarlar
calisanlarina, bu zorlu tez siirecinde benden destegini bir an i¢in bile esirgemeyen
Gazi Mustafa Kemal Devlet Hastanesi Merkez Laboratuvari’nda galisan Ayhan
SAHIN, Halil SATIR basta olmak iizere degerli is arkadaslarima, tiim egitim
hayatim boyunca benden maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen her zaman
yanimda olan aileme ve sevgili esim Zuhal YASAR’a, calisma esnasinda biitlin
yorgunlugumu unutturan kizim Zeynep Ela YASAR ve oglum Metehan YASAR’a

tesekkiirlerimi bir borg bilirim.

Ayrica, bu arastirma Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Miidiirligii’niin 14B0207001 proje numarasi ile desteklenmistir.

Vi



SIMGELER VE KISALTMALAR

dH20 Distile su

ul Mikrolitre

ml Mililitre

mM Milimolar

Anti-HEV 1gG HEV IgG Antikor
Anti-HEV IgM HEV IgM Antikor
Anti-HEV IgA HEV IgA Antikor

PZR Polimeraz Zincir Reaksiyonu
M Molar

RNA Riboniikleik Asit

DNA Deoksiribontikleik Asit
AOB Acik Okuma Bolgesi

HAV Hepatit A Virisii

HEV Hepatit E Virtisi

HBV Hepatit B Viriisii

HCV Hepatit C Viriisii

DSO Diinya Saglik Orgiitii

HRP Horseradish Peroksidaz Enzimi
TMB Tetra Metil Benzidinton
TOB Translasyon Olmayan Bolge

vii



SEKIiLLER

Sekil 1.1 Hepatit E viriisiiniin endemik olarak goriildiigii bolgeler. 5
Sekil 1.2 HEV virion yapisi 6

Sekil 1.3 Diinya’da HEV yéniinden endemik bolgeler ve Ulkelerin HEV

seroprevalans oranlart 8

Sekil 1.4 Diinyada HEV yo6niinden endemik bdlgeler. 10
Sekil 1.5 HEV Genom Yapisi ve A¢ik Okuma Bolgeleri 15
Sekil 1.6 HEV genotiplerinin soyagaci. 16
Sekil 1.7 HEV enfeksiyonu gelisim siireci. 18
Sekil 2.1 indirekt ELISA calisma semasi. 23
Sekil 2.2 Dia.Pro ve Wantai HEV total antikor kitleri ¢aligma protokolii. 25
Sekil 3.1 Dia.Pro HEV total antikor ELISA sonuglari 28
Sekil 3.2 Wantai HEV total antikor ELISA sonuglar1 28
Sekil 3.3 Farkli illerden toplanan serumlara gére HEV Seroprevalansi. 29

Sekil 3.4 Wantai ve Dia.Pro HEV total antikor kitlerinin illere gore sonuglari. 30
Sekil 3.5 Farkli illerden Toplam 2011 Kan Dondriiniin Cinsiyete Gore Dagilimi 31

Sekil 3.6 Ulkemizdeki 6 farkli ilden toplanan serumlara gére HEV total antikor

pozitif 6rneklerin Cinsiyet Dagilimi 32

Sekil 3.7 Ankara ilindeki HEV Total Antikor Pozitif 33

Sekil 3.8 izmir ilindeki HEV Total Antikor Pozitif Orneklerin

viii



Cinsiyet Dagilimi

Sekil 3.9 Kahramanmaras ilindeki HEV Total Antikor Pozitif Orneklerin

Cinsiyet Dagilimi

Sekil 3.10 Malatya ilindeki HEV Total Antikor Pozitif Orneklerin
Cinsiyet Dagilim1

Sekil 3.11 Van ilindeki HEV Total Antikor Pozitif Orneklerin
Cinsiyet Dagilim1

Sekil 3.12 Kayseri ilindeki HEV Total Antikor Pozitif Orneklerin
Cinsiyet Dagilim1

Sekil 3.13 Ulkemizdeki 6 farkli ilden toplanan HEV Total Antikor
Pozitif Orneklerin Yasa Gére Dagilimi

Sekil 3.14 Ankara ilindeki HEV Total Antikor Pozitif Orneklerin
Yasa Gore Dagilimi

Sekil 3.15 izmir ilindeki HEV Total Antikor Pozitif Orneklerin
Yasa Gore Dagilimi

Sekil 3.16 Kahramanmaras ilindeki HEV Total Antikor Pozitif
Orneklerin Yasa Gore Dagilimi

Sekil 3.17 Malatya ilindeki HEV Total Antikor Pozitif Orneklerin
Yasa Gore Dagilimi

Sekil 3.18 Van ilindeki HEV Total Antikor Pozitif Orneklerin
Yasa Gore Dagilimi

Sekil 3.19 Kayseri ilindeki HEV Total Antikor Pozitif Orneklerin
Yasa Gore Dagilimi

Sekil 3.20 ELISA pozitif 6rnekler cinsiyet ve yas genel karsilagtirma

Sekil 3.21 Dia.Pro ve Wantai ELISA Kitleri Hassasiyet Testi

Sekil 3.22 Gergek zamanli PZR optimizasyon

33

34

34

35

35

37

37

38

38

39

39

40

41

42

43



CIZELGELER

Cizelge 1.1 Ulkelere gore HEV seroprevalansi

Cizelge 1.2 Tiirkiye’de giiniimiize kadar yapilmis HEV IgG
seroprevalans ¢alismalari

Cizelge 2.1 Kan dondrleri genel durum

Cizelge 2.2 Jothikumar ve ark. lar1 tarafindan gelistirilen ve
Garson ve ark. tarafindan modifiye edilen AOB3 korunmus dizisine
ait primer prob dizileri.

Cizelge 2.3 GAPDH Primer ve Prob

Cizelge 2.4 Real time PZR protokolii

Cizelge 3.1 Dia.Pro ve Wantai HEV total antikor ELISA

Kitlerinin Karsilagtirilmasi

Cizelge 3.2 Ulkemizdeki 6 farkli ilden toplanan serumlara

gore HEV seroprevalans

Cizelge 3.3 Illere gére HEV Total Antikor Pozitif Orneklerin
Cinsiyet Dagilim1

Cizelge 3.4 Tiirkiye Genelinde ve Illere gére HEV Total
Antikor Pozitif Orneklerin Yasa Gore Dagilimi

11

21

21

27

29

31

32

36



1. GIRIS

Hepatit E virtisii (HEV) Hepeviridae ailesi, Hepevirus cinsinde siniflandirilan,
pozitif yiikli ve tek zincirli bir RNA’ya sahip olan zarfsiz, ikozahedral protein
yapisinda kapsidli bir viriistiir (Riccoa ve ark., 2016, Hartl ve ark., 2016). HEV
giinlimiizde gelismis ve gelismekte olan iilkelerde karaciger enfeksiyonuna yol agan
hatta gelismekte ve saglik bilgisi yoniinden zayif Asya, Orta Dogu ve Kuzey Afrika

tilkelerinde salgina yol agan bir viris tipidir.

Diinya genelinde 6zelliklede tropikal ve subtropikal iilkelerde i¢me sularinin
kanalizasyon atiklari ile kirlenmesi sonucu salginlara neden olmaktadir (Aggarwal ve
ark.,2009, Browne ve ark., 2015). Kanalizasyon sistemlerinin igme sularini
kirletmemesi i¢in gelismis bir teknolojiye ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle HEV
salginlar1 gelismemis ve gelismekte olan iilkelerde, gelismis iilkerlere nazaran daha

yiiksek oranlarda goriildiigii gosterilmistir (Aggarwal ve ark., 2009).

Daha onceki yillarda HEV seroprevalansi saptanmasi amaciyla iilkemizde
yapilan c¢aligmalarda farkli bolgelerde farkli anti-HEV IgG pozitifligi gdsterilmistir.
Bu farkliligin sebebi kisisel saglik bilgilerindeki farklilik, igme suyu kaynaklarindaki
kirlilik veya gelismemis kanalizasyon sistemleri olarak gosterilse de kullanilan
serolojik kitlerin farkli olmasi, farkli hassasiyete sahip olmasimnin da bu farkliliklara
neden olabilecek ©Onemli etkenlerden biri oldugu uluslararasi c¢aligmalarda
gosterilmistir (Bendall ve ark.,2010). Buna gore ilk olarak Ingiltere’de yapilan bir
calismada toplam 500 kan vericisi serumunda iki farkli ticari kitin karsilastirilarak
anti-HEV 1gG seroprevalansi degerlendirilmistir (Bendall ve ark.,2010). Bu ¢alisma,
Diinya Saglik Orgiiti (DSO) tarafindan standart olarak belirlenmis serumlar
kullanilarak Wantai kitinin diinyada yaygin olarak kullanilan kitlerden biri olan
GeneLabs kitine gore 10 kat daha duyarli oldugunu ve post enfeksiyondan gok uzun

siire sonra bile enfekte olmus bireyleri belirledigini gostermistir. Ayrica her iki kitin



sonuclart karsilastirildiginda seroprevalans Wantai kiti ile %16,2 bulunurken diger

kit ile pozitiflik oran1 %3,6 bulunmustur (Bendall ve ark.,2010).

Bu calismay1 yine ayni kit ile farkl ticari kitleri karsilastiran ¢alismalar takip
etmis ve daha Once belirlenmis durumdaki seroprevalans yiizdeleri anlamli sekilde
artis gostermistir (Mansuy ve ark.,2008 ve Mansuy ve ark., 2011 ve Park ve ark.,
2012). Farkh ticari kitlerin duyarliliklarinin karsilastirilmasi ¢alismalarinda Wantai
kitinin daha duyarli bulunmasinin 6nemli nedeninin HEV genomunda yiiksek
derecede korunmus olan 2 nolu agik okuma bdlgesinden (AOB2) eksprese olan
rekombinant kapsid antijeninin kullaniliyor olmasidir. Bu konuyla ilgili Ma ve
arkadaglarinin Journal of Medical Virology 2009 yilinda yaptiklar ¢calismada HEV
genotip 1 ve genotip 4’ten 18 AOB2 ve AOB3’ten elde edilen protein pargaciklari ile
HEV IgM ve 1gG kullanarak EIA (enzyme-immunoassay) yontemi uygulanmustir.
Sonu¢ olarak AOB3 antijenlerinin elde edildigi genotipe daha iyi baglandig
gosterilirken, AOB2 antijenleri i¢in genotipik farklilik gdzlenmemistir. Bu
caligmanin sonucu AOB2 antijenlerinin AOBS3 antijenlerine gore ELISA ¢aligsmalari

icin daha duyarli oldugu gosterilmistir (Ma ve ark., 2010).

Ulkemizde daha o6nceki yillarda yapilmis durumdaki HEV seroprevalans
calismalarinin sonuglar1 bolgelere gore farklilik barindirmaktadir. (Thomas ve ark.,
1993, Badur ve ark., 1995, Olcay ve ark., 2000). Bu farkliligin sebebinin kullanilan
ticari anti-HEV IgG kitlerinden mi, yoksa bdlgelerdeki kisisel saglik bilgisi
farkliliklarindan m1  kaynaklandigi tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle
tilkemizdeki bu bilgi karisikligina son vermek amaciyla iilkemizde yaygin olarak
kullanilan italyan Dia.Pro firmasina ait bir HEV total antikor ticari kiti ile giincel
bilimsel veriler 1s5181inda gelistirilen ve uluslararasi olarak yiiksek hassasiyeti yapilan
caligmalar ile gosterilmis, tilkemizde daha 6nce HEV seroprevalansi belirlenmesi
amaciyla kullanilmamig Cin Wantai firmasina ait HEV total antikor ticari Kitinin
ALISEI tam otomatik ELISA cihazt kullanilarak karsilastirilmasinin yapilmasi

amaclanmustir.



Bu calismada daha onceki yillarda bircok defa yapilan ve ¢ogunlukla tek ilden
toplanan serumlar kullanilarak yine tek bir ticari kit ile yapilan ¢aligmalarin aksine
tilkemizin 4 farkli bolgelesinden olmak {izere 6 ilden toplanan serumlar 2 farkl ticari
kit kullanilarak karsilastirmali olarak degerlendirilmesi ve iilkemizin HEV
seroprevalansina ait literatiir bilgilerinin gilincellenmesi amaglanmistir. Calismada
ayrica lilkemizde ilk defa HEV genotipleme caligmasi yapilmasi amaciyla anti HEV
pozitif bulunan tiim 6rnekler i¢in HEV RNA saptamasi yapilmuistir.

1.1. Hepatit E viriisii (HEV) Tarihcesi

HEV 1990’11 yillardan sonra daha iyi anlagilmig ve serolojik testlerdeki bilimsel
ve teknolojik gelismeler sayesinde lizerine yogun ¢alismalar yapilmaya baglansa da
tarihimizdeki bir enfeksiyon etkeni olarak ilk fark edilmesi sekizinci yiizyila kadar
gitmektedir. (Bradley, 1995) Belgelendirilmis olarak tarihi belgelere yansimasi ise
ilk defa 1794 yilinda Almanya’nin giineybatisinda kurulmus olan Palatinate
Hiikiimdarhiginda bir salgin goriilmesiyle olmustur (Aggarwall, 2011). Hepatit A
(HAV) ve Hepatit B (HBV) viriislerinin 1970 yilinda tespit edilmesinden sonra, bu
viriislerle alakasi olmayan vakalar icin A-Degil ve B-degil gibi isimlendirmeler
kullanilmaya baslanilmistir.1974 yilinda “non-A ve non-B” viriisiisii terimlerinin
ortaya ¢ikmasindan sonra, bu grupta birbirinden farkli iki viriisiin daha oldugu
yapilan caligmalar sonucu anlagilmistir. Bunun {izerine 1978 yilinda Hindistan’daki
HAV ve HBV kaynakli olmayan salgin sonrasinda caligmalar yogunlagmistir.
(Bradley, 1995) Bu galismalarda, “non-A ve non-B” viriislerinden birinin HBV’ye
benzer ozellikler tagidig1 ve kan yoluyla bulastig1 belirlenmistir. Daha sonra bu virtis
hepatit C viriisi (HCV) olarak isimlendirilmistir. (Aggarwal, 2011) Diger
tanimlanamayan viriisiin ise HAV’a benzer sekilde su ve su {lriinleri ile bulastigi
anlasilmistir. Bu nedenle bu viriis enterik yolla bulasan hepatit etkeni olarak kabul

edilmis ve hepatit E viriisii (HEV) olarak isimlendirilmistir.

Yakin tarihimizde epidemik salgin ilk olarak 1955 yilinda Hindistan’in Yeni
Delhi bolgesinde goriilmiis ve yaklasik 30 bin insanin 6lmesi ile sonuglanmis biiyiik

bir hepatit salginidir. (Viswanathan, 1957) Bundan yaklasik 20 y1l sonra yine salgin



olarak 1978 yilinda Pakistan, Hindistan ve Cin’in arasinda kalan Kagmir olarak
adlandirilan daglik bir bolgede goriilmiistiir. Bu salginda yaklagik 52 bin vaka tespit
edilmis ve bunlarin yaklasik 1700 kadar1 6liimle sonuglanmistir. (Khuroo, 2011) Bu
salginlardan sonra yapilan ¢alismalarda izole edilen 6rneklerde ne HBV ne de HAV
serolojik belirtegleri bulunamamistir. Bu sonuglar bilim insanlarin1 HCV den farkli
ama HAYV ile benzer 6zellikleri olan baska bir virlis arayigina siiriiklemistir. Bu
olaylardan yaklasik 10 yil sonra salgmin etkeninin hepatit E virlisi oldugu

anlasilmistir. (Khuroo, 2011)

HEV ilk olarak 1983 yilinda Balayan ve ark., (1983) tarafindan yayinlanan
makalede tanimlanmistir. Afganistan’daki non-A non-B hepatiti salgini1 esnasinda
hasta kisilerin diskisindan alinan ornekler ile bu 6rnekler kullanilarak oral yolla
enfekte saglikli kisilerde yine ayni belirtilerin goriilmesi sonucu hepatit E viriistiniin
oral-fekal yolla bulastigi anlasilmistir. 1990 yilinda Reyes ve arkadaslari daha
onceden enfekte edilmis maymunlardan Hepatit E viriisiine ait bir genin bir kismini
klonlamay1 basarmislardir (Reyes ve ark., 1990). HEV in molekiiler yapis1 ve tam
genom diziliminin 1991 yilinda Tam ve ark., tarafindan yapilan calismada
tanimlanmasindan sonra diger hepatit viriislerinden farklar1 tam olarak ortaya

cikarilmistir.

Hepatit E virlis enfeksiyonlari kisisel hijyene dikkat edilmeyen, yetersiz
sanitasyon ve kanalizasyon ile igme sularinin birbirine karistigi gelismekte olan
tilkelerde yaygin olarak goriilmektedir (Sekil 1.1). Gegmiste gelismis tilkelerde HEV
kaynakli bir salginin goriilme durumunun ¢ok diisiik bir olasilik oldugu ve sadece
viriisiin ¢ok yaygin oldugu gelismekte olan iilkelere yapilan seyahatler sonrasi
bulagsma olabilecegi diisiiniilmektedir. Halbuki bu viriisiin gelismis iilkelerde bir

salgina yol agmasi ¢okta diisiintildiigii kadar uzak bir ihtimal degildir. (Teo, 2012)
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Sekil 1.1 Hepatit E viriisiiniin endemik olarak goriildiigii bolgeler.
(https://www.cdc.gov/hepatitis/hev/hevfag.htm web sitesinden alimmuistir. Erisim
tarihi: 15/01/2017.)

1.2. Hepatit E viriisii (HEV) Siniflandirilmasi

Hepatit E viriisii (HEV) 27-34 nm uzunlugunda, zarfsiz, silindirik, ikozahedral
niikleokapsidli ve yaklasik olarak 7200 baz uzunlugunda, pozitif polariteli tek zincirli
bir RNA viriisiidiir (Sekil 1.2). (Riccoa ve ark., 2016) HEV ilk tanimlandig
zamanlarda morfolojik yonden benzer 6zellikleri nedeniyle Caliciviruses grubuna
dahil edilmis olsa da giiniimiizde genotipindeki kendine 6zgii 6zellikleri nedeniyle
Hepeviridae ailesine dahil edilmistir ve bu ailedeki Hepevirus cinsi iginde
bulunmaktadir (Hartl ve ark., 2016). HEV hepatit A viriisii gibi bir zarfsiz viriis
olmakla beraber, kapsidlerinin disinda bir zarf olusuma sahip hepatit B, C, D

viruslerinden farklidir.


https://www.cdc.gov/hepatitis/hev/hevfaq.htm

ikozahedral
Kapsid Protein kapsid protein
» yapisi

Tek zincir Pozitif
yiikli RNA

Sekil 1.2 HEV virion yapisi (http://viralzone.expasy.org/714?outline=all_by protein).
Erigim tarihi: 15/03/2017.

Hepatit E virlisiiniin toplam bes farkli genotipi ve yalnizca bir serotipi
bulunmaktadir. (Okamoto, 2007) Bu genotiplerden yalnizca 1 ve 2 insanda
enfeksiyona neden olurken, 3 ve 4 hem insanda hem de hayvanlarda enfeksiyona
neden olmaktadir. Kuslar1 hedef alan genotip 5 ise yalnizca kuslarda goriilmekte ve
insanlarda enfeksiyon yapmamaktadir. Bu 5 genotipten 4 tanesi insanlarda
enfeksiyon yapmasina ragmen, insanlarda sadece tek bir serotip bulunmaktadir.

(Okamoto, 2007)

1.3. Hepatit E viriisii (HEV) Morfolojisi

Normalde hepatit E viriisleri zarflanmamis, kiiresel sekilli pargaciklardir.
Virionun, yaklasik 27-34 nm ¢apinda 180 kopyadan olustugu diisiiniilmektedir. insan
diskr 6rneklerinin boyama yapilarak elde edilen elektron mikroskopisi goriintiilerinde
HEV g¢apinin yaklasik 32 nm oldugunu gosterilmistir (Guu ve ark., 2009). Virionun
yiizeyinde, Noroviriis’lerde goriinenden biraz daha belirgin olan sivri ug¢lar bulunur
ve hepatit A virlisiiniin plirlizsiiz, 6zelliksiz yiizeyinden agik¢a farklidir. Bununla
birlikte, tek basina morfolojiye dayanan bir metot kullanarak hepatit E viriisiini,
diskida bulunan diger kiiclik kiiresel insan bagirsak florasi viriislerinden giivenilir
sekilde ayirt etmek oldukca zordur. HEV pargaciklarinin yiizey yogunlugu 1,35 -
1,40 g / cm3'tiir (Guu ve ark., 2009).


http://viralzone.expasy.org/714?outline=all_by_protein

1.4. Hepatit E viriisii (HEV) Epidemiyolojisi

Diinya Saglhk Orgiitii (DSO) verilerine gére yilda yaklasik olarak 20 milyon
HEV kaynakli enfeksiyon goriilmektedir. Bu enfeksiyonlardan 3,3 milyon kiside
enfeksiyona bagli semptomlar goriilmektedir ve sonug olarak hepatit E viriisline
bagli olarak 56.600 kiside 6liim gergeklesmektedir (Rein ve ark., 2012 ve Lozano ve
ark., 2012). HEV enfeksiyonlar1 ¢ogunlukla kendi kendine iyilesen ve asemptomatik
olarak goriilmesine ragmen, nadiren akut karaciger yetmezligine sebep olan

enfeksiyonlardir.

Hepatit E virlisiinlin, ilk tamimlanan klasik bulas yolu fekal-oral yol olup,
endemik bolgelerde goriilen salginlar ve sporadik enfeksiyonlar HEV ile kontamine
sulardan kaynaklanmaktadir. Kisiden kisiye bulas, muhtemelen koti hijyen
kosullarindan kaynaklanan ve digki ile kontamine eller ve egyalarla gergeklesen

fekal-oral mekanizmaya dayanmaktadir.

Hepatit E viriisiiniin diger bulas yolu ise, 6zellikle endemik olmayan gelismis
iilkelerde gerceklesen gida kaynakli bulastir. Bu tip bulas, HEV ile enfekte
hayvanlarin (geyik, evcil domuzlar, kiimes hayvanlar1 vb.), iyi pismemis etlerinin
tiiketilmesiyle gerceklesir. Daha onceleri, gelismis iilkelerde saptanan sporadik HEV
olgularinin, endemik boélgelere seyahat ile iliskili oldugu diisiiniiliirken, bu tilkelerde
domuzlarda HEV varliginin saptanmasit ve insan ile domuz tiplerinin genetik

benzerlik gostermesi, enfeksiyonlarin zoonotik oldugunu ortaya koymustur.

Hastalik daha ¢ok geng¢ ve orta yas (15-40 yas) grubunda goriilmekte, cocuk ve
yaglilarda daha nadir rastlanmaktadir (Balayan, 1997). Epidemiler sirasinda
semptomatik hastalik c¢ocuklarda sik goriilmemektedir. Bunun nedeni c¢ocuklarin
enfeksiyondan segici olarak korunmasi degil, bu yas grubunda daha hafif bir
karaciger hasarmmin meydana gelmesidir (Aggarwal ve ark.,2009). Semptomatik
hastalik, ergen ve geng eriskinlerde belirgin olarak baskindir. Yapilan ¢alismalar,
HEV seropozitifliginin yasla birlikte arttigini gostermektedir. HEV enfeksiyonunun

cinsiyetler arasindaki dagilim ile ilgili veriler, bu enfeksiyonun belirli bir cinsiyette



yogunlastigini kanitlamak i¢in yetersizdir. Ancak bazi yayinlarda, erkeklerin is ve
sosyal yasamda daha aktif olmalar1 nedeniyle, bu enfeksiyona kadinlardan daha fazla

yakalandiklar1 belirtilmektedir (Aggarwal ve ark.,2009).

Hepatit E virlisii 6zellikle sosyoekonomik yonden ve kisisel hijyen yoniinden
zayif durumda olan bircok tropikal ve subtropikal iilkelerde goriilmektedir
(Aggarwal ve ark.,2009). Hindistan basta olmak iizere, Sudan, Somali, Etiyopya gibi
Giliney Afrika {ilkeleri, Tacikistan, Meksika, Cin gibi {ilkelerde diisilk ekonomik
durum ve kisisel hijyen nedeniyle, aynt zamanda yetersiz altyapt nedeniyle
kanalizasyon sularinin igme sularina karigmasi nedeniyle bu iilkelerde bircok defa
salginlar meydana gelmistir. (Browne ve ark., 2015) Yapilan diger bir calismada
HEV enfeksiyonunun Asya, Afrika ve Latin Amerika’nin biiyiik bir boliimiinde
endemik oldugu gosterilmistir (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3 Diinya’da HEV yoniinden endemik bolgeler ve iilkelerin HEV
seroprevalans oranlari (Chandra ve ark.,2008)

HEV i¢in epidemiyolojik dagilim profil yoniinden 2 gruba ayrilir. Birincisi,
diinyada biiyiik salginlara neden oldugu ve seroprevalansinin yiiksek oldugu
gelismekte olan tilkelerde goriilen profildir (Aggarwal ve ark., 2009). Bu birinci
profilde ¢ogunlukla HEV genotip 1 tarafindan kaynaklidir ve hamilelerde,

cocuklarda yiiksek oranda enfeksiyona ve dliime neden olur. ikincisi ise, daha ¢ok



gelismis llkelerde kiiglik bolgelerde goriilen seroprevalansi diisiik ve sporadik
bulgular igeren tiptir. Bu profil yiiksek oranda genotip 3 HEV kaynaklidir ve diisiik
oranda enfeksiyona neden olmakta, hatta ¢ogu durumda herhangi bir semptoma
neden olamamaktadir. (Teshale ve ark., 2011) Cizelge 1.1’de gosterilen HEV’in
yiiksek salgina neden oldugu (akut hepatit olgular1 >%25) bolgeler, Orta Dogu, Orta
ve Gilineydogu Asya, Kuzey ve Orta Afrika ve Meksika; diisiik oranda salgina neden
(akut hepatit olgular1 <%25) oldugu bolgeler ise Avrupa, Kuzey ve Giiney Amerika
ve Kuzeydogu Asya’dir (Kmush ve ark., 2013 ve Kamar ve ark., 2014).

Cizelge 1.1 Ulkelere gore HEV seroprevalansi
(www.who.int/immunization/sage/meetings/2014/october/IHEV _burden_paper_fina

| 03 Oct_14 yellow_book.pdf) Erisim tarihi: 15.05.2017

Bolge

Ulke

Ozellikler

Kuzey Amerika,
Avrupa, Japonya,
Avustralya

ABD, Kanada

Cogunlukla genotip 3

Seroprevalans %15-25

Salgin yok

Immiin siipresiflerde kronik enfeksiyon

Avrupa

Cogunlukla genotip 3

Seroprevalans %4-52

Siklikla sporadik hastaliklar

Organ transplant (OT) aliclarinda kronik
enfeksiyon

OT alicilarinda mortalite %4-9

Genel hastalik orani diisiik

Japonya

Codunlukla genotip 3
Seroprevalans %2-20
Az sayida gida kaynakli salgin

Latin Amerika ve
Karayipler

Meksika, Brezilya,
Venezuela,
Uruguay, Kiba

Genotip 1, 2, 3
Seroprevalans %1-16
Genotip 2 ile bildirilen ilk salgin Meksika‘da

Kuzey Afrika ve Orta
Dogu

Misir, Libya, Fas,
Irak, Iran

Cogunlukla genotip 1
Seroprevalans %1-58

Gebelerde hastalik nadir

Misir, Libya, Irak ve Fas'da salginlar

Sahra-alti Afrika

Uganda, Gliney
Sudan, Kenya

Baskin olarak genotip 1

Su kaynakl salginlar yaygin
Salginlar gégebelerde sik

Gebe kadinlarda yiiksek mortalite

Gliney Asya

Hindistan, Pakistan,
Banglades, Nepal,
Bhutan, Sri Lanka,
Afganistan

Genotip 1

Seroprevalans %10-40

Gebe kadinlarda ve karaciger hastahgdi
olanlarda yiiksek mortalite

Yiiksek distik orani (%35-90)

Su kaynaklh salginlar yaygin

Kronik enfeksiyon bildirilmemis

Orta ve Dogu Asya

Baskin olarak genotip 1
Seroprevalans %0.6-40
Salginlar nadir

Giineydogu Asya

Genotip 1, 3ve 4

Seroprevalans %0-12

Endonezya, Myanmar ve Vietnam’da su
kaynakl salginlar

Ulkemizdeki durum ise Hastalik Kontrol ve Korunma merkezinin 2016 yilinda

yayinladig bilgilere gore yiiksek endemik bolgeler arasinda gosterilmektedir.




(http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/70513/1/WHO _IVB_10.14_eng.pdf) Erisim
Tarihi: 01.02.2017 (Sekil1.4)

)3 ~ Hepatit E Endemi Diizeyi
I viiksek Endemik
Endemik
Endemik Degil veya Bilgi Yok

Sekil 1.4 Diinyada HEV yo6niinden endemik bolgeler. (Hastalik Kontrol ve Korunma
merkezinin 2016 yilinda yayinladigi bildiriden uyarlanmustir.)
(http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/70513/1/WHO _1VB_10.14_eng.pdf) Erisim
Tarihi: 01.02.2017

Ulkemizde HEV seropozitifligi yoniinden yapilan ilk tarama 1993 yilinda
Thomas ve ark. tarafindan ve farkli bolgelerden toplanan 6rnekler ile yapilmistir. Bu
calismada toplam 1350 6rnek toplanmig ve bu Ornekler kullanilarak yapilan HEV
seroprevalans arastirmasinda seropozitiflik %5,9 c¢ikmistir. Cizelge 1.2°de bu
calismaya benzer yine iilkemizin farkli bolgelerinden toplanan 6rnekler kullanilarak
yapilan calismalarda birbirinden ¢ok farkli seropozitiflik degerleri gosterilmistir

(Thomas ve ark., 1993).
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Cizelge 1.2 Tiirkiye’de giintimiize kadar yapilmig HEV IgG seroprevalans ¢alismalari

,, HEV-
. Ornek
Arastirmaci Yi |1l Calisma grubu Sayis: Seroprevalans
(%)
Istanbul
Thomas ve ark. 1993 Aydin Erigkin 1350 59
Trabzon
Adana
Koksal ve ark. 1994 | Trabzon NANB Hastast 53 73
Giindes ve ark. 1994 | Istanbul Cocuk 94 0
Giindes ve ark. 1994 Istanbul Saglikli Kisiler 100 6
Giindes ve ark. 1994 Istanbul Hepatit hastasi 40 6,1
Giindes ve ark. 1994 istanbul Diyaliz Hastas1 40 5
Mistik ve ark. 1994 | Bursa Kan donorii 66 9,1
Erdurak ve ark. 1994 | Adana Saglikh Kisiler 100 7
Tagyaran ve ark. 1994 | Erzurum Cocuk 180 6,1
Saglikli Kisiler 180 10,1
Ozacar ve ark. 1994 | izmir Saglik personeli 112 35
Istanbul,
Badur ve ark. 1995 | Trabzon, Saglikli Kisiler 1580 53
Aydin
Degertekin ve ark. 1995 | Diyarbakir | Saglikli Kisiler 220 7,7
Hosoglu ve ark. 1996 | Diyarbakir | Kan donérii 30 20
Cetinkaya ve ark. 1996 | Ankara Kan dondrii 1351 7,6
Giiltekin ve ark. 1996 | Antalya Saglikli Kisiler 167 11,1
Ayaz ve ark. 1996 | Diyarbakir | 7-12 yas 382 12,8
Cengiz ve ark. 1996 | Samsun Diyaliz Hastas1 72 55
Goral ve ark. 1997 | Bursa Kan donéri 66 75
Tiilek ve ark. 1997 | Ankara Cocuk 180 1,1
Erigkin 140 6,4
Yikselen ve ark. 1997 | Diyarbakir | Saglikli Kisiler 34 23,5
Aydn ve ark. 1999 | Diyarbakir | Saglikli Kisiler 100 29
Trabzon Saglikli Kisiler 100 3
Alibey ve ark. 1999 | Manisa 1-15 yas 82 7,3
Kaleli ve ark. 1999 | Denizli Diyaliz Hastasi 96 10,4
Aksu ve ark. 1999 | fzmir Behget hastasi 124 7
Kontrol 51 8
Karsligil ve ark. Saglikli Kisiler 489 11,2

‘ 2000 ‘ Gaziantep
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Glidiictioglu ve
2000 | Van Gebeler 324 3,7
ark
Ankara,
Olcay ve ark. 2000 | Manisa, Saglikl Kisiler 910 6,3
Diyarbakir
6-15 yas Hepatit
Altindis ve ark. 2000 | Afyon 42 4,8
Hastasi
Hastaneye
Bozkurt ve ark. 2000 | Van 772 7,5
basvuranlar
Mutlu ve ark. 2001 | Istanbul Kan donorii 360 4
Bozday1 ve ark. 2001 | Ankara Diyaliz Hastas1 94 16
Sidal ve ark. 2001 | Istanbul 6 ay-15 yas 909 2,1
Otlu ve ark. 2001 | Malatya Saglikli Kisiler 216 9,7
Colak ve ark. 2002 | Antalya Cocuk 338 1,6
Yazg ve ark. 2002 | Erzurum Gebe 78 9
Saglikli Kisiler 25 8
Cesur ve ark. 2002 | Ankara Eriskin 1046 3,8
Yayl ve ark. 2002 | Isparta 5-16 yas 340 9
Doyuk Kartal ve
2003 | Eskisehir Kan donérii 178 3,9
ark.
Altuntas Aydin .
2003 | Istanbul Kan donorii 160 4
ve ark.
Maral ve ark. 2003 | Ankara ilkokul gocuklart 515 17-21
Ertek ve ark. 2003 | Erzurum Saglikli Kisiler 340 10,3
Ceylan ve ark. 2003 | Diyarbakir | Tarim iscisi 46 34,8
Kontrol 45 4,4
Sencan ve ark. 2004 | Diizce Cocuklar 476 4.7-17.2
Cevrioglu ve ark. 2004 | Afyon Gebe 245 12,6
Atabek ve ark. 2004 | Konya Cocuk (6-11 yas) 210 0
Tok ve ark. 2006 | Istanbul Cocuk ve erigkin 400 15,8
Oncii ve ark. 2006 | Aydin Gebe 386 7
Bayram ve ark. 2007 | Gaziantep | Kronik HBV 190 13,7
Kronik HCV 174 54
Saglikli Kisiler 178 15,7
Kaya ve ark. 2008 | Diizce Cocuk 589 0,3
Ugar ve ark. 2009 | Hatay Diyaliz Hastasi 92 20,6
Eker ve ark. 2009 | Edirne Saglikli Kisiler 582 2,4
Karaayak Uzun .
2012 | Izmir Eriskin 270 6,7
ve ark.
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Aydm ve ark. 2013 | Erzurum Saglikli Kisiler 248 4

Cevahir ve ark. 2013 | Denizli Tlkokul ¢ocuklari 185 12,4

Beyhan ve ark. 2016 | Van 0-18 yas g¢ocuk 408 4,2

Cizelge 1.2°de goriildiigii gibi lilkemizde yapilan ¢alismalarda oldukga farkli
seropozitiflik sonuglar1 gosterilmistir. Bunlara 6rnek olarak, Koksal ve ark.,
Trabzon’da 1994 yilinda yapilan ¢alismada, non A-non B hepatitli hastalarda %73 ve
saglikli kisilerde %0; Badur ve ark.1995 yilinda farkli bolgelerdeki (istanbul,
Trabzon, Adana ve Aydin) normal popiilasyonda %5.3; Yiice ve ark.,1999’da
Ankara’da ¢ocuk yas grubunda %0; Bozkurt ve ark.,2000 yilinda Van’daki saglikli
eriskinlerde %7.5 ve gebelerde %3.7; Sidal ve ark.,2001 yilinda istanbul’da ¢ocuk
yas grubunda ortalama %?2.1; Bozday1 ve ark., 2001 yilinda Ankara’da hemodiyalizli
hastalarda %16; Colak ve ark., 2002 yilinda Antalya’da ilkdgretim ¢agi ¢ocuklarda
%1.6; Yazgi ve ark., 2002 yilinda Erzurum’da gebelerde %9 ve saglikli yetiskinlerde
%8; Maral ve ark.,2003 yilinda Ankara’da ilk6gretim ¢agi ¢ocuklarda %1,7 ve %2,1;
Cevrioglu ve ark.,2004 yilinda Afyon’da gebe kadinlarda %12.6; Sencan ve ark.,
2004’de Diizce’de deprem sonrasi kamplarda yasayan cocuklar arasinda ortalama
%11; Eker ve ark., 2009 yilinda Edirne’de normal yetiskinlerde %2.4; Ugar ve ark.,
2009 yilinda Hatay’da hemodiyaliz hastalarinda %20.6; Maral ve ark.,2010 yilinda
Ankara’da ilkogretim okulu &grencilerinde ortalama %2 ve Cevahir ve ark., 2013
yilinda Denizli’de ilkogretim c¢ag1 c¢ocuklarda %12.4 oraninda HEV IgG

seropozitifligi bildirilmistir.

1.5. Hepatit E viriisii (HEV) Genom Yapisi ve Genotipleri

Hepatit E viriisii (HEV) genomu, pozitif yiiklii, 7.2 kilobaz (kb) uzunlugunda,
lineer tek zincirli bir RNA’ya sahiptir. (Riccoa ve ark., 2016, Hartl ve ark., 2016).
HEV genom organizasyonu 3 farkli ag¢ik okuma boélgesinden (AOB) olusur.
Genomun kisa 5 've 3' translasyon olmayan bolgeleri, 5 ' - Metilguanin kapagi, 3' -
poli (A) kuyrugu ve ii¢ Ortiisen agik okuma cergevesi: AOB1, AOB2 ve AOB3

vardir. Ayrica, AOB1'in 5 'ucuna yakin dizileri korunmustur. Bunlar ve diizenleyici
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unsurlar igeren AOB1, AOB2 ve AOBS3 arasindaki baglant1 bolgesi, birlikte HEV
genomunun replikasyonu i¢in Onemlidir (Aggarwall, 2011). Buna ek olarak 5'
ucunda bulunan 27 niikleotid igeren ve 3' ucunda 65 niikleotid igeren translasyon
olmayan bolgeler (TOB) mevcuttur (Song, 2010). Genomun her iki ucunda TOB
vardir. 5’ ucunda 7- metil guanozin (7mG) bulunur ve 3’ ucu ise poliadenillenmistir.
3’ poli-A ucundaki TOB, 5° ucta daha kisadir. Bu agik okuma bolgeleri AOB1
AOB2 ve AOB3 olarak isimlendirilmektedirler (Panda, 2013). Bu okuma
bolgelerinin her biri farkli proteinleri kodlamaktadirlar. AOB1 ve AOB3 bir
niikleotidle ortiismekte; AOB1 ve AOB2 yaklasik 41 niikleotidle ayrisik; AOB2 ve
AOB3 yaklagik 28 niikleotidle ortiismektedir (Sekil 1.5.). AOB1 bolgesi, yapisal
olmayan sekiz adet protein; AOB2 bolgesi yapisal kapsid proteini, AOB3 boélgesi ise
diizenleyici rolii olan kii¢iik fosfoproteinlerin kodlanmasindan sorumludur (Sekil 1.5)
AOBL1 bolgesi 5079 adet baz icermektedir ve yaklasik olarak 1690 aminoasit (aa)
iceren ve yapisal olmayan bir proteini olusturmak lizere gorev alirlar. Bu protein
daha sonra modifiye edilerek RNA Helikaz, RNA Polimeraz gibi yapisal olmayan
proteinlere doniistiiriilmektedirler. AOB2 bolgesi ise yaklagik 1980 adet baz
icermektedir ve yapisal islerde gorev alan proteinleri ve kapsid proteinlerini
kodlamaktadirlar. Son ve en kisa bolge olan AOB3 bolgesiyse 370 baz icermektedir
ve hiicre iskeletinde gorev alan immiinojenik fosfoproteinleri olusturmaktadirlar

(Whemeyer ve ark., 2012).

5' UTR G ORF 3’ 3 UTR
ORF 1 |

| Fosfoproteinler
: | Y kangalll
Metil transferaz Sistein RNA'ya bagimh
proteaz RNA polimeraz

Sekil 1.5 HEV Genom Yapisi ve Agik Okuma Bolgeleri

AOB 1 yapisal olmayan proteinleri ve metiltransferaz, RNA Helikaz ve RNA

bagimli RNA polimeraz gibi enzimleri kodlamaktadir. Viriisiin bu yapisal olmayan
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proteinleri, viral transkripsiyon ve replikasyon esnasinda diizenleyici gorevi alirlar ve
ayrica virisiin, konak bagisiklik yanitindan kagisini kolaylagtirmaktadirlar. (Panda,
2013, Cao ve ark., 2012 ve Graff ve ark., 2005)

HEV genomunun ¢ok degisken yapisi temel alindiginda, HEV sira dizilimi 4
genotip seklinde gosterilmektedir. (Sekil 1.6) Birinci genotip Asya ve Afrika
kitasinda gelismekte olan iilkelerde bircok salgina neden olmaktadir. Ikinci genotip
ise Meksika ve birkac Afrika iilkesinde goriildiigii bilinmektedir. Uciincii genotipin
Afrika hari¢ ¢cok genis bir alanda goriilmiis olup ¢ogunlukla domuzlardan izole edilen
orneklerde goriildiigli gosterilmistir. Son olarak dordiincii genotip ise 6zellikle Asya

ilkelerinde hem insandan hem de domuzdan izole edilen Orneklerde goriildiigii

bildirilmistir (Okamoto, 2007).
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Sekil 1.6 HEV genotiplerinin soyagaci. Kapsid proteinin niikleik asit dizilimine gore
simiflandirma yapilmigtir. Genotip 1 ve 2 yalmzca Afrika ve Asya insanlarinda
enfeksiyona neden olurken, genotip 3 ve 4 ise ¢ogunlukla hayvanlarda, hayvanlardan
insanlara bulasan bir enfeksiyona yol agmaktadirlar. (Krain ve ark.,2014)
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Giiniimiizdeki son veriler incelendiginde HEV genotip sayisinin 7’ye kadar
ciktign gdsterilmistir. (Tong, 2016) Ilk 4 genotipin insanda hastalik etkeni olarak
kabul edilirken, genotip 5 ve 6’nin yalmizca hayvanlarda hastalik yaptigi
gosterilmistir. Son olarak genotip 7 develerden insana bulagsmaktadir. Karaciger nakli

yapilan insanlarda kronik hepatit E’ye neden oldugu gosterilmistir. (Lee, 2016)

1.6. Hepatit E viriisii (HEV) Klinik A¢idan Onemi

HEV enfeksiyonlarimin biiyiikk ¢ogunlugu klinik olarak hi¢ hissedilmeden
gecirilmektedir (Wedemeyer, 2012). Cocukluk yaslarinda enfeksiyon ile birlikte
Klinik olarak semptomlarin goriilmesi ¢ok azdir. (Buti, 2008) Viriisiin oral-fekal yol
ile bulagsmasindan sonra enfeksiyonun klinik belirte¢lerinin goriilmesi 40 giine kadar
ulagsmaktadir. Genellikle baslangicta kas ve eklemlerde agri, kusma, halsizlik gibi
Klinik semptomlarla baslayan enfeksiyon, daha sonra sarilik, titreme, renksiz digki ve
koyulagmis idrar goriilmektedir. Bunlara ek olarak karaciger enzimlerinde, alkalen

fosfataz ve bilirubin seviyelerinde yiikselme tespit edilmistir.

HEV enfeksiyonuna bagli olarak o6zgiin IgM, 1gG ve IgA tipi antikorlar
olusmaktadir. Anti HEV IgM antikoru, enfeksiyonun baslangicindan yaklasik 1-4
hafta sonra ortaya ¢ikmakta ve olgularin %50’sinde akut fazin baslangicindan 3 ay
sonra kaybolmaktadir. Anti-HEV IgG ise akut hastaligin baslangicindan 2-4 hafta
sonra en Ust noktaya ulasir ve zamanla miktar1 azalir. HEV IgG antikorlarinin
viicutta ne kadar stire kaldigina dair net bir bilgi olmamasina ragmen enfeksiyondan
14 yil sonra dahi olgularin yarisinda antikorlarin saptanabilecegine dair bilgiler

mevcuttur (Kamar ve ark., 2014 ve Aggarwal ve ark.,2009).

HEV RNA hem serum hem de diskida enfeksiyondan erken donemde
saptanabilir, ancak serum viremisi enfeksiyonun klinik belirtileri ortaya ¢iktig
zamana kadar algilanmas1 zor olabilir. Anti-HEV IgM titreleri hizla yiikselir ve

enfeksiyondan sonraki haftalar boyunca zayiflarken, anti-HEV 1gG antikor titreleri,
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iyilesme doneminde daha yavas yiikselmeye devam eder ve saptanabilir anti-HEV

IgG aylar veya yillarca siirebilir. (Krain ve ark.,2010) (Sekil 1.6)

Klinik Belirtiler

1000 — ALT z :
IgG anti-HEV antikor

IgM anti-HEV antikor

Alanine aminotransferase (ALT)
iter)

——V;
-1 T T —T

I
0 2 4 6 8 10 12 16 20 24 48

Enfeksiyon sonrasi gecen sire (Hafta)

Sekil 1.7 HEV enfeksiyonu gelisim siireci. Klinik semptomlarin baslangici serum
alanin transaminaz (ALT) diizeylerinde keskin bir artis ile goriilmektedir. Belirtiler
birka¢ hafta ile bir ay veya daha fazla siirebilir. lyilesme sirasinda ALT seviyeleri
normale doner. (Krain ve ark.,2014)

Ozellikle hamile kadinlarda enfeksiyon g¢ok daha ciddi seyretmektedir.
Enfeksiyon gelisen hamilelerde kronik karaciger hastaligi gelisebilmekte, bazen de
ani karaciger yetmezligi goriilmektedir. Baz1 enfeksiyon durumlarinda, hamilelerde
viriis yiikiine bagl olarak progesteron hormonu baskilanmakta ve bu nedenle o6li
dogumlara sebebiyet vermektedir. HEV’in bu sekilde hastaliklara neden oldugu
aragtirmalar neticesinde tespit edilmis olmasina ragmen, karaciger sirozuna ve

hepatoselliiler karsinoma sebep olduguna dair herhangi bir rapor bulunmamaktadir
(Wedemeyer, 2012).
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1.7. HEV RNA’ya Yonelik Molekiiler Tani

Son yirmi y1lda HEV RNA tanisinda bir¢ok serolojik ve niikleik asit tabanli tan1
testi gelistirilmistir. HEV enfeksiyonu tanisinda yalniz basina bu serolojik testler
Ozellikle immiinitesi zayiflamis hastalarda yanlis sonuglar verdigi bilinmektedir
(Mokhtari ve ark.,2013). Bu nedenle daha hassas ve yiiksek oranda giivenilir bir
sonug elde etmek i¢in niikleik asit tabanli tan1 testlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. HEV
enfeksiyonun akut doneminde viral RNA’y1 sadece serumda degil ayn1 zamanda
fegesde de saptamada kullanilan konvansiyonel bir tan1 yontemi olan gercek zamanl
(“Real-Time”) PZR en kesin tan1 yontemidir (Baylis ve ark.,2011). Bunun iilkemizde
rutinde kullanimi  olduk¢a kisithidir. Bu nedenle {ilkemizde rutinde de
kullanilabilecek Real-Time PCR temelinde yiiksek dogruluk ve duyarlilikta uygun

maliyetli bir yontem gelistirilmesi gerekmektedir.

Calismada yapilan ger¢cek zamanlhi PZR analizinde kullanilan primer ve prob
tasarimi HEV genomunu yiiksek korunmus bolgesi olan AOB3’ten ilk olarak
Jothikumar ve ark. tarafindan 2006 yilinda gelistirilmistir. Daha sonra Garson ve ark.
tarafindan 2012 yilinda proba farkli modifikasyonlar yapilmis ve hassasiyeti daha da
artirtlmistir. Gergek zamanli PZR deneylerinde bir “housekeeping” gen olan GAPDH
i¢ kontrol olarak kullanilmistir. Boylece hem deneyin optimizasyonu ve hassasiyeti

denenmis hem de antikor pozitif serumlarda RNA pozitifligi analiz edilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1 GEREC

2.1.1 Etik Kurul Raporu ve Goniillii Olur Kan Donér Formlari

Bu calismada kullanilmak {izere yapilan kan toplama islemi ve kan 6rneklerinin
proje kapsaminda kullanilmasi i¢in gerekli olan Etik Kurul izin belgesi Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan kan o6rnekleri
toplanmaya baglamadan 6nce alinmistir (Karar No: 03-85-14, 10 Subat 2014). Buna
ek olarak kan 6rneklerini veren dondrlerden alinan goéniillii olur formu da kan veren

kisiler tarafindan imzalanarak, kayit altina alinmistir.

2.1.2 Kan Serum Ornekleri

Bu arastrmada kullanilan kan serumu oOrnekleri Ankara Universitesi BAP
tarafindan desteklenen 14B0207001 numarali HEV projesi kapsaminda iilkemizin
farkli bolgelerindeki kan merkezlerinden getirilen serum 6rnekleridir. Bu calismada
18-65 yas arasindaki Izmir, Kayseri, Kahramanmaras, Van, Malatya ve Ankara
illerindeki kan merkezlerine bagvuran saglikli donérlerden alinan toplam 2011 serum
ornegi kullanilmistir. Goniillii kan donorlerinden toplam 2011 serum Orneginin
807’si Ankara, 243’{i Kayseri, 200’ii Malatya, 284’ii Izmir, 200’ii Kahramanmaras
ve 277’s1 Van’dan toplanmistir. 18—65 yas arasindaki dondrlerin 1880’1 (%93) erkek
ve 131°1 (%7)’1 kadindir (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1 Kan donorleri genel durum.

iL ADI KAN KADIN ERKEK YAS
DONOR SAYISI ORTALAMA

ANKARA 807 62 745 35,5412
KAYSERI 243 18 225 33,8+13
[zZMIR 284 32 252 37,1417
VAN 277 8 269 36,7£16
MALATYA 200 11 189 34,9+14
KAHRAMANMARAS 200 10 190 36,7+17
TOPLAM 2011 141 1870 35,8+15

2.1.3 ELISA Kitleri

Bu serum o&rnekler kullanilarak Akut hepatit E enfeksiyonu sikliginin
belirlenmesi ¢alismalarina ve Hepatit E enfeksiyonu teshisine yardimci olmak iizere
tasarlanmis iki farkli ticari kit karsilastirilmistir. Bu kitler; Wantaii (Cin) ve DiaPro
(italya) firmalarmna ait HEV total antikor ELISA Kitleridir. Bu kitler Ankara
Universitesi BAP tarafindan 14B0207001 no’lu proje kapsaminda temin edilmistir.

2.1.4 Primer ve Problar

Yapilan polimeraz zincir reaksiyonlarinda kullanilan primerler ve prob ELLA
Biotech (Ella Biotech GmbH, Almanya) tarafindan sentezlenmistir. Prob ve
primerler, deiyonize steril su ile ireticinin belirttigi miktarda sulandirarak 100
picomol olarak hazirlanmistir. Cizelge 2.1°de dizileri verilmis olan bu primerler ve
prob kullanilarak gergek zamanli PZR ¢alismalar1 yapilmistir.

Calismada bir “housekeeping” gen olan GAPDH kontrol olarak kullanilmistir.
Cizelge 2.2°de kullanilan GAPDH primer ve problar1 gosterilmistir.

20



Cizelge 2.2 Jothikumar ve ark. lan tarafindan gelistirilen ve Garson ve ark. tarafindan
modifiye edilen AOB3 korunmus dizisine ait primer prob dizileri.

Erime sicakligi
5°>3’ dizi Kaynak
(Tm)
. Garson ve
Primer Ileri GGTGGTTTCTGGGGTGAC 61°C
ark.,2012
Garson ve
Primer Geri AGGGGTTGGTTGGATGAA 61 °C
ark.,2012
TagMan » Garson ve
Fam-TGATTCTCAGCCCTTCGC-BHQ MGB modifiye 71 °C
Prob ark.,2012
Cizelge 2.3 GAPDH Primer ve Prob
5°>3 dizi Kaynak
. o Karatayl ve
GAPDH Primer ileri CCACCCATGGCAAATTCC
ark.,2014
. . Karatayli ve
GAPDH Primer geri TCGCTCCTGGAAGATGGTG
ark.,2014
JOE-TGG CACCGT CAA GGC TGA GAA CGT-Black hole Karatayli ve
GAPDH prob
quencher ark.,2014

2.1.5 HEV RNA Standartlari

HEV birincil referans1 olarak DSO’den alinan HEV RNA materyali (HEV
referans materyal kodu: PEI kod 6329/10, version 1.0, 7" July 2011) 250,000 1U/ml
viral yiik miktarina sahiptir. Toplamda 0,5 ml olarak sulandirilan liyofilize 6rnekten
200 ul 2,5 x 10° IU/ml viral yiik stok olarak saklanmis ve 3 ml 2,5 x 10* 1U/ml, 10 ml
2,5 x 10% IU/ml, 10 ml 2,5 x 102 IU/ml ve 10 ml 2,5 x 10* TU/ml viral yiike sahip

ornek diliisyonlar1 elde edilmis ve kullanima kadar -20°C’de saklanmustir.

2.1.6 RNA Izolasyon Malzemeleri

Hazirlanan 2,5 x 104 2,5 x 103, 2,5 x 10 ve 2,5 x 10! TU/ml viral yiike sahip
orneklerden 200 ul ile “High Pure Viral RNA” (Roche, Almanya) kiti kullanilarak
RNA ekstraksiyonu yapildi. Elde edilen 50 ul bekletilmeden cDNA sentezi
gerceklestirildi.
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2.1.7 cDNA Sentez Reaksiyonu Malzemeleri

Arastirmada cDNA sentezi igin “Transcriptor First Strand cDNA” sentez Kkiti
(Roche, Almanya) kullanilmistir.

2.1.8 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Malzemeleri

PZR i¢in Light Cycler 480 cihaz1 kullanilarak, “LightCycler 480 Probes Master”
(Roche, Almanya) kiti ile ger¢ek zamanli PZR deneyleri yapilmustir.

2.1.9 Kullanilan Kitler

Viral RNA Izolasyon Kiti (Roche Applied Science, Almanya)

First Strand cDNA Sentez Kiti (Roche Applied Science, Almanya)

Light Cycler Probes Master Kit (Roche Applied Science, Almanya)

2.1.10 Kullanilan Cihazlar

Sogutmali Santriifiij (Hawk 15/05 Sanyo Refrigerated, Ingiltere)

Thermal Cycler PZR cihazi (Eppendorf Mastercycler Personal, Almanya)

Light cycler 480 Ger¢ek Zamanli PZR Cihazi (Roche Applied Science, Almanya)

2.2 YONTEM
2.2.1 Indirekt ELISA Yontemi

Her bir 6rnek hem Dia.Pro hem de Wantai HEV total antikor ELISA kitleri ile
ticari firmanin Onerileri dogrultusunda ALISEI tam otomatik ELISA cihazinda

indirekt ELISA yontemi ile ¢alisilmistir. Ayrica her iki kit i¢in de yine indirekt
ELISA yontemi ile duyarlilik testi yapilmistir.
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Bu ¢alismada kullanilan Wantaii ve DiaPro firmasina ait farkl: kitlerin kullanimi1
ile HEV total antikor ELISA enzime bagli immiinosorbent deney ile insan
serumundaki hepatit E virlisiine ait IgG ve IgM sinifindaki antikorlarin tespiti
yapilmistir. Antikor varliginin tespiti i¢in goniilliilerden biyokimya tlipinde alinmig
kan 6rneklerinden 4000 devirde 10dk santrifiijleme yontemi ile serum elde edilmistir
ve bu Ornekler ticari firmanin Onerileri dogrultusunda laboratuvar kosullarinda

calisilmistir (Sekil 2.1).

indirekt ELISA
yikama
Antijen bagl Ozgi antikorun Enzim bagl ikincil
kuyucuk antijene baglanmasi antikorun Gzgil
(6rn. HEV IgG veya antikora baglanmasi eklenmesi. Renk olusumu
lgM) ozgiil antikor miktarina
bagimhidir.

Sekil 2.1. Indirekt ELISA ¢alisma semast.

Wantai HEV total antikor ELISA’nin 2 asamali inkiibasyon siirecinde HEV e ait
1gG ve IgM simifi antikorlariin tespit edilmesi i¢in indirekt ELISA yonteminde kat1
faz1 kullanir. Polistiren mikro seritler rekombinant HEV ile énceden kaplanmustir. Tk
inkiibasyon adimi sirasinda, HEV’e 6zgii antikorlar, mevcut oldugu takdirde, kat1 faz
onceden kaplanmis HEV antijenlere bagl olacaktir. Kuyular baglanmamis serum
proteinlerini uzaklagtirmak i¢in yikanir ve sonra tavsan insan total antikorlar1 (Anti-
HEV IgG ve IgM)’na baglanmis “horseradishperoxidase” (HRP-Conjugate) ilave
edilir. Ikinci inkiibasyon adimi sirasinda bu HRP ile konjiige edilmis antikorlar
antijen antikor (IgG) komplekslerine baglanir ve sonra Onceden olusturulan ve
baglanmamis HRP-konjiigati ve yikama ile uzaklagtirilir. Tetra metil benzidin
(TMB) ve tire peroksit igeren Kromojen ¢ozeltileri cukurlara ilave edilir ve antijen-
antikor Anti-HEV 1gG ve IgM (HRP) immunokompleksin varliginda, renksiz

kromojenleri mavi renkli bir iirtine bagli HRP konjiigat1 ile hidrolize edilir. Mavi
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renk siilfirik asit ile inkiibasyonu sona erdikten sonra sartya doner. Renk yogunlugu
miktar1 Olciilebilir ve sirasiyla kuyularda yakalanan antikor miktari, numune ile
orantilidir denilebilir. Anti-HEV IgG i¢in negatif 6rnekleri igeren kuyular renksiz
kalir (Sekil 2.2).

Dia. Pro kiti ile yapilan deneyde de benzer sekilde Mikroplak’lar
immiinodominant belirtegleri ve HEV’e 6zgii sentetik antijenler ile kaplanir. Kat1 faz
once seyreltilmis numune ile isleme tabi tutulur ve eger varsa Anti-HEV IgG ve IgM
antijenleri tarafindan, yakalanir. Numunenin tiim diger bilesenleri yikandiktan sonra,
2. Inkiibasyonda peroksidaz (HRP) ile etiketlenmis poliklonalspesifik anti hlgG
antikorlarinin baglandigi Anti-HEV 1gG ve IgM bagl IgG ve IgM tespit edilir. Kat1
faz tizerinde yakalanan enzim substrat-kromojen karigimi iizerine etki eden numune
icinde HEV total antikor miktarina orantili bir optik sinyal iretir. Bu esik degeri
optik yogunlugun HEV total antikor negatif ve pozitif sonuglar olarak

yorumlanabilmesini saglar (Sekil 2.2).

DIAPRO Anti-HEV Ab WANTAI Anti- HEV Ab

1 100 ul serum ekle 1100 ul diliient + 10 ul serum ekle

2 45dkinkiibasyon 37°C 2 30dk inkiibasyon 37°C

3 3defayika 3 3defayikama

4100 ul konjugant ekle 4100l konjugant ekle

5 45dkinkiibasyon 37°C 5 30dk inkiibasyon 37°C

6 3defayka 6 3 defayikama

7 100 ul Substrat ekle 7 50 ul renklendirici A + 50 ul renklendirici B ekle
8  15dkinkiibasyon 25°C (Karanlik odada) 8  15dkinkiibasyon 25°C (Karanlik odada)
9 100 ul Sonlandirici soliisyon ekle 9 50ul Sonlandirici soliisyon ekle

10 450- 620 dalga boyunda okuma yap 10 450- 620 dalga boyunda okuma yap
Cut-Off = Negatif kontrol (OD450nm) +0.350 Cut-Off = Negatif kontrol (OD450nm) +0.16

Sekil 2.2. Dia.Pro ve Wantai HEV total antikor kitleri ¢aligma protokolii.
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Bu deneyler sonucunda elde edilen pozitiflik ve negatiflik oranlar1 iki test i¢in de
karsilastirilmistir ve sonuglar ayrica yas gruplari ve cinsiyet dagilimma gore

degerlendirilmistir.

2.2.2 ELISA Hassasiyet Testi

Bu ¢alismada her iki kit i¢in de hassasiyet deneyi yapilmistir. Bunun i¢in Diinya
Saglik Orgiitii’'nden temin edilen Ulusal Biyolojik Standartlar ve Kontrol Enstitiisii
95/584 kod numarali Anti-HEV serumu kullanilmistir. Calismada bu serum 1/10’dan
baslayarak 1/1000 oranma kadar diliisyon yapilmustir. Ik ¢aligmada 1/10, 1/20, 1/30,
1/40, 1/50 ve 1/100 seklinde diliisyonlar kullanilmistir. Diliisyon yapilmis serumlarin
hepsinde pozitif sonug¢ alindigr icin daha yiiksek diliisyonlara ihtiya¢ duyulmustur.
Daha sonra 1/100, 1/200, 1/300, 1/400, 1/500, 1/600, 1/700, 1/800, 1/900 ve 1/1000
oranlarinda diliisyonlar yapilarak calisilmistir. Bu farkli oranlarda serum igeren

ornekler iki farkl kit kullanarak ELISA testi uygulanmustir.

2.2.3 RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in Roche firmasma ait “High Pure Viral RNA” Kit
kullanilmigtir. Bu agsamada tiretici firmanin onerileri dogrultusunda; 200 pL “binding
buffer” iizerine 4uL polly A soliisyonu eklenerek karistirildi. Uzerine 200 uL serum
eklendi ve vortex yapildi. Karisimi slikali (filtreli) ependorflara aktarildi. Santrifiijde
11000 devirde 1dk santrifiigasyon yapildi. Altta kalan sivi kisim atilarak slika yeni
bir ependorfa aktarildi. Uzerine 500 pL inhibitér temizleyici eklendi. Santrifiijde
11000 devirde 1dk santrifiigasyon yapildi. Altta kalan sivi ve ependorfu atilarak slika
yeni bir ependorfa aktarildi. En yiiksek hizda tekrar santrifiigasyon yapildi. 50 pL
elisyon tampon eklendi ve santrifiijde 11000 devirde 1 dk santrifugasyon yapildi. Bu
basamaktan sonra filtreye yapisik durumda olan RNA asagi indigi i¢in iistteki slikali
ependorf atildi. Altta kalan kistm RNA icerdiginden alinarak hemen caligmaya

devam edildi. Kalan RNA sonraki ¢alismalar i¢in -80°C’de saklanmustir.
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2.2.4 cDNA Sentez Reaksiyonu

Ekstrakte edilmis olan 10 uL HEV RNA 0.2 ml’lik PZR tiipiine pipetlendi. 2
uL random hekzamer (600 uM) soliisyonu eklendi. Daha sonra 1 pL H20 eklenerek
karigtirildi. Termal dongii cihazi kullanilarak 65 °C’ de 10dk inkiibasyon yapild.
Daha sonra 4 pL transcriptor RT (5X) reaksiyon tamponu, 0,5 puL koruyucu RNAaz
inhibitori (40U/ul), 2 uL dANTP karisgimi (10mM her biri) ve 0,5 pL ters transkriptaz
enzimi (20U/ul) konularak karisim hazirlandi. Inkiibasyonda bekleyen karisim
tizerine bu karisim eklenerek toplam hacim 20 pL olarak ayarlanmigtir. Yine termal
dongii cihazinda 10 dk 25°C, 30 dk 55°C, 5 dk 85°C ‘de inkiibasyona birakilmistir

ve son olarak 4°C’de beklemeye alinmistir.

2.2.5 Gercek zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)

Serumdan elde edilen virlis RNA’sinin ¢ogaltilmasi i¢in gercek zamanlh PZR
teknigi kullanilmistir. Gergek zamanli PZR, hacmi 0,2 ml olan steril reaksiyon
tiiplerinde gergeklestirildi. Her reaksiyon i¢in hazirlanan PZR karisiminin son hacmi,
ddH20 ile 20 pl’ye tamamlanmistir.

HEV Primer lleri: 0,6 uL (6 pmol)

HEV Primer Geri: 0,6 uL (6 pmol)

HEV MGB Prob: 0,6 uL (6 pmol)

GAPDH Primer ileri: 0,6 puL (6 pmol)

GAPDH Primer Geri: 0,6 uL (6 pmol)

GAPDH Prob: 0,6 pL (6 pmol)

Master mix: 10 uL

cDNA: 5 uL
Son hacim 20 puL olmasi i¢in 1,4 pL deiyonize su eklenmistir. Roche Lightcycler
480 cihaz1 kullanilarak Cizelge 2.3’de gosterilen protokole gore c¢alisma

tamamlanmuistir.
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Cizelge 2.4 Real time PZR protokolii

Sicaklik °C Siire Dongii Sayist
Denatiirasyon 95 10 dak. 1

95 10 sn
Kantifikasyon 60 30sn 45

72 1sn
Ergime 40 1dk 1

2.2.6 Istatiksel Analiz (Ki-kare testi)

Istatistiksel analiz yapilirken %2 (ki-kare) testi kullanilmistir. p<0,05 olan

sonugclar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 indirekt ELISA sonuclari

Elde edilen sonuglara gore sirayla Wantai ve Dia.Pro kitleri igin anti-HEV pozitiflik
oranlart §Oyledir; Ankara: %12,55-%12,01, Kayseri: %7,81-%6,99, Malatya:
%15,55-%14,5, Izmir: %9,65-8,07, Kahramanmaras: %15,5-%14,5, Van: %12,99-
%11,91. Buna gore en yliksek pozitiflik iki kit i¢in ortalama %15 orani ile Malatya
ve Kahramanmaras’ta olup en disik pozitiflik %7,4 ile Kayseri ilimizde

goriilmektedir (Sekil 3.4).

HEV Seroprevalans Souclari

18,00%
16,00%

14,00% 12,80%  1251% e 2%, 909,

12,00% 11,34% 12,01% 1,91%
9,65%

10,00% 7.81% 8,07%

8,00% 6,99%

6,00%

4,00%

2,00%

0,00%

GENEL ANKARA KAYSERIi MALATYA iZMiR K.MARAS VAN

15,55% 15,50%

B Wantai M Dia.Pro

Sekil 3.4 Wantai ve Dia.Pro HEV total antikor kitlerinin illere gére sonuglari.

3.1.1 Dia.Pro HEV total antikor ELISA sonuglar:
Dia.Pro sonuglarina gore 2011 goniillii dondr serum 6rneginden 228 (%11,34)

pozitif, 1783 (%88,66) negatif bulunmustur (Sekil 3.1).
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DIA.PRO Sonuclar

L] Pozitif
11,34%

Negatif
88,66%

M Pozitif ® Negatif

Sekil 3.1 Dia.Pro HEV total antikor ELISA sonuglari

3.1.2 Wantai HEV total antikor ELISA Sonuclari

Ayni Ornekler i¢in Wantai kitine gore 2011 goniillii dondr serum orneginden

243 (%12,08) pozitif, 1768 (%87,92) negatif bulunmustur.

WANTAI Sonuclar

Pozitif
12,08%

Negatif
87,92%

B Pozitif M Negatif

Sekil 3.2 Wantai HEV total antikor ELISA sonuglari

3.1.3 Dia.Pro ve Wantai HEV total antikor ELISA Kitlerin Karsilastirilmasi

Calisma kapsaminda HEV IgG ve IgM antikor seviyesi degerlendirmesi igin

toplanan 2011 kan serum Ornegi kullanilarak her iki ticari kit tarafindan 206
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(%10,24) HEV total antikor pozitif, 1805 (%89,76) HEV total antikor negatif
sonuglar elde edilmistir. (Sekil 3.3)

DiaPro ve Wantai
(Her iki Kit icin Pozitif veya Negatif)
B Her iki kit igin

Pozitif
10,24%
B Her iki kit igin
Negatif H DIAPRO+WANTAI Pozitif

89,76%

Sekil 3.3 Farkli illerden toplanan serumlara gore HEV Seroprevalansi.Her iki kit
tarafindan pozitif veya negatif olarak sonug veren érneklerdir.

Bu aragtirmada her iki kit tarafindan pozitif bulunan kisi sayis1 265 (%13,1),
negatif bulunan kisi sayist 1746 (%86,9) olarak belirlenmistir. Sadece Wantai kiti
tarafindan pozitif bulunan kisi sayis1 243 olurken, Dia.Pro kiti tarafindan pozitif kisi
sayist 228 olarak sonuc¢landirilmistir. Toplamda 15 kisinin Wantai kiti ile pozitif
sonug verirken Dia.Pro kiti ile negatif sonug¢ vermistir. Sadece Wantai kiti tarafindan
pozitif olup, Dia.Pro kiti tarafindan negatif olarak bulunan 37 (243-206 = 37) kisi
vardir. Ayni sekilde sadece Dia.Pro kiti tarafindan pozitif bulunan ama Wantai kiti

tarafindan negatif bulunan kisi sayisiysa 22 (228-206 = 22) olarak belirlenmistir

(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Dia.Pro ve Wantai HEV total antikor ELISA Kitlerinin Karsilastirilmasi

HEV Total Antikor ELISA Kitleri Sonuglar Kisi Sayisi
DIA.PRO POZITIF ve WANTAI NEGATIF 228-206=22
WANTAI POZITIF ve DIA.PRO NEGATIF 243-206=37

Bu sonuglar her iki Dia.Pro ve Wantai kitleri ile ortak pozitif sonu¢ veren

orneklerdir. Her iki kit arasinda hassasiyete bagl olarak pozitif sonuglar yoniinden

30



farkliliklar goriilmistiir. Dia.Pro kiti ELISA yontemi ile ¢alisilan 2011 kan serum
orneginden HEV total antikor pozitif yoniinden 228 (%]11,3) pozitif, 1783 (%88,7)
negatif sonug elde edilmistir. Ayni sekilde Wantai kiti ELISA yontemi ile ¢alisilan
2011 kan serum 6rneginden HEV total antikor yoniinden 243 (%12,1) pozitif, 1768
(%87,9) negatif oldugu sonucuna ulasilmistir. (Cizelge 3.2)

Cizelge 3.2 Ulkemizdeki 6 farkli ilden toplanan serumlara gére HEV seroprevalans

WANTAI DIAPRO DIAPRO+WANTAI

Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif
Ulkemizdeki 6
farkli ilden 243 (%12,1) | 1768(%87,9) | 228(%11,3) | 1783 (%88,7) | 265(%13,1) | 1746 (%86,9)

toplanan ornekler

Toplam = 2011 Toplam = 2011 Toplam = 2011

Seroprevalans: %12,1 Seroprevalans: %11,3 Seroprevalans: %13,1

3.2 Goniillii Kan Dondérlerinin Cinsiyet Dagilim

Bu ¢alismada kullanilan &rnekler Ankara, Izmir, Kahramanmaras, Malatya ve
Van illerinde yasayan saglikli kan donorleri tarafindan verilmistir ve -80 derecede
saklanmistir. Toplamda tilkemizdeki farkli 6 ilden 2011 kan serum Ornegi
toplanmistir. Bu dondérlerin 1880 (%93)’ni erkek ve 131 (%7)’1 ise kadin oldugu
belirlenmistir. (Sekil 3.5)
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Kan Donorleri Cinsiyet Dagilim

= 7%

= 193%

= ERKEK = KADIN

Sekil 3.5 Farkli illerden Toplam 2011 Kan Dondriiniin Cinsiyete Gore Dagilimi

Her iki kit sonuglarina gére pozitif bulunan toplam 206 kan serum 6rneginin
cinsiyet yoniinden degerlendirilmesi yapilmistir. ELISA HEV total antikor pozitif
orneklerden 170 (%82,52) tanesinin erkek dondrden, 36 (%17,48) tanesinin kadin
donorden alindigi bilgisine ulasilmistir. (Sekil 3.6)

HEYV total antikor Pozitif Orneklerin
Cinsiyet Dagilim

W ERKEK m KADIN

H | KADIN
17,48%

Sekil 3.6 Ulkemizdeki 6 farkli ilden toplanan serumlara gére HEV total antikor
pozitif 6rneklerin cinsiyet dagilimi

Genel cinsiyet dagilimi sonuglarinin yani sira, her bir il i¢in kendi ¢apinda

yine cinsiyet dagilimina ait istatistiki veriler hesaplanmistir. (Cizelge 3.3)
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Cizelge 3.3 Illere gore HEV Total Antikor Pozitif Orneklerin Cinsiyet Dagilin

ORNEK TOPLANAN | POZIiTiF ORNEKLER CINSIYET DAGILIM
iLLER ERKEK KADIN TOPLAM
ANKARA 61 (%79,22) 16 (%20,78) 77

[ZMIiR 15 (%75,00) 5 (%25,00) 20
KAHRAMANMARAS 29 (%96,67) 1 (%3,33) 30
MALATYA 26 (%100) 0 (%0,00) 26

VAN 35 (%6100) 0 (%0,00) 35
KAYSERI 17 (%94,44) 1 (%5,56) 18
TOPLAM 183 (%88,83) 23 (%11,16) 206

Bu verilere gore Ankara ilinde toplam 77 adet HEV total antikor seropozitif
ornekten 61 (%79,22) tanesi erkek olarak tespit edilirken, 16 (%20,78) tanesi ise
kadin olarak belirlenmistir (Sekil 3.7).

ANKARA

W ERKEK m KADIN

KADIN
20,78%

Sekil 3.7 Ankara ilindeki HEV Total Antikor Pozitif Orneklerin

Izmir ilinde toplam 20 tane HEV total antikor seropozitif érnekten 15 (%75)
kisi erkek olarak tespit edilirken, 5 (%25) kisi kadin olarak belirlenmistir (Sekil 3.8).
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IZMIiR
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= | KADIN
25%

= | ERKEK

v/ 7%

Sekil 3.8 izmir ilindeki HEV Total Antikor Pozitif Orneklerin Cinsiyet
Dagilimu

Kan serum 6rnegi topladigimiz illerden biri olan Kahramanmaras ilimizdeki
toplam 30 tane HEV total antikor seropozitif 6rnekten 29 (%96,67) kisi erkek olarak
siniflandirilirken, 1 (%3,33) kisi kadin olarak kaydedilmistir (Sekil 3.9).

KAHRAMANMARAS

W ERKEK m KADIN

KADIN
3,33%

Sekil 3.9 Kahramanmaras ilindeki HEV Total Antikor Pozitif Orneklerin Cinsiyet
Dagilim

Elimizdeki kan serum Orneklerini temin ettigimiz diger illerden biri olan

Malatya ilimizdeki toplam 26 tane HEV total antikor seropozitif 6rnekten 26 (%100)
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kisi erkek olarak smiflandirilmistir. Bu ilimizde seropozitif 6rneklerden hic birisi

kadin bir donore ait olmadigr goriilmistiir (Sekil 3.10).

MALATYA

W ERKEK mKADIN

Sekil 3.10 Malatya ilindeki HEV Total Antikor Pozitif Orneklerin Cinsiyet Dagilimi

Kan serumu topladigimiz diger illerden bagka bir tanesi de iilkemizin en
dogusunda bulunan Dogu Anadolu Bolgesi’'ndeki Van ilimizdir. Bu ilimizde toplam
HEV total antikor seropozitif ornek sayimiz 35°tir. Bu ilimizdeki biitin pozitif
orneklerimiz erkek kan dondrlerine aittir. Bu nedenle hig¢bir kadin donérden pozitif

sonug elde edilmemistir (Sekil 3.11).

VAN

W ERKEK m KADIN

Sekil 3.11 Van ilindeki HEV Total Antikor Pozitif Orneklerin Cinsiyet
Dagilimu

Elimizdeki verilere gore kan serum 6rnegi toplanilan son ilimiz i¢ Anadolu

Bolgesi’nde bulunan Kayseri ilimizdir. Bu ilimizde toplam 18 adet HEV total antikor
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pozitif ornek tespit edilmistir. Bu seropozitif 6rneklerden 17 (%94,44) tanesi erkek
bir kan donoriine ait olurken, 1 (%5,56) tanesi kadin kan dondriine ait oldugu

gOriilmiistiir (Sekil 3.12).

KAYSERI

W ERKEK m KADIN

Sekil 3.12 Kayseri ilindeki HEV Total Antikor Pozitif Orneklerin Cinsiyet
Dagilimu

3.3 Goniillii Kan Donoérlerinin Yas Dagilhimm

Toplanilan kan serumu 6rneklerin alindig1 kan dondrlerinin yas araligi 18-65
arasindadir. Bu bilgiler ele alindiginda, toplam kan dondrlerinin yas ortalamasi
35,8+1 olarak hesaplanmistir.

Diger bir istatistik caligmasi olarak elimizdeki pozitif sonuc¢lar yoniinden kan
veren dondrlerin yas gruplar {izerine ¢alisma yapilmistir. Bu calismada elde edilen
sonuglara gore toplam 2011 kan serum Orneginden her iki ticari ELISA kit
kullanilarak 206 6rnegin ortak pozitif yani her iki ticari kit tarafindan pozitif oldugu
tespit edilmistir. Bahsedilen toplam 206 adet HEV total antikor pozitif kan serum
orneklerini veren donorler yas yoniinden degerlendirilmistir. Sonug olarak Cizelge

3.3’teki istatistik bilgilerine ulagilmistir.
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Cizelge 3.4 Kan Donérleri Genel HEV Total Antikor Pozitif Orneklerin Yasa Gore

Dagilimi
ORNEK TOPLANAN | POZiTiF ORNEKLER YAS DAGILIM
ILLER 18-35YAS |36-45 YAS 46-65 YAS |TOPLAM
ANKARA 24 (%31,17) |39 (%50,65) |14 (%18,18) |77
iZMIR 7 (%35,0) |10 (%50,0) 3(%15,0) |20
KAHRAMANMARAS 9(%30,0) |13 (%43,33) |8(%26,67) |30
MALATYA 8(%32,26) |14 (%54,84) |4(%12,90) |26
VAN 12 (%34) 17 (%49,0) 6 (%17,0) |35
KAYSERI 6 (%33,33) |9 (%50,0) 3 (%16,67) |18
TOPLAM 66 (%32,04) | 102 (%49,51) |38 (%18,45) | 206

Cizelgede yer alan biitiin illerdeki seropozitif Ornekleri dahil ederek
ulastigimiz verilere gore 18-35 yas arasi kan dondrlerinin sayist 66 (%32,04) olarak
belirlenirken, 36-45 yas arasindaki dondrlerin sayist 102 (%49,51) olarak tespit
edilmistir. Son olarak, 46-65 yas arasi dondrlerin sayisi ise 38 (%18,45) olarak
belirlenmistir alinmustir (Sekil 3.13).

HEV total antikor Pozitif Orneklerin Yas
Dagilim

W 18-35yas M 36-45 yas 46-65 yas

46-65 yas
18,45%

18-35 yas
32,04%

Sekil 3.13 Ulkemizdeki 6 farkli ilden toplanan HEV Total Antikor Pozitif
Orneklerin Yasa Gore Dagilimi

Bu verilere gore Ic Anadolu Bolgesi’ndeki Ankara ilinde toplam 77 adet HEV total
antikor yoniinden seropozitif 6rnekten 24 kisi (%31,17) 18-35 yas, 39 kisi (%50,65)
36-45 yas ve 14 kisi (%18,18) ise 46-65 yaslar1 arasinda oldugu tespit edilmistir
(Sekil 3.14).
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ANKARA

W 18-35yas MW 36-45yas M 46-65 yas

46-65 yas
18,18%

18-35 yas
31,17%

36-45 yas
50,65%

Sekil 3.14 Ankara ilindeki HEV Total Antikor Pozitif Orneklerin Yasa Gore
Dagilim

Yine elimizdeki aym verilere gore Ege Bolgesinde bulunan Izmir ilinde
toplam 20 tane HEV total antikor yoniinden seropozitif 6rnekten 7 kisi (%35) 18-35
yas, 10 kisi (%50) 36-45 yas ve 3 kisi (%]15) ise 46-65 yaslar1 arasinda oldugu
belirlenmistir (Sekil 3.15).

IZMIR
= 18-35yas = 36-45yas = 46-65 yas

46-65 yas
15% 18-35 yas

™

36-45 yas
50%

Sekil 3.15 izmir ilindeki HEV Total Antikor Pozitif Orneklerin Yasa Gore Dagilimi

Kan serum 6rnegi topladigimiz illerden biri olan Kahramanmaras ilimizdeki
toplam 30 tane HEV total antikor yoniinden seropozitif drnekten 9 kisi (%30) 18-35
yas, 13 kisi (%43,33) 36-45 yas ve 8 kisi (%26,67) ise 46-65 yaslar1 arasinda oldugu
gosterilmistir (Sekil 3.16).
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KAHRAMANMARAS

W 18-35yas MW36-45yas M 46-65 yas

18-35 yas

46-65 yas 30,00%

26,67%

36-45 yas
43,33%

Sekil 3.16 Kahramanmaras ilindeki HEV Total Antikor Pozitif Orneklerin Yasa
Gore Dagilim

Elimizdeki kan serum orneklerini temin ettigimiz diger illerden biri olan
Malatya ilimizdeki toplam 26 tane HEV total antikor yoniinden seropozitif drnekten
8 kisi (%32,26) 18-35 yas, 14 kisi (%54,84) 36-45 yas ve 4 kisi (%12,90) ise 46-65
yaglari arasinda oldugu goriilmistiir (Sekil 3.17).

MALATYA
= 18-35yas = 36-45yas = 46-65 yas
46-65 yas
12,90%
18-35 yas
32,26%
36-45 yas
54,84%

Sekil 3.17.Malatya ilindeki HEV Total Antikor Pozitif Orneklerin Yasa Gore
Dagilimi

Kan serumu topladigimiz diger illerden baska bir tanesi de iilkemizin en
dogusunda bulunan Dogu Anadolu Boélgesi’ndeki Van ilimizdir. Bu ilimizde toplam
HEV total antikor yoniinden seropozitif 6rnek sayimiz 35’tir. Bu ilimizdeki pozitif
orneklerimizden 8 kisi (%34) 18-35 yas, 14 kisi (%49) 36-45 yas ve 4 kisi (%17) ise
46-65 yaslar1 arasinda oldugu gézlemlenmistir. (Sekil 3.18).
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VAN

= 18-35yas = 36-45yas = 46-65 yas

46-65 yas
0,
17% 18-35 yas
34%

36-45 yas
49%

Sekil 3.18 Van ilindeki HEV Total Antikor Pozitif Orneklerin Yasa Gore Dagilimi

Elimizdeki verilere gore kan serum 6rnegi toplanilan son ilimiz I¢ Anadolu
Bolgesi’nde bulunan Kayseri ilimizdir. Bu ilimizde toplam 18 adet HEV total antikor
pozitif ornek tespit edilmistir. Bu seropozitif 6rneklerden 6 kisi (%33,33) 18-35 yas,
9 kisi (%50) 36-45 yas ve 3 kisi (%16,67) ise 46-65 yaslar1 arasinda oldugu kayit
belirlenmistir (Sekil 3.19).

KAYSERI
46-65 yas = 18-35yas = 36-45yas
’ (o]
36-45 yas
50,00%

Sekil 3.19 Kayseri ilindeki HEV Total Antikor Pozitif Orneklerin Yasa Gore
Dagilimi

Kan donorlerinin ELISA pozitif 6rneklerin cinsiyet ve yas genel karsilastirmasi
yapilmistir (Sekil 3.20). Pozitif sonug¢ veren kan dondérlerinin ¢ogunlugunun 36-45

yas araligindaki erkek vericilerden olustugu goriilmiistiir.
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Sekil 2.20 ELISA pozitif 6rnekler cinsiyet ve yas genel karsilagtirma

3.4 Dia.Pro ve Wantai HEV total antikor ELISA Kitleri Hassasiyet Testi

Bu c¢alismamizda ayrica her iki kit i¢in de hassasiyet deneyi yapilmustir.
Bunun i¢in Diinya Saglik Orgiitii’nden temin edilen Anti-HEV serumunu 1/10’dan
baglayarak 1/1000 oraninda kadar diliisyon yapilmistir. Daha sonra bu farkl
oranlarda serum igeren ornekler iki farkli kit kullanarak ELISA testi uygulanmustir.
Bu c¢alismada 3 adet negatif kontrol kullanilarak “cut-off” esik degerleri

hesaplanmustir.

Yapilan caligmada sonu¢ olarak iki kit arasindaki hassasiyet farki
belirlenmistir. Sekil 3.20°de gdsterildigi gibi Dia.Pro i¢in 1/10’dan 1/600 oranindaki
kuyucuga kadar sonuglar esik degeri ilizerinde yani pozitif olarak okunmustur.
Wantai kitindeyse 1/10’dan 1/700 diliisyon oranindaki kuyucuktaki serum Ornegine
kadar sonuglar esik degeri lizerinde yani pozitif sonu¢ alimmigtir. Sonug olarak
uluslararas: iinite olarak degerlendirildiginde Wantai kitinin yakalayabildigi en
kiigiik deger 0,14 IU/ml olarak ¢ikarken Dia-pro kitinin en diisiik pozitiflik yakalama
degeri 0,16 IU/ml olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.21 Dia.Pro ve Wantai ELISA Kitleri Hassasiyet Testi

3.5 Gercek zamanh PZR sonuclari

HEV total antikor enzime bagli immunosorbent testi (ELISA) neticesinde her iki
kit tarafindan pozitif bulunan 206 6rnek, sadece Wantai kiti tarafinda pozitif bulunan
toplam 37 6rnek ve sadece Dia.Pro Kiti tarafindan pozitif bulunan 22 6rnek toplamda
265 ornek HEV RNA saptamasi icin ger¢cek zamanli PZR yontemi ile ¢alisilmistir.
Calismada biitlin deneylerde GAPDH pozitif bulunmustur. GAPDH pozitif ¢itkmayan
deneyler tekrarlanmistir. Gergek zamanli PZR c¢alismasinda en diisiik viral yiik
yakalama seviyesi 2,5 x 10? olarak gerceklesmistir (Sekil 3.21). Calisma sonucunda

hi¢bir 6rnekte HEV RNA pozitifligi saptanamamustir.
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Sekil 3.22 RT-PZR optimizasyon ¢aligmasi sonucu
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4. TARTISMA

HEV giinlimiizde karaciger enfeksiyonuna yol agan hatta gelismekte ve saglik
bilgisi yoniinden zayif Asya, Orta Dogu ve Kuzey Afrika iilkelerinde salgina yol
acan bir viriis tipidir. Onemli bir oranda da sporadik hepatit olgularmin sebebidir.
HEV enfeksiyonuna bagh olarak ozgin IgM, IgG ve IgA tipi antikorlar
olusmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) yillik yayinlarinda diinyada yaklasik 20
milyon HEV enfeksiyonu goriildiigii ve bunlarin yaklasik 3,3 milyonunun

semptomatik Hepatit E vakasi oldugunu ve 56 600’iiniin de 6liimle sonuglandigini

belirtilmektedir (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs280/en/ Erisim Tarihi:
05.06.2017). Bu nedenle HEV enfeksiyonu onemini korumakta ve hastaligin

tanisinda dogru sonu¢ 6nem kazanmaktadir.

Diinya genelinde HEV seroprevalans: bolgelere ve iilkelere gore farkliliklar
gostermektedir. Bu farkliliklarin 6nemli nedenleri bolgelerin cografik kosullar1 ve
ilkelerin sosyoekonomik yonleri olarak rapor edilmistir. (Aggarwal ve ark.,2009,
Kamar ve ark., 2014, Teshale ve ark., 2011). Ornegin, gelismekte olan yani sosyo
ekonomik diizeyi oldukga diisiik iilkelerde HEV seroprevalansi; Misir’da %17,2,
Suudi Arabistan’da %8,4, Yemen’de %33, Tayland’da 15.7, Hindistan’ da %50,
Nepal’ de %16-31, Somali’de %78 olarak bildirilmistir (Darwish ve ark., 1996,
Clayson ve ark.,1997, Kmush ve ark., 2013 ve Aggarwal ve ark., 1997). Bu 6rneklere
ek olarak, refah seviyesi yiiksek olan gelismis llkelerde ise ABD’nde %2.1,
Avusturalya’da %0.4, Ingiltere’de %3.9, Ispanya’da %5.5 ve Yunanistan’da %?2.2
oranlarinda yani ¢ok daha diisiik olarak rapor edilmistir (Kamar ve ark., 2014,
Aggarwal ve ark., 1997, Pischke ve ark.,2014, Lewis ve ark.,2010, Christou ve
ark.,2013).

Ulkemizde ise ilk defa Thomas ve ark. tarafinda 1993 yilinda yapilan ve en son
2013 yilinda Cevahir ve ark. tarafindan tekrar degerlendirilen arastirmalarda
iilkemizin HEV seroprevalansi %0 ile %54 arasinda oldukca farkli sonuclar elde
edilmistir (Cizelge 1.2). Bu yapilan calismalardaki farkliliklarin sebepleri; ¢alisma

yapilan bolgelerin, yas gruplarinin, kan dondrlerinin ve cinsiyet dagiliminin farkl
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olmasidir. Giiniimiize kadar yapilan biitin bu caligmalar degerlendirildiginde,
ozellikle de yiiksek ornek sayili arastirmalar dikkate alindiginda iilkemizin ortalama
HEV seroprevalans orani %6-7 civarinda oldugu gosterilmistir (Thomas ve
ark.,1993, Badur ve ark.,1995, Cetinkaya ve ark.,1996).

Bir RNA viriisii olan HEV i¢in arastirmalarda kullanilmak tizere gelistirilmis bir
hiicre kiiltiirii sistemi olmamas1 nedeniyle antikor tespiti i¢in senteteik polipeptitler
ve rekombinant proteinler kullanilmaktadir. Polipeptidlerin baglanma kapasitelerinin
proteinlere oranla daha diisiik olsa da rekombinant proteinlere gore daha fazla tercih
edilmektedir. Bunun nedeni rekombinant proteinlerin {iretiminde kullanilan
sistemlerin farkliligt (Escherichia coli, bocek hiicreleri, bitki hiicreleri ve
Trichoplusia (gilive)) gibi nedenlerle kullanilan farkli kitlerde alinan sonuglarin
olduk¢a farkli olmasidir. (Bendall ve ark.,2010). Bu nedenle, rekombinant
proteinlere gore zayif epitop yapisina ragmen, polipeptit temelli sistemler tercih
edilerek virlis genomunun en korunmus bélgesi kullanilir. HEV genomunun en
korunmus bdlgesi olan ORF2 ve ORF3 boélgelerinden elde edilen polipeptidler
kullanilarak son zamanlarda gelistirilen kitlerin yiiksek duyarliligi yapilan

uluslararasi ¢alismalarla gosterilmistir (Bendall ve ark.,2010).

Bu caligmada elde edilen sonuglara gére HEV seroprevalansi Tiirkiye’de farkli
iki ticari kit ile ¢alisildiginda %11,34 (Dia.Pro, italya)- %12,08 (Wantai, Cin) olarak
bulunmustur. Illere gore elde edilen sonuglar ise Dia.Pro ve Wantai sirsina gore
Ankara %12,01 - %12,51, Kayseri %6,99 - % 7,81, Malatya %14,50 — %15,55, Izmir
%8,07 - %9,65, Kahramanmaras %14,5 — %15,5 ve Van %11,91 - %12,99 olarak
belirlenmistir. Yapilan y2 testi sonuglarina gére Ankara, Malatya ve Van illerinde
36-45 yas arasinda pozitif sonug verme olasiligi 46-65 yas araligindaki gruba oranla
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (p<0,05). Bunun da en
onemli nedeni Orneklerin kan dondrlerinden alinmis olmasi ve donérlerin de
cogunlugunun 36-45 yas arasinda olmasidir. HEV total antikor dagilimi kadin
(%17,48) ve erkek (%82,52) cinsiyetleri arasinda anlamli bir farklilik bulunmustur.
(p<0,01). Bunun nedeni ¢alismamizda kullandigimiz serum 6rneklerinin goniilli kan

donorlerinden alinmis olmasidir. Ciinkii bir donérden kan alinabilmesi i¢in vericinin
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yeterli hemoglobin seviyesine sahip olmasi gereklidir. Ulkemizde kadinlardaki
hemoglobin seviyesi kan donérii olmak igin yeterli olmamasi nedeniyle, kadinlar

donor olarak se¢ilmemektedir.

Anti-HEV seropozitifligi ile ilgili olarak, iilkemizde 1993 yilinda Thomas ve ark.
tarafindan yapilan ilk ¢alismada, toplanan serum 6rneklerinde %5,9 oraninda antikor
pozitifligi bildirilmis ve HEV enfeksiyonlar1 agisindan Tiirkiye, endemik olarak
degerlendirilmistir. Ulkemizde yapilan, tiim ¢alismalar genel olarak dzetlendiginde,
normal eriskin popiilasyonda HEV-IgG seropozitifliginin %3-11 arasinda degistigi
goriilmektedir (Cizelge 1.2). Bu seroprevalans oraninin ¢ocuk yas gruplarinda daha
diisiik oldugu (%0-6); dogu ve gilineydogu illerimizde ise daha yiliksek sonuglarin
(%13-30) saptandign goriilmektedir. Cizelge 1.2°de gosterilen yayinlara gore
tilkemizin saglikli bireyleri arasinda yapilan calismalarda Eker ve arkadaglari
Edirne’de %2.4; Aydm ve arkadaslari Trabzon’da %3; Ozacar ve arkadaslar
Izmir’de %3.5; Yavuz ve arkadaslari Van’da %4.3; Aldeniz ve arkadaslar
Istanbul’da %4.8; Olcay ve arkadaslari Ankara, Manisa ve Diyarbakir’da %6.3;
Cetinkaya ve arkadaslart Ankara’da %7.6; Sonmez ve arkadaslar1 Malatya’da 16-30
yas grubunda %13.3; Ertek ve arkadagslart Erzurum’da %10.3; Goral ve arkadaglari
Bursa’da %10.4; Kaleli ve arkadaslar1 Denizli’de %11.3; Giiltekin ve arkadaslari
Antalya’da %11.7; Saltoglu ve arkadaslar1 ise Adana’da %17.8 oranlarinda IgG

antikor pozitifligi bulundugu gosterilmistir.

Bu g¢alismada Ankara’da Dia.Pro ve Wantai kitleri sonuglarina gore sirasiyla
%12,01 ve %12,51 sonuglari elde edilmistir. Cizelge 1.2°de verilmis olan Ankara’da
yapilan calisma sonuglarina gore; 1996 yilinda Cetinkaya ve arkadaglari kan
dondrlerinde %7,6; Tilek ve arkadaslari 1997 yilinda, eriskinlerde %6.4; Cesur ve
arkadaglart 2002 yilinda hastaneye basvuran yetiskinlerde %3.8 ve Maral ve
arkadaglart 2003 yilinda ilkokul &grencilerinde %]1.7-2.1 oraninda seropozitiflik
gostermislerdir. Bu c¢alisma sonucglarina gore Ankara ili HEV seroprevalans
ortalamasini %12 olarak ele aldigimizda, gegmis yillarda yapilmis ¢alismalara oranla
sonucun yiiksek oldugunu gormekteyiz. Ancak, 2001 yilinda Bozdayr ve ark.

tarafindan hemodiyalizli hastalar {izerinde yapilan ¢alismada Dia.Pro kiti ile ¢alisma
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yapilmis ve %16 oraninda bir anti-HEV seropozitifligi bulunmustur. Bunun nedeni
hasta grubunun HEV ile enfekte olma olasiligimin saglikli kisilere gore oldukca

yiiksek olan hemodiyaliz hastalarindan olusmus olmasi olabilir.

Izmir’den toplanan serumlardan elde edilen sonuglar Dia.Pro ve Wantai kitleri
icin sirasiyla %8,07 ve %9,65 anti- HEV seropozitifligi vermistir. Izmir ilinde
Ozacar ve ark., Aksu ve ark., Karaayak Uzun ve ark. tarafindan sirasiyla 1994, 1998
ve 2012 yillarinda yapilan calismalarda HEV seroprevalans oranlar1 %3,5, %7 ve
%6,7 olarak bulunmustur (Cizelge 1.2). Bu sonuglar karsilagtirildiginda 2012
yilindan 2016 yili sonuna kadar izmir bolgesindeki bireylerin HEV viriisiiyle
karsilagmalarinda ve anti-HEV seropozitifliginde 6nemli bir yiikselme oldugu

goriilmektedir.

Anti-HEV seroprevalans tespiti i¢in 1994 ve 1998 yillarinda yapilan ¢alismalarda
Abbott Diagnostic (ABD) firmasina ait kitler kullanilmistir. Uluslararasi yayimlarda
bu kitin Genlab (BK) kiti ile ayn1 hassasiyete sahip oldugu gosterilmistir (Myint ve
ark.,2006). Bu calismada kullanilan Wantaii (Cin) kitinin ise Genlab (BK) Kiti ile
karsilastirildiginda oldukga yiiksek hassasiyete sahip oldugu uluslararasi yayinlarda
gosterilmistir (Bendall ve ark.,2010) Bu nedenle Izmir’deki son yillarda goriilen
yiksek anti-HEV pozitifliginin nedeni ¢aligmada kullanilan kitlerin  yiiksek
duyarhligindan kaynaklandig: diisiiniilebilir.

Bu arastirmada Van’dan kan dondrlerinden alinan serumlardan elde edilen
sonuclara gore Dia.Pro ve Wantai kitleri i¢in sirasiyla %11,91 ve %12,99 HEV
seropozitifligi bulunmustur. Daha 6nce Bozkurt ve ark. (2000), Giidiiciioglu ve ark.
(2000) ve Bayhan ve ark. tarafindan (2016) yapilmis calismalara goére HEV
seroprevalansi sirastyla %7,5, %3,7 ve %4,2 olarak bulunmustur. Calismamizda elde
ettigimiz sonucu ortalama olarak %12,5 olarak aldigimizda daha Once yapilan
calismalara kiyasla sonucun oldukga yiiksek oldugu goriilmiistiir. Glidiiciioglu ve
ark. tarafindan 2000 yilinda yapilan g¢alismanin sadece gebe olan geng yastaki
kadinlardan alinan Ornekler kullanilarak yapilmasi nedeniyle anti-HEV sonucunun

diisiik oldugu disiiniilebilir. Aynmi sekilde 2016 yilinda Bayhan ve ark. tarafindan
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yapilan ¢aligmada Dia.Pro kiti kullanilarak sadece 0-18 yas araligindaki kisilerden
alman Ornekler ile calisilmis oldugundan diisiik anti-HEV pozitifligi bulundugu
diisiiniilmektedir. Ulkemizdeki ve uluslararasi yayinlarda 6rnek alinan kisilerin yas
ortalamasi arttikga anti-HEV pozitifliginin de ayni paralellikte arttigi gosterilmistir
(Eker ve ark., 2009). Bozkurt ve ark. tarafindan 2000 yilinda yapilan ¢aligmada ise
GiulianaDiagnostics.r.l. (italya) kiti kullamlmistir. Dia.Pro (italya) ve Wantaii (Cin)
kitleri tasarlanirken HEV genomunun 06zglin bolgeleri hedef alinarak iiretim
yapilmistir ve bu nedenle hassasiyet olduk¢a yiiksektir. GiulianaDiagnostics.r.l.
(Italya) kitinde herhangi bir 0zgiin bolgenin hedef alinmamasi nedeniyle
hassasiyetinin oldukca diisiik olmas1 ve bu sebeple bu kit kullanilarak 2000 yilinda

yapilan ¢alismanin sonucunun diisiik oldugu diistiniilmektedir.

Malatya’dan toplanan serumlardan yapilan ¢alismaya gore Dia.Pro ve Wantai
kitleri sonuglarina gore HEV seroprevalans sonuglari sirasiyla %14,50 ve %15,55
bulunmustur. Sénmez ve ark. tarafindan 1995 yilinda yapilan ¢aligmada 8-15, 16-30
ve 31-50 yas gruplarinda bulunan sirasiyla %2,5, %13,3 ve %10 seroprevalans
oranlar1 ve Otlu ve ark. tarafindan 2001 yilinda bulunan %9,7 seroprevalans orani ile
calismamizda elde ettigimiz sonug¢ degerlendirildiginde; calismamizdaki sonug diger
sonuglardan yiiksek oldugu goriilmektedir. Sonmez ve ark. tarafindan 8-15 yas grubu
ile yapilan c¢alisma sonucunda seropozitifliginin ¢ok diisiik ¢ikmasi, ¢alisma
gruplarinin yas ortalamasinin diisiik olmasma bagl olabilir. Malatya’da HEV
seroprevalanst bu calismaya gore artmis goziikkmektedir. Bu artisin sebebi hijyen
kosullar1 olabilecegi gibi ¢alismalarda kullanilan ticari kitlerin hassasiyetlerindeki
farkliliklar da olabilir. Sonmez ve ark. tarafindan 1995 yilinda yapilan c¢aligmada
Abbott Diagnostic (ABD) firmasina ait anti-HEV kiti, Otlu ve ark. tarafindan 2001
yilinda yapilan calismada ise Giuliana Diagnostic s.r.l. (Italya) kiti kullanilmistir.
Daha once de deginildigi gibi bu kitlerin hassasiyetinin yapilan uluslararasi
yayinlarda diigiik bulunmus olmasi da sonuglar arasindaki farkliligin sebebi olarak

diistintilebilir (Myint ve ark.,2006).

Arastirmada Kayseri’den toplanan serumlardan elde edilen sonuglar Dia.Pro ve

Wantai kitleri i¢in sirastyla %6,99 ve %7,81 anti- HEV seropozitifligi sonuglari elde
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edilmistir. Kili¢ ve ark. tarafindan 1999 yilinda hemodiyaliz hastalarindan alinan
orneklerden yapilan ¢aligmada anti-HEV pozitifligi %5,7 bulunurken, saglikli
bireylerde %1,6 bulunmustur. Kayseri’de 1999 yilinda yapilan ¢alismada Abbott
Diagnostic (ABD) firmasina ait kit kullanilmistir. Izmir’deki 1994 ve 1998 yilinda
yapilan ¢aligmalarda kullanilan ayn1 Abbott Kitinin hassasiyetinin ¢ok diisiik oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle bu ¢aligmada elde ettigimiz yiiksek sonuglarin hassasiyet

yoniinden yiiksek olan kitlerin kullanilmasindan kaynaklandigi diisiiniilebilir.

Kahramanmarag’tan toplanan kan serumlar1 kullanilarak elde edilen sonuglar
Dia.Pro ve Wantai kitleri igin sirasiyla %14,5 ve %15,5 bulunmustur. Yapilan
literatiir arastirmasinda daha onceki yillarda Kahramanmaras bélgesinde yapilan bir
calismaya rastlanmadigi i¢in, bu arastirma sonuglar1 bolgenin anti-HEV

seroprevalans sonuglar1 agisindan ilk bilgi olarak belirlenmistir.

Calisma sonuglarina gore iilkemizde HEV seroprevalans orani batidan doguya
gittikge artmaktadir. Bunun nedeni olarak birinci sirada dogu illerimizdeki ¢arpik
sehirlesme sonucu olarak yetersiz altyapt nedeniyle temiz su kaynaklarinin
kirlenmesi gelmektedir (Olcay ve ark., 2003 ve Aydin ve ark., 2007). Bu nedenle
viriislerin  fekal-oral yol ile enfeksiyonlara yol ag¢masi1 kolaylasmaktadir.
Sosyoekonomik, kiiltlirel diizey ve bireylerin kisisel hijyen bilgisi diizeyi de diger

sebepler arasinda diisiiniilmektedir.

Sonuglarm iki farkl ticari ELISA kiti ile yapilmis olmasi ve sonuglarin birbirine
oldukca yakin ¢ikmasi deney sonuglarinin dogrulugunu desteklemektedir. Ayrica bu
sonuglar, son donemde yliksek hassasiyeti ile uluslararasi yayinlarda 6n plana ¢ikmis
olan Wantai kitinin iilkemiz laboratuvarlarinda c¢alisilan Dia.Pro kiti ile
karsilastirlldiginda istatistiksel olarak c¢ok anlamli bir farkinin olmadigim
gostermistir. Ancak bu ¢aligma ile Wantai kitinin yiiksek duyarliligi da bir kere daha

gosterilmistir.

Wantai ve Dia.Pro HEV total antikor kitlerinin hassasiyetlerinin belirlenmesi ve

karsilastirilmas1 amaci ile hassasiyet testi yapilmistir. Bunun i¢in Diinya Saglik
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Orgiitii’nden temin edilen anti-HEV serumunu 1/10’dan baslayarak 1/1000 oranina
kadar diliisyonlar yapilmistir. Daha sonra bu farkli oranlarda serum igeren drnekler
iki farkl kit kullanarak ELISA testi uygulanmistir. Bu caligmada 3 adet negatif
kontrol kullanilarak esik degerleri hesaplanmistir. Yapilan ¢alismada sonug olarak iki
kit arasindaki hassasiyet farki belirlenmistir. Sekil 3.20°de gosterildigi gibi Dia.Pro
icin 1/10°dan 1/600 oranindaki kuyucuga kadar sonuglar esik degeri iizerinde yani
pozitif olarak okunmustur. Wantai kitindeyse 1/10’dan 1/700 diliisyon oranindaki
kuyucuktaki 6rnek esik degeri lizerinde yani pozitif sonu¢ alinmistir. Yani Wantai
kitinin yakalayabildigi en kiigiik deger 0,14 IU/ml olarak ¢ikarken Dia.Pro kitinin en
diisiik pozitiflik yakalama degeri 0,16 IU/ml olarak belirlenmistir. Arastirma
esnasinda yapmis oldugumuz bu hassasiyet ¢alismasinda, Wantai ticari kitinin agik
olarak Dia.pro kitine gore hassasiyetinin istatistiksel olarak anlamli olmamakla
birlikte yiiksek oldugu sonucuna varilmigtir. Wantai kiti ile yapilan caligmada
Dia.pro kitine gore daha diisiik esik degeri elde edildigi i¢in pozitif 6rnek yakalama
olasiligi artmaktadir ve bu durum Wantai kitinin daha diisiik yogunluktaki

pozitiflikleri yakalamasini saglamaktadir.

Bu arastirmada elde edilen sonuglar degerlendirildiginde; her iki kit tarafindan
pozitif bulunan kisi sayis1 265, negatif bulunan kisi sayis1 1746 olarak belirlenmistir.
Sadece Wantai kiti tarafindan pozitif bulunan kisi sayist 243 olurken, Dia.Pro kiti
tarafindan pozitif kisi sayis1 228 olarak sonuclandirilmistir. Toplamda 15 kisinin
Wantai kiti ile pozitif sonug verirken Dia.Pro kiti ile negatif sonu¢ vermis olmasi da
bu hassasiyet farkliligindan kaynaklandigini diisiindiirmektedir. Ancak sadece
Wantai kiti tarafindan pozitif olup, Dia.Pro kiti tarafindan negatif olarak bulunan 37
(243-206 = 37) kisi vardir. Aym sekilde sadece Dia.Pro kiti tarafindan pozitif
bulunan ama Wantai kiti tarafindan negatif bulunan kisi sayisiysa 22 (228-206 = 22)
olarak belirlenmistir. Bu durumun nedeni olarak Wantai kitini daha hassas oldugunu
belirledigimiz i¢in Wantai kitinde pozitif olan ve Dia.Pro kitinde negatif olan 37
kisinin bu hassasiyet nedeniyle Wantai tarafindan pozitif yakalandig: diisiiniilebilir.
Ancak Dia.Pro kitinde pozitif olan ama Wantai kitinde negatif olarak belirlenen 22
kisinin, Dia.Pro kiti tarafindan capraz reaksiyon sonucu veya yalanci pozitiflik

sonucu pozitif olarak yakalandig1 diisiiniilmektedir. Bu ¢aligmay1 kitlerin duyarlilig:
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acisindan degerlendirdigimizde iki kit arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

olmadigi agik bir sekilde goriilmektedir (p>0,05).

Arastirmada ELISA c¢alismasi ile birlikte ger¢ek zamanli PZR optimizasyon
caligmast da yapilmistir. HEV birincil referansi olarak kullanilan HEV RNA
materyali optimizasyon sirasinda standart olarak kullanilmistir. Gergek zamanli PZR
calismasinda en diisiik viral yiik yakalama seviyesi 2,5 X 102 olarak gerceklesmistir.
HEV total antikor enzime bagli immiinosorbent testi (ELISA) neticesinde her iki kit
tarafindan pozitif bulunan 206 6rnek, sadece Wantai Kiti tarafinda pozitif bulunan 37
ornek ve sadece Dia.Pro Kiti tarafindan pozitif bulunan 22 6rnek toplamda 265 6rnek
HEV RNA saptamasi i¢in Roche Lightcycler 480 cihazi kullanilarak gercek zamanli
PZR yontemi ile ¢alisilmistir. Bu calismanin sonucunda, i¢ kontrol olarak kullanilan
GAPDH ve HEV RNA standartlar1 (en az 2,5 X 10?) pozitif sonu¢ vermesine ragmen
donorlere ait hicbir 6rnekte HEV RNA pozitifligi bulunamamigtir. Bunun en 6nemli
nedeninin HEV ile bulagsma olduktan sonra 1 ya da 2 ay gibi ¢ok kisa siireli bir akut
dénemde kanda pozitif olarak bulunabilen HEV RNA’nin, hastalardan kan alindig
donemde negatiflesmis olmasi ihtimalidir. Cilinkii Sekil 1.7°da da goriildiigii gibi
hastaligin akut faz doneminde kanda RNA viral yiikiiniin yiikselme siiresi 1-2 ay ile
siirlidir. Bir diger sebebinde viicuda giren viriisiin bu kisilerde pencere doneminde
olmas1 veya bu dénemde viral yiikiin enfekte olan kiside 2,5 X 10°den daha az
olmasi ihtimali olabilir. Bununla birlikte 6rnekler, kan dondrlerinden, yani toplumda
saglikli olarak nitelendirilen bireylerden alinmistir. Tim bu nedenlerle HEV
RNA’nin pozitif bulunamamis olmasi olasi bir durumdur. Hoaro ve ark., 2008
yilinda yaptig1 bir ¢alismada 70 6rnekte anti-HCV pozitif ¢ikmasina ragmen HCV
RNA negatif ¢cikmistir. Uzun bir takip sonrasinda bu kisilerden 9 tanesi HCV RNA
pozitife donmiistiir. Bu 70 kisiden karaciger biyopsisi alinarak inceleme yapildiginda
bu kisilerden sacede 5 kiside normal sonug¢ elde edilmistir. Geri kalan kisilerde
fibrosis gelisimi gosterilmistir. Bu ¢alismada da buna benzer sekilde hi¢bir hastada
HEV RNA pozitif sonu¢ bulunamamistir. Ger¢ek zamanli PZR ¢aligmasinda i¢
kontrol olarak bir “housekeeping” gen olan GAPDH ve HEV RNA standartlarinin

kullanilmas1 ¢aligma sonucu elde edilen sonucun giivenilirligini artirmaktadir.
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5. SONUC ve ONERILER

Diinya Saglhk Orgiitii (DSO) verilerine gore yilda yaklasik olarak 20 milyon
HEV kaynakli enfeksiyon goriilmektedir. Bu enfeksiyonlardan 3,3 milyon kiside
enfeksiyona bagli semptomlar goriilmektedir ve sonug¢ olarak hepatit E viriisiine
bagli olarak 56.600 kiside 6lim gergeklesmektedir (Rein ve ark.,2012 ve Lozano ve
ark.,2012). HEV c¢ogunlukla kendi kendine iyilesen ve asemptomatik olarak
goriilmesine ragmen, nadiren akut karaciger yetmezligine sebep olabilen bir viriistiir

(Yazic1,2014).

Tiirkiye’de farkli sehirlerde daha once saglikli kisiler ve dondrler iizerinde
yapilan caligmalarda anti-HEV IgG pozitifligi oran1 %3,9-%20 oranlar1 arasinda
farklilik gostermektedir (Cizelge 1.2). Bu farkliligin; oral fekal yolla bulasan HEV
icin c¢evresel faktorlerin degisiminden kaynaklandigr diistiniilmekle birlikte yapilan

calismalarda kullanilan kitlerin duyarliliklarina da bagh olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu caligmada iilkemizdeki HEV seroprevalansinin giincellenmesi ve son
donemlerde yiiksek hassasiyeti ile uluslararasi yaymlarda 6n plana ¢ikmis Wantai
anti-HEV ELISA kiti tilkemizde ilk defa degerlendirilmis ve yine iilkemizde yaygin
olarak kullanilan Dia-Pro kiti ile karsilastirilmistir. Bunun igin iilkemizin 4 farkl
bolgesinden olmak iizere toplam 6 ilden toplanan 2011 kan dondrii serumuyla
yapilmistir ve olduk¢a 6nemli sonuglara ulagilmistir. Bu calismaya gore iilkemizde
HEV seroprevalans: farkli iki ticari kit ile calisildiginda %11,34 (Dia.Pro, Italya)-
%12,08 (Wantaii, Cin) olarak bulunmustur. Illere gére elde edilen sonuglar ise
sirasiyla Dia.Pro ve Wantai kit sonuglarina gore; Ankara %12,01 - %12,51, Kayseri
%6,99 - % 7,81, Malatya %14,50 — %15,55, Izmir %8,07 - %9,65, Kahramanmaras
%14,5 — %15,5 ve Van %11,91 - %12,99 olarak belirlenmistir. Sonuglarin iki farkli
ticari HEV Total Antikor ELISA kiti ile karsilastirmali olarak yapilmis olmasi ve
sonuglarin birbirine yakin ¢ikmasi sonuglarin giivenilirligini arttirmaktadir. Kitlerin
hassasiyetlerinin karsilastirilmast icin yapilan deney sonuglarina gore Dia.Pro i¢in
1/600 diliisyon (0,16 TU/mL) esik degeri iizerinde iken Wantai kitinde bu deger
1/700 (0,14 TU/mL) bulunmustur. Bu sonuglara gore Wantai kitinin yiiksek
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hassasiyeti bir kere daha gosterilmis olup iilkemiz laboratuvarlarinda siklikla
calisilan Dia.Pro kiti ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark

gorilmemistir (p>0,05).

ELISA testi neticesinde en az bir kit igin pozitif bulunan 265 6rnek i¢in HEV
gercek zamanl PZR yontemi ile RNA saptamasi i¢in yapilmistir. Bunun sonucunda
hicbir 6rnekte HEV RNA pozitifligi bulunamamistir ve HEV genotipine
bakilamamistir. Bunun nedeninin c¢alismaya dahil edilen Orneklerin kan

dondrlerinden alinmis olmasi olarak diistiniilmelidir.

Bu calismada secilen sehirlerden Ankara, Izmir, Kayseri, Van ve Malatya disinda
daha Once kan dondrleri lizerinde bir HEV seroprevalans calismasi yapilmamistir.
Ankara’da 1996 yilinda yapilan calisma sonuglarma gore HEV antikor pozitifligi
artmig gorinmektedir (%7,6’ya karst %12,55). Ayni sekilde Malatya’da 2001 yilina
gore pozitiflik oraninda artis s6z konusudur (%9,7’ye karst %15). Benzer sekillerde
[zmir ve Van illerimizde de bir artis gériilmiistiir (Sirayla %6,7 ye kars1 %9,65 ve
%7,5’e karst %12,99). Bu farkliligin nedeninin kullanilan kitlerin duyarliliklarina
bagli olabilecegi gibi zamana bagli ¢evresel faktor degisimleri, temiz su kaynaklarina
ulagimin gittikge zorlagsmasi, yasam bolgelerinin zamanla kalabaliklagsmasi ve ¢arpik
kentlesme nedeniyle altyapi tesislerinin yetersiz kalmasi, kalabalik aileler nedeniyle
kisisel hijyen kurallarinin uygulanamamas1 gibi nedenlerinde etkili olabilecegi

distiniilmektedir.
Hepatit virlislerinden korunma amaciyla gelistirilen as1 ¢alismalar1 sayesinde

HAV ve HBV enfeksiyonlarina karsi korunma amaciyla asilama yapilabilmektedir.

Bu nedenle HEV enfeksiyonuna kars1 as1 ¢alismalarina hiz verilmesi gerekmektedir.
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OZET

Tiirkiye’de Hepatit E Viriisii (HEV) seroprevalansinin yeniden degerlendirilmesi:
Ticari olarak kullamlan iki HEV total antikor ELISA Kkitinin karsilastirilmasi

Hepatit E virlisii (HEV) giiniimiizde gelismis ve gelismekte olan iilkelerde
enfeksiyona yol acan hatta gelismekte olan ve saglik bilgisi yoniinden zayif olan Asya, Orta
Dogu ve Kuzey Afrika iilkelerinde salgina yol acan bir viriis tipidir. Kisisel saglik bilgisi
sartlarinin yetersiz olmasi, saglikli igilebilir sulara ulasilamamasi ve kanalizasyon atiklarinin
igme sularina karigmasi baglica nedenler olmak iizere, viriis ¢ogunlukla oral-fekal yolla
bulagsmaktadir. HEV’in bu kadar yaygin olmasi nedeniyle iilkemizde ve diinyada HEV
seroprevalans calismalart farkli zamanlarda ve bolgelerde defalarca yapilmistir. Fakat

yapilan bu kadar ¢aligmaya ragmen her ¢alismada farkli sonuglar elde edilmistir.

Bu c¢alismada, Tiirkiye’deki HEV seroprevalansi 4 farkli bolgeden olmak iizere 6
ilden elde edilen 2011 serum 6rnegi kullanilarak yeniden degerlendirilmistir. Bu iller; Izmir,
Kayseri, Kahramanmaras, Van, Malatya ve Ankara’dir. Goniillii don6r kan serum 6rnekleri
ile aynt zamanda iki ticari kitin duyarlilign karsilagtirilmigtir. Bu HEV total antikor
kitlerinden biri iilkemizde yaygin olarak kullanildig1 bilinen italyan Dia.Pro firmasina ait bir
ticari kit ve digeri de giincel bilimsel veriler 1s18inda gelistirilen ve yapilan c¢aligmalarla
yiiksek hassasiyette calistigt gosterilmis olan Cin Wantai firmasma ait bir ticari Kkittir.
Deneyler direkt ELISA yontemiyle ALISEI Tam Otomatik ELISA cihaz1 kullanilarak
yapimistir. ELISA testi sonuglarina gore anti-HEV pozitif ¢ikan orneklerle HEV RNA

saptamak ve miktarini 6lgmek amaciyla ger¢ek zamanli PZR ¢aligmasi yapilmustir.

Farkl iki ticari kit olan Dia.Pro (ltalya) ve Wantaii (Cin) anti-HEV ELISA testleri
sonuclarina gore iilkemizde HEV seroprevalansi sirasiyla, %11,34 ve %12,08 olarak
belirlenmistir. Calismada 6rnekleri topladigimiz illerin sonuglar1 Dia.Pro (italya) ve Wantaii
(Cin) igin sirayla; Ankara %12,01 - %12,51, Kayseri %6,99 - % 7,81, Malatya %14,50 —
%15,55, 1zmir %8,07 - %9,65, Kahramanmaras %14,5 — %15,5 ve Van %11,91 - %12,99

olarak sonuglanmustir
Bu ¢alismada segilen sehirlerden Kahramanmaras disindaki diger illerde daha 6nceki

yillarda kan dondrleri lizerinde anti-HEV seroprevalans caligsmasi yapilmistir. Ankara’da

1996 yilinda yapilan ¢alisma sonuglarina gore anti-HEV pozitifligi artmis goziikmektedir
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(%7,6’ya kars1 %12,55-12,01). Ayn1 sekilde Malatya’da 2001 yilia gore pozitiflik oraninda
artis sdz konusudur (%9,7-%15). Izmir, Kayseri ve Van illerinde de benzer sonuglara
ulagilmistir. Sonuglarin iki farkli ticari Anti-HEV ELISA Kkiti ile karsilastirmali olarak
yapilmig olmasi ve sonuglarin birbirine yakin g¢ikmasi test sonuglarinin dogrulugunu
desteklemektedir. Ayrica bu sonuglar, son donemlerde yiliksek hassasiyeti ile uluslararasi
yayinlarda 6n plana ¢ikmis Wantai kitinin iilkemiz laboratuvarlarinda ¢aligilan Dia.Pro kiti
ile karsilagtirlldiginda istatistiksel olarak ¢ok anlamli bir farkinin olmadigini géstermistir.

Ancak bu ¢alisma ile Wantai kitinin yliksek duyarliligi da bir kere daha gosterilmistir.

ELISA pozitif oOrneklerde HEV RNA wviral yikk bulunamamistir. HEV
enfeksiyonunda viral yiikiin tespit edilebilir seviyeye ulagmasi ilk 1-2 ay ile sinirli olmasi ve
bu ¢aligmanin 2,5 x 10%’ye kadar viral yiik yakalama hassasiyetinin olmasi1 bu 6érneklerin

negatif ¢cikmasina sebep olarak diisiiniilebilir.

Anahtar Sozciikler: Hepatit E Viriisii, HEV, Hassasiyet, , RNA, Seroprevalans

55



SUMMARY

Re-evaluation of Hepatitis E Virus (HEV) seroprevalence in Turkey:
Comparison of two commercial anti-HEV Total Ab ELISA kit

Hepatitis E virus (HEV) is a type of virus that causes an infection in developed and
developing countries, even in Asia, Middle East and North Africa, which are lack of
sufficient health information. The virus is mostly transmitted by the oral-fecal route, mainly
due to inadequate personal health information, inability to access healthy clean water, and
the contamination of sewage wastewater into drinking water, which are the main reasons.
Since HEV is so widespread, HEV seroprevalence studies have been carried out numbers of
times at different times and regions in our country and even around the world. However,

results of these studies show differences without regard to time and regions.

In this study, the seroprevalence of HEV in Turkey was revaluated using the 2011
serum sample from 6 different cities, including: Izmir, Kayseri, Kahramanmaras, Van,
Malatya and Ankara from 4 different regions. VVolunteer donor blood serum samples and two
commercial kits sensitivities were compared at the same time. One of these HEV total
antibody kits is a commercial kit of the Italian Dia.Pro company, which is known to be
widely used in our country, and the other is a commercial kit of China, named Wantai, which
has been developed in the light of current scientific data and has been shown to work with
high accuracy in studies. Experiments were performed by direct ELISA using ALISEI Full
Automatic ELISA device. Real-time PCR studies were performed to detect and quantitate
HEV RNA viral load by using anti-HEV positive samples due to ELISA test results.

According to this study, HEV seroprevalence in our country were found to be
11,34% (Dia.Pro, Italy) and 12,08% (Wantai, China) depending on results of two different
commercial kits. HEV seropositivity of the cities participated in the study were found to be;
12,01% - 12,51% in Ankara, 6,99% - 7,81% in Kayseri, 14,50% - 15,55% in Malatya,
8,07% - 9,65% in Izmir, 14,5% 15,5% in Kahramanmaras and 11,91% - 12,99% in Van,
respectively for Dia.Pro (Italy) and Wantaii (China) Kits.
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Anti-HEV seroprevalence studies on blood donors have already been conducted in
cities that were included in this study except Kahramanmaras. According to the results of
the study conducted in 1996 in Ankara, anti-HEV positivity seems to be increased due to the
results of this study (7.6% vs. 12.55-12.01%). Likewise, there was an increasing in the
positivity rate in Malatya compared to year 2001 (9,7% -15%). Similar to these differences,
rise in HEV seropositivity was also seen in izmir, Kayseri and Van. The accuracy of the test
results was supported with similar positivity percentages achieved by two commercially
available ELISA tests in each city. Among these Kits Dia.Pro is the one which is being used
in most of the laboratories in Turkey, routinely. And the other one was the Wantai kit, which
has recently emerged as the one with highest sensitivity in international publications. In this
study, although the high sensitivity of the Wantai kit was shown again, the difference

between Dia.Pro kit was not statistically significant.

Among ELISA positive samples, none of them was found to be HEV RNA positive.
This HEV RNA negativity might be either due to a window period which is the amount of
time required for the viral load to reach detectable levels (1-2 months) or due to the
sensitivity of the testing method in the current study with a limit of detection (LOD) value of
2,5 %102 1U/ml.

Key words: Hepatitis E virus, HEV, RNA, Sensitivity, Seroprevalence
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