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OZET
Tank Siitlerinde Hepatit E Virusu’nun Serolojik Degerlendirilmesi

Hepatitis E Virus hem gelismekte olan hem de sanayilesmis iilkelerde goriilen akut
viral hepatit vakalarinin baslica etkenlerinden biridir. Etkenin neden oldugu gida
kaynakl1 enfeksiyonlar, kiiresel 6l¢ekte halk sagligini tehdit etmekte ve ayn1 zamanda
birgok tilkede ekonomik kalkinmayi da olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Bu tez
caligmas1 Burdur iline bagl kdylerden alinan tank siitii 6rneklerinde Hepatit E Virus
enfeksiyonunun varliginin saptanmast ve bu yoredeki olas1 yaygiligina dair bilgi elde
edilmesi amaciyla yuriitiilmistiir Arastirmada s6z konusu yoreden 80 adet tank siitii
numunesi usule uygun olarak toplandi. Toplanan numuneler indirekt ELISA yontemi
ile analiz edildi. Toplamda %1,25 (1/80) oraninda Anti-HEV IgG pozitifligi belirlendi.
Sonug olarak iilkemizde siit sigirciliginda dnemli bir yere sahip olan Burdur ilinde gida
giivenliginde kritik bir role sahip olan HEV enfeksiyonunun varligi ELISA ydntemi
ile tespit edildi, bu enfeksiyonun kontrolii amactyla ciddi 6nlemlerin alinmas1 gerektigi
kanaatine varildi. Bu ¢alisma Burdur ilinde tank siitlerinde HEV varligim1 serolojik
olarak ortaya koyan ilk bilimsel rapor olma niteligi tasimaktadir. Gida giivenligini
saglamaya yonelik izleme ve kontrol stratejilerinin gelistirilmesi, bdlgesel ve ulusal
diizeyde HEV nin yayiliminin 6nlenmesi agisindan 6nem arz etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Anti-HEV IgG, Seroprevalans, Tank siitii



ABSTARCT
Serological Assessment of the Hepatitis E Virus in Tank Milk

Hepatitis E virus (HEV) is one of the leading causative agents of acute viral hepatitis
cases observed in both developing and industrialized countries. Foodborne infections
caused by this agent pose a significant global public health concern and may adversely
impact economic development in many regions. This thesis study was conducted to
determine the presence of HEV infection in tank milk samples collected from villages
in the Burdur province of Turkey and to provide insights into its potential prevalence
in the region.A total of 80 tank milk samples were collected in accordance with
standard procedures from the specified region. The samples were analyzed using an
indirect ELISA method to detect Anti-HEV IgG antibodies, and a seropositivity rate
of 1.25% (1/80) was determined. As a result, the presence of HEV, which plays a
critical role in food safety, was identified by serological methods in Burdur—an area
with significant importance in dairy cattle farming in Turkey. This finding highlights
the necessity for implementing stringent control measures to manage the risk of HEV
infection. This study represents the first scientific report demonstrating the serological
presence of HEV in tank milk in the Burdur region. Developing surveillance and
control strategies aimed at ensuring food safety is of critical importance in preventing
the spread of HEV both regionally and nationally.

Keywords: Anti-HEV IgG, Bulk tank milk, Seroprevalance



1. GIRIS

Viruslarin yol a¢tig1 gida kaynakli enfeksiyonlar onemli bir kiiresel saglik
sorunu olup bu patojenler bircok iilkede ekonomik biiylimeyi de olumsuz
etkilemektedir (Shirazi ve ark., 2018). Norovirus, Rotavirus, Astrovirus, Hepatit A
(HAV) ve Hepatit E (HEV) viruslar1 gida kaynakli gastroenteritis ve hepatitis
tablosuna yol agan 6nemli etkenler arasinda sayilmaktadir (Appleton, 2000; Erol,
2007). Gida kaynakl1 viral enfeksiyonlarin baslica kontaminasyon yolu fekal-oral yol
olsa da etken enfekte personelin salgilari ile kontamine olmus gidalarin ya da enfekte
hayvan lriinlerinin ¢ig veya az pigmis olarak tiiketilmesi neticesinde de yaygin olarak
bulagmaktadir. Ayrica yeterince 1s1l islem gérmiis olsa dahi enfekte personelin salgilari
ile sonradan kontamine olan gidalar da bulasmada rol oynamaktadir (Erol, 2007).
Kontamine gidanin tiiketilmesi sonucunda meydana gelen enfeksiyonlarin siddeti
viicuda alinan virus miktari, virusun stabilitesi, gidanin gordiigii 1s1l islem ve siiresinin
yeterliligi ile konak¢1 duyarliligr gibi ¢esitli faktorlerden etkilenmektedir (Koopmans
ve ark., 2002). HEV’in endemik olarak seyrettigi iilkelere seyahat edenlerin de
kontaminasyon agisindan risk altinda oldugu belirtilmektedir (Guerra ve ark., 2017,

Jemers“ic' ve ark., 2019).

HEV, diinya ¢apinda hem gelismekte olan hem de sanayilesmis iilkelerde
meydana gelen akut viral hepatitis enfeksiyonlarmin 6nde gelen nedeni olarak
goriilmektedir. Etken ilk olarak 1980'lerin basinda tanimlandiktan kisa bir siire sonra,
gelismekte olan iilkelerde 6nemli bir halk sagligi sorunu olarak kabul edilmigtir
(Aggarwal, 2011; Ruggeri ve ark., 2013). Bin dokuz yiiz doksanlarin basindan bu yana
yapilan calismalar, diinya ¢apinda farkli hayvan tiirlerinde Anti-HEV antikorlarinin
varligin1 da gostererek Hepatit E'nin zoonotik oldugunu acik¢a ortaya koymustur
(Emerson ve Purcell, 2003; Kamar ve ark., 2017). HEV gelismekte olan iilkelerde
yaklasik 20 milyon kisiyi enfekte etmekte ve yilda 3,3 milyon semptomatik vaka ile
44.000 kisinin 6liimiinden sorumlu tutulmaktadir (WHO, 2021).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Etiyoloji

HEV, iki alt familya (Orthohepevirinae ve Parahepevirinae), bes cins
(Avihepevirus, Chirohepevirus, Paslahepevirus, Rocahepevirus; Piscihepevirus) ve on
tiir (4. magniiecur, A. egretti, C. eptesici, C. rhinolophi, C. desmoid, P. balayani, P.
alci, R. ratti, R. Eothenomi ve P. heenan) iceren Hepeviridae familyasi igerisinde
siiflandirilmaktadir (Purdy ve ark., 2022). Parahepevirinae alt familyasinin iiyeleri
alabalik ve somon baliklarin1 enfekte ederken Paslahepevirus, Avihepevirus,
Rocahepevirus ve Chirohepevirus olmak tizere dort cinse ayrilan Orthohepevirinae alt
familyasinin iiyeleri memelileri ve kuslar1 enfekte etmektedir. Paslahepevirus cinsi,
insanlar1 ve c¢esitli memeli tiirlerini enfekte edebilen HEV varyantlarini igeren P.
balayani (6nceki tiir adi: Orthohepevirus A) ve geyikleri enfekte eden P. alci olmak

tizere iki tiir igermektedir (Primadharsini ve ark., 2019) (Sekil 2.1).

Aile Hepeviridae

Alt Aile Orthohepevirinae Parahepevirinae

Paslahepevirus Avihepevirus Chirohepevirus Rocahepevirus Piscihepevirus

R alci A. magniiarus C. eptesici R. ratti

Kuzey Amerika geyigi tavuk, serge yarasa rat, ferret

P, balayani A. egreti C. rhinolophi R. eothenomi

kilgiik ak balikgil yarasa rat, ferret

HEVA-2 C. desmoid
insan yarasa
HEVA-4

insan,
, geyiki Ho, i

HEV A-6
yaban
domuzu

HEVA-8

Sekil 2.1. HEV taksonomisi (Zahmanova ve ark.’dan (2023) uyarlanmaistir).

P. balayani smifinda yer alan HEV (Smith ve Simmonds, 2014); 6,4-7,2 kb
uzunlugunda, 27-34 nm ¢apinda, zarfsiz, pozitif polariteli, ikozahedral simetriye sahip,
tek zincirli bir RNA (Riboniikleik asit) virusudur (Purdy ve ark., 2017). HEV, 5' ve 3'

uclarinda protein kodlamayan ¢evrilmemis bdolge (untranslated region-UTR)



tagimaktadir (King ve ark., 2012; Nair ve ark., 2016; Purdy ve ark., 2022; Wang ve
Meng, 2021). Ust iiste binen ii¢ agik okuma gergevesi (ORF), viral genomu karakterize
etmektedir (Sekil 2.2). ORF1 yapisal olmayan proteinleri, ORF2 kapsid proteinlerini
ve ORF3 kiiciik ¢ok islevli proteinleri kodlamaktadir (Emerson ve Purcell, 2003).
HEV genotip 1, ¢evirisi viral replikasyonu uyaran ek bir ORF4'e sahiptir, bu proteinin
gorevi viral polimeraz aktivitesini uyarmaktir (Nair ve ark., 2016). Endoplazmik
retikulum tizerindeki baski, HEV RNA polimerazinin diizgiin ¢alismasi i¢in gerekli
olan ORF4 proteininin sentezini baglatmaktadir (Nair ve ark., 2016). Ayrica virus,
enfekte hiicrelerde 2.2 kb'lik subgenomik RNA iiretmektedir (Graff ve ark., 2006).
Genotip 1, 3 ve 4 HEV'deki alt genomik RNA'nin transkripsiyonu, 5'GC'nin ortak
baslangi¢ dizisiyle baslamaktadir (Ichiyama ve ark., 2009). Hem ORF2 hem de ORF3,
alt genomik RNA'dan ¢evrilmektedir (Graff ve ark., 2006). HEV ile enfekte hiicrelerde
subgenomik RNA bollugunun genomik RNA'dan ¢ok daha fazla olmasi, ORF2 ve
ORF3 iiriinlerinin ekspresyonunun daha yiiksek olmasi gerektigini gostermektedir

(Yin ve ark., 2017).

ORF1

| oRF4 |

5’:1’\’5ap HME‘I’ Y| PCP| HVR | X | HEL ndap] [ ORF2 }_:AAAAAA 3

ones |
/|

pozitif 3 0%,
iplikeikli RNA fosfoprotein ° "y OQ

~ |
OGO

Sekil 2.2. HEV genomu (Sayed ve ark.’dan (2023) uyarlanmstir).

ORF1 poliproteini en az dort islevsel alana sahip, yaklasik 1693 amino asit (aa)
uzunlugunda yapisal olmayan metiltransferaz, sistein proteaz, helikaz ve RNA'ya
bagimli RNA polimeraz (RdRp) proteinlerini kodlamaktadir. Diger pozitif zincirli
bitki ve hayvan RNA viruslarina benzer Y bolgesi, poliprolin bolgesi (PPR)
(hiperdegisken bolge (HVR)) ve makro bolge (X bolgesi) gibi bolgeler tanimlanmistir

(Kenney ve Meng, 2019). Sekans analizleri, Y bdlgesinin metiltransferazin ayrilmaz



bir parcast oldugunu 6ne siirmektedir (Ahola ve Karlin, 2015). ORF1 poliproteininin
ayr1 proteinlere islenip islenmedigi hala belirsizligini korumaktadir (Kenney ve Meng,
2019). ORF1 firtinlerinin baslica islevleri; RNA basliklandirma (Ahola ve Karlin,
2015; Magden ve ark., 2001), RNA c¢oziilmesi (Karpe ve Lola, 2010), tRNA
metabolizmas1  (Parvez, 2015), viral RNA'min replikasyon asamalarina
yonlendirilmesi, transkripsiyon ve replikasyon dahil olmak iizere viral RNA sentezinin

dogrudan kolaylastirilmasi olarak siralanmaktadir (Mahilkar ve ark., 2016).

ORF2 ve ORF3 poliproteinleri Ortiisiir ayrica bunlarin karsilik gelen
proteinleri bisistronik ve subgenomik RNA'dan ¢evrilir. ORF2 poliproteini, S (kabuk),
M (orta) ve P (¢ikintili) olmak iizere {i¢ alana boliinmiis 660 aa kapsid proteinini
kodlamaktadir (Sekil 2.2.). Yapisal analizler, HEV-3'e ait kapsid proteininin bir N-
terminal bolgesi, virus benzeri pargacik (VLP) ve C-terminal bolgesi igerdigini
gostermektedir (Xing ve ark., 2011). S bolgesi, viral RNA'y1 koruyan sikica kapali bir
kabuk olusturan "jole rulosu (jelly roll)" B-varil kivrimini (B-barrel fold) sergileyen
kapsidin yap1 tagin1 olusturmaktadir (Coulibaly ve ark., 2005). P bolgesi, virionlarin
duyarli hiicrelere baglanmasindan sorumludur ve virusu notralize eden epitoplar
icermektedir (Yamashita ve ark., 2009). Kapsid proteinine kars1 ¢esitli notralize edici
monoklonal antikorlarin (mAb) epitoplar1 P bolgesine haritalanmistir (Chen ve ark.,
2018; Schofield ve ark., 2000; Zhao ve ark., 2015). Notralize edici epitoplar ayrica M
ve C-terminal bolgesinde de bulunmaktadir (Chen ve ark., 2018; Tang ve ark., 2015).
P bolgesi aym1 zamanda kapsid proteininin homo-oligomerizasyonu i¢in motif
icermektedir (Xiaofang ve ark., 2001). VLP'ler, HEV'e 6zgli immunglobulinlerin
tespiti i¢in etkili bir antijen ve T ve B hiicre epitoplariin baskin tasiyicis1 olduklari
icin (Aggarwal ve ark., 2007; Li ve ark., 1997) klinik 6rneklerin ELISA ile tanisinda
siklikla kullanilmaktadir (Chen ve ark., 2005; Hu ve ark., 2008; Mazalovska ve ark.,
2017; Taherkhani ve ark., 2014). Yakin zamanda ORF2'nin ayrica gercek kapsid
proteini olan ORF2i'den (enfeksiy6z) farkli olan salgilanmis serbest bir kapsid proteini
(ORF2s) kodladigr gosterilmistir. ORF2i c¢evirisi daha Once taninmayan bir i¢
baslangi¢ kodonunda baslatilmaktadir (Yin ve ark., 2018). ORF2s, hiicre dis1 bosluga

O, N glikozlanmis ve siyalillenmis bir dimer olarak salgilanmaktadir.



ORF3 ise genotipe bagli olarak 113 veya 114 aa fosfoprotein kodlamaktadir.
Bu proteinin iyon kanali aktivitesi vardir ve enfekte hiicrelerden virus ¢ikisinda rol
oynamaktadir (Ding ve ark., 2017). Kanda dolasan HEV, konak hiicre zarlarinda
gizlendigi i¢in yar1 zarflidir ancak safra tuzlarinin etkisiyle lipitler uzaklastirildigi igin
zarfsiz virionlar olarak digkiyla atilmaktadir (Feng ve ark., 2014; Feng ve Lemon,

2014).

Enfekte organizmalar; bir lipit zarfa sarilmis yar1 zarfli (¢eHEV) ve zarfsiz
(neHEV) olmak tizere iki tip HEV virionu liretmektedir (Nagashima ve ark., 2017).
neHEV virionlar1 digki ve safrada salgilanirken eHEV ise enfekte hiicre kiiltiirii
slipernatantlari araciligtyla kanda ve in vitro olarak dolasmaktadir (Takahashi ve ark.,
2008). eHEV, konak icinde hiicreden hiicreye yayilmadan sorumlu iken (Feng ve
Lemon, 2014) neHEV, zarfl1 virionlara kiyasla yiiksek bir baslangi¢ hiicre tutunmasi
(~10 kat daha yiiksek) ile karakterizedir. Virusun zarfli formlari, konak zarinin viral
antijenleri tamamen maskelemesi nedeniyle Anti-HEV antikoruna kars1 daha gegirgen

olamamaktadir (Yin ve ark., 2016).

Insanlar1 enfekte edebilen HEV genotipleri Paslahepevirus balayani (P.
balayani) ve Rocahepevirus ratti (R. ratti) tiirlerine ait olup; P. balayani, HEV-1-
HEV-8 arasinda sekiz genotip icermektedir. HEV-1 ve HEV-2 yalnizca insanlari
enfekte etmekte ve saglik kosullarimin zayif oldugu bolgelerde su kaynakli
enfeksiyonlar seklinde yayilmaktadir (EFSA BIOHAZ, 2017; Nelson ve ark., 2019).
HEV-3 ve HEV-4 ise insanlar1 ve birgok hayvan tiirlinii enfekte eden zoonotik tiirler
olarak tanimlanmaktadir (Huang ve ark., 1995). Ayrica HEV-3 ve HEV-4'iin
ruminantlarin siitiine gectigi ve gida kaynakli zoonotik enfeksiyonlara yol agtig1 da
rapor edilmistir (Demirci ve ark., 2019; El-Mokhtar ve ark., 2020; Forni ve ark., 2018;
Huang ve ark., 2016; Izopet ve Kamar, 2008; Sayed ve ark., 2020a; Yugo ve Meng,
2013). HEV-4, HEV-3'ten daha yiiksek bir termal stabiliteye sahip ve ruminantlar
arasinda en yaygin goriilen genotip (Imagawa ve ark., 2018) olmakla birlikte zoonotik
HEV-4'lin neden oldugu yalnizca birkag kronik hepatit E vakasi rapor edilirken kronik
HEV enfeksiyonu vakalarinin neredeyse tamami HEV-3 ile enfekte hastalarda rapor
edilmistir (Kamar ve Pischke, 2019). HEV-3 insanlarda genellikle sporadik vakalara
yol agsa da (Kamar ve ark., 2014; Sayed ve ark., 2015) zoonotik bulagma kabiliyeti ve



risk altindaki insan popiilasyonlarinda siddetli hepatit gelisimi ile iligkisi nedeniyle
halk saglig1 acisindan endise verici olarak kabul edilmektedir (Acosta ve ark, 2022).
HEV-5 ve HEV-6 genotipleri yaban domuzlarinda tespit edilmistir (Doceul ve ark.,
2016; Fanelli ve ark., 2022; Smith ve ark., 2020). HEV-7, cogunlukla tek horgiiclii
develeri enfekte etmekle birlikte tek bir insan vakasinda da olsa (Ortadogu'da deve eti
ve sitii tiikketen, bagisiklig1 baskilanmig bir hasta) zoonotik potansiyeli oldugu goz ardi
edilmemelidir (Woo ve ark., 2014; Woo ve ark., 2016). HEV-8 ise Cin'deki ¢ift
horgiiclii develerde tespit edildiginden deve varyanti oldugu one siiriilmektedir

(Sridhar ve ark., 2017; Woo ve ark., 2016) (Sekil 2.3).

Klinik agidan bakildiginda, HEV-1 ila 4 genotipleri endiselere neden
olmaktadir. HEV-1 ve 2 genotipleri, enterik yolla bulastiklarindan gelismekte olan
iilkelerdeki salginlarla siklikla iliskilendirilmektedir (Raji ve ark., 2021). Ote yandan,
zoonotik olarak adlandirilan HEV-3 ve 4'iin domuz, si8ir, yaban domuzu, keci, deve,
geyik, yak ve deniz iiriinleri gibi ¢ok ¢esitli konakg¢ilari bulunmaktadir (Li ve ark.,
2020; Mesquita ve ark., 2016; Rivadulla ve ark., 2019). Avrupa'da en yaygin genotipin
HEV-3 oldugu ve esas olarak enfekte domuz ve yaban domuzlarindan elde edilen az
pismis domuz tirlinlerinin tiikketilmesi yoluyla yayildig: diisiiniilmektedir (Pavio ve

ark., 2017) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. P. balayani genotiplerinin cografi dagilimi ve bulagsma yollar1 (Zahmanova
ve ark.’dan (2024) uyarlanmistir).

n

o
53
5




2.2.Epidemiyoloji

HEV enfeksiyonu zoonotik bir hastalik olarak kabul edilmekte ve domuz
(Hsieh ve ark., 1999), deve (Lee ve ark., 2016), ke¢i (Long ve ark., 2017), tavsan
(Cossaboom ve ark., 2011), sigir (Hu ve Ma, 2010), kopek, at (Liang ve ark., 2014),
koyun, tavuk, kedi ve geyikler HEV'in dogal rezervuarlarini olusturmaktadir.
Rodentler de Anti-HEV antikorlar1 tagimalart sebebiyle HEV'in potansiyel
rezervuarlari olarak kabul edilmektedir (Schlosser ve ark., 2019; Yang ve ark., 2015).
Ek olarak, birkag Avrupa iilkesinde geyik tiirlerinde de HEV enfeksiyonu rapor
edilmekle birlikte geyikler yalnizca enfekte yaban domuzlar1 ve onlarin digkilariyla
yakin temas yoluyla enfekte olabildiginden son bulgular geyiklerin gergek bir viral
rezervuar gorevi gordiigi fikrini ¢lirlitmektedir (Anheyer-Behmenburg ve ark., 2017;

Boadella ve ark., 2010; Rutjes ve ark., 2010; Trojnar ve ark., 2020).

Fekal-oral kontaminasyon, ozellikle de kontamine su kaynakli bulas, HEV
enfeksiyonunun 6nemli bir kaynagini olusturmaktadir (Khuroo ve ark., 2016). HEV
ile enfekte hastalarin ¢ogunlugunun sosyoekonomik diizeyi diisiik, yetersiz alt yapiya
sahip tilkeler ile gelismekte olan iilkelerde meydana geldigi (Asya ve Afrika) ve
enfeksiyonun esas olarak fekal-oral yolla ve zoonotik olmayan HEV-1 ve HEV-2
nedeniyle meydana geldigi belirtilmektedir (Doceul ve ark., 2016; Khuroo ve ark.,
2016; Khuroo, 2023; Meng, 2013). HEV'in ¢ig/az pismis domuz eti, karaciger veya
stit tiiketimi ile deniz iriinlerinden meyve ve sebzeye kadar degisen cesitli gida
tirtinleri araciliiyla da insan veya primatlara bulastigi rapor edilmistir (Doceul ve ark.,
2016; Hu ve Ma, 2010; Huang ve ark., 2016; Miyashita ve ark., 2012; Park ve ark.,
2016; Pavio ve ark., 2015) (Sekil 2.4). HEV’in ana rezervuarlar1 oldugu diisiiniilen
enfekte domuz ve yaban domuzlarinin az pismis veya ¢ig etlerinin tiiketimi yoluyla
insanlar1 enfekte etmesi (Meng, 2010; Pavio ve ark., 2017) sanayilesmis iilkelerde
artan vaka sayisinin primer nedeni olarak gosterilmektedir (European Food Safety

Authority, 2023; Grange ve ark., 2021).

HEV'e maruz kalmanin olas1 diger bir yolunu hayvanlarla dogrudan temas
olusturmaktadir (Pavio ve ark., 2015). Enfekte hayvanlarla yakin temasta olan

veteriner hekimler, domuz yetistiricileri ve mezbaha calisanlarinda yiiksek Anti-HEV



antikor prevalansi bildirilmistir (Baymakova ve ark., 2021; Dremsek ve ark., 2012;
Meng ve ark., 2002). Diger bulagma yollar1 kadar yaygin olmasa da genotip 1 ve 2
ayn1 zamanda transplasental olarak ve kan/organ transflizyonu yoluyla (Sekil 2.4)

insandan insana bulagabilmektedir (Ahmed ve Nashari, 2023; Denner ve ark., 2019).

Farkli hayvan tiirlerinin bulundugu, kiigiik aile g¢iftliklerde yiiksek diizeyde
hijyen standartlarina yonelik gereklilikler her zaman gerektigi gibi takip
edilemediginden ¢ig siitlin biyoaerosollerden ve toprak kaynakli mikrobiyal
organizmalar ile digki ve hayvan derisi mikroflorasini igeren tozdan dolay1 ¢evresel
HEV kontaminasyonuna yol agabilmektedir (Demirci ve ark., 2019). HEV’in 37°C'de
21, oda sicakliginda ise 28 giine kadar enfektivitesini korudugu tespit edilmistir (Johne

ark., 2016).
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Sekil 2.4. HEV bulasma yollar1 (Zahmanova ve ark.’dan (2023) uyarlanmistir).

Yapilan bir ¢caligma, siit yoluyla HEV enfeksiyonu bulagma riskleri konusunda
bircok endiseyi glndeme getirmistir. Calismada, gilineybatt Cin'in Xinjiang
eyaletindeki Holstein siit ineklerinden toplanan 140 gaita ve siit 6rneginin 52’sinde
(%37) aktif HEV enfeksiyonu varlig1 rapor edilmistir. Bu ¢alisma inek siitiinde HEV-
4 varligina iliskin ilk kaniti olusturmaktadir (Hu ve Ma, 2010; Huang ve ark., 2016).
Benzer sekilde, Yan ve ark. Dogu Cin'deki 254 sar1 sigirin 120’sinde (%47) HEV
spesifik antikorlar ve 8'inde (%3) HEV RNA’s1 tespit etmistir (Yan ve ark., 2016).



Misir'da yapilan bir ¢alismada da inek siitinde HEV RNA's1 saptanmistir (Sayed ve
ark., 2020a). Tiirkiye'de ¢ig siitte HEV prevalansini aragtirmak amaciyla yapilan bir
calismada da prevalansin yiiksek oldugu bildirilmistir (Demirci ve ark., 2019). Bu
caligmalardan elde edilen sonugclar inek siitiinilin insanlara yonelik 6nemli bir zoonotik
risk olusturabilecegini gostermektedir (Lee ve ark., 2016; Long ve ark., 2017; Rivero-
Juarez ve ark., 2016). Cig siitiin insanlar tarafindan yaygin olarak tiiketilmesi sebebiyle

bu durum halk saglig1 agisindan 6nem arz etmektedir (Santos-Silva ve ark., 2022).

HEV-1 suslar1 Asya'da ve birgok Sahra Alt1 Afrika iilkesinde yaygin olarak
goriilmektedir (Nelson ve ark., 2019). HEV-2, 1986 yilinda Meksika'da meydana
gelen Hepatit E salgini sirasinda tespit edilmistir; cesitli ¢alismalarda HEV-2'nin
Afrika'da da yaygin oldugu bildirilmistir (Buisson ve ark., 2000; Huang ve ark., 1992;
Maila ve ark., 2004; Nicand ve ark., 2005). HEV-3 genotipi kiiresel olarak bulunurken,
HEV-4’e agirlikli olarak Asya'da rastlanmaktadir (Bagulo ve ark., 2020; Nemes ve
ark., 2023).

Diinya capinda ineklerde HEV seroprevalansi %0 ile %29,35 arasinda
degismektedir. Avrupa'da, Anti-HEV antikorlar1 Bulgaristan'da yalnizca bir calismada
(%7,7) tespit edilmistir (Tsachev ve ark., 2023). Amerika kitasinda ise veriler biiytlik
farkliliklar gostermektedir; ABD’de %20,4 (Yugo ve ark., 2019) iken Brezilya’da ise
%1,42 (Vitral ve ark., 2005) olarak rapor edilmistir. Asya ve Afrika'da Anti-HEV
seroprevalansina iliskin veriler nispeten yiiksektir: Hindistan’da %6,9 (Arankalle ve
ark., 2001); Cin’de %6,5 (Fu ve ark., 2010), %18,7 (Yu ve ark., 2009), %28,2 (Geng
ve ark., 2010), %29,35 (Chang ve ark., 2009); Tiirkiye’de %16,5 (Tonbak ve Atasever,
2022); Urdiin’de %14,5 (Obaidat ve Roess, 2020); Misir’da %21,6 (El-Tras ve ark.,
2015); Burkina Faso’da %26,4'e kadar (Ouoba ve ark., 2019) oldugu bildirilmistir.
Giiney Kore (Song ve ark., 2010) ve Nijerya'da ise seroprevalans %0 olarak tespit
edilmistir (Antia ve ark., 2018; Junaid ve ark., 2014).

Avrupa ve Amerika'daki yerli hepatit E, HEV-3'ten kaynaklanmaktadir (Izopet
ve ark., 2019; Pavio ve ark., 2017; Zahmanova ve ark., 2023). HEV-4, Japonya, Cin
ve Endonezya dahil olmak {izere Asya genelinde yaygin olarak goriilmektedir

(Takahashi ve Okamoto, 2014). HEV-3 ve 4'lin birincil hayvan rezervuarlarii evcil



domuzlar ve yaban domuzlar1 olusturmaktadir ancak geyiklerin de insan bulagsmasinda
rolii oldugu gosterilmistir (Tei ve ark., 2003). Son yillarda, bircok ¢calisma HEV-3 ve
HEV-4'lin evcil ruminantlar1 da enfekte edebilecegini ortaya koymustur (Huang ve
ark., 2016; Wu ve ark., 2015). HEV-3 ve HEV-4 ayrica atlarda, eseklerde ve katirlarda
da tespit edilmistir (Garcia-Bocanegra ve ark., 2019; Rui ve ar., 2020).

2.3. Patogenez

HEV'in ¢ogaldig1 ana hiicre tipini hepatositler olusturmakla birlikte etken
monositler, dalak, lenf diiglimleri ve ince bagirsak gibi diger hiicrelerde ve dokularda
da replike olabilmektedir (Pavio ve ark., 2010; Sayed ve ark., 2020c). Etken,
intravendz olarak verildiginde domuz ve tavuklarin mide, bobrek, tiikiirik bezleri,
bademcikler, akcigerler ve ¢oklu kas kiitlelerinde tespit edilmistir (Billam ve ark.,
2008; Bouwknegt ve ark., 2009; Williams ve ark., 2001). Ayrica graniilositler,
trombositler ve eritrosit hiicreleri gibi kan bilesenleri, transfiizyonla bulasan HEV'in

ana kaynaklarini olusturmaktadir (Huzly ve ark., 2014; Sayed ve ark., 2021).

Virus ¢ogunlukla fekal-oral yolla yayilmakta ve kan dolagimi ile hepatositlere
ulagsmaktadir. Viral adsorbsiyon i¢in hiicresel bir reseptdr heniiz tantmlanmamustir.
neHEV virionlar adsorbsiyon icin heparan siilfat proteoglikana ihtiya¢ duyarken
eHEV virionlar hiicre ylizeyine bagimsiz olarak baglanmaktadir (Kalia ve ark., 2009).
Yapilan bir ¢calismada, virionlarin konak hiicrelere dinamin-2'ye bagh klatrin aracili
endositoz yoluyla girebilecegi ©ne siiriilmiistiir (Holla ve ark.,, 2015). HEV
genomunun agia ¢ikarilmasi i¢in diisiik bir pH gerekmektedir. Etkenin pozitif
iplikcikli RNA genomu daha sonra sitozole salinmakta ve ORF1'in ¢evirisi i¢in sablon

olarak gorev yapmaktadir (Sekil 2.5) (Panda ve ark., 2000).

Transkripsiyon, RdRp'nin negatif polariteli ara RNA'y1 iiretmek i¢in viral
RNA'nin 3' UTR’ye baglanmasiyla baglamakta ve pozitif polariteli RNA sentezlemek
i¢in bir sablon gorevi goren ORF2 ve ORF3 proteinlerine ¢evrilmektedir (Oechslin ve
ark., 2022). Yapisal proteinler, iki alt-genomik RNA'dan (3.7 kb ve 2.0 kb) ifade
edilebilmektedir. ORF2 poliproteini, genomik pozitif iplikli RNA'y1 yeni olusan

virionlarina paketlemekte (Montpellier ve ark., 2018) ve bu sekilde bir araya gelen
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HEV virionlari, ¢ok vezikiilli endosomlarin liimenine tomurcuklanarak yar1 zarfli hale
gelmektedir. Bu yiiklii endosomlar daha sonra sitoplazmik membrana hareket ederek
onunla kaynasir ve eHEV virionlar1 hiicrelerin disindaki bosluga birakir. Safra
kanalikiillerinde, bu eHEV virionlar1 zarflarini1 safraya kaybederek zarfsiz partikiillere
doniismekle birlikte az miktarda eHEV virionu, hepatositlerin bazolateral tarafi
araciligiyla kana salinmaktadir. Lipid tabakasinin kaldirilmasi, eHEV virion

partikiillerini daha enfektif hale getirmektedir (Sekil 2.5) (Orosz ve ark., 2024).
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Sekil 2.5. HEV patogenezinin sematik gosterimi (Yadav ve Kenney’den (2021)
uyarlanmistir).

Fizyopatolojik agidan bakildiginda HEV viremi sirasinda, hepatositler, meme
adenomerleri vb. gibi farkli hedef sitotipler kazanmaktadir. Enfeksiy6z virionun siit
matriksi yoluyla atilma potansiyeli hem siit hayvanlarinda hem de insanlarda yaygin
olarak tespit edilmis olup laktasyon piki sirasinda yiiksek HEV titreleri saptanmastir.
Bu gibi durumlarda, yliksek meme kan perfiizyonu ve viremi kombinasyonu, virion
difiizyonunu ve atilimini kolaylastirarak ¢ig siitii, farkli alici konakgilar1 enfekte

edebilen kontamine bir gida matriksi haline getirmektedir (Singh ve ark., 2019).

2.4. Klinik Bulgular

HEV’in seyri ve klinik goriinlimii degiskenlik gostermektedir (Ahmed ve ark.,
2015; WHO, 2010. Wedemeyer ve ark., 2013). Hem viral (genotip ve inokulum dozu)
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hem de bireye ait (6nceki karaciger hastaliginin varligi, gebelik ve belirgin genetik
polimorfizmler) faktorlerin  enfeksiyonun seyrini  belirledigi  bilinmektedir
(Wedemeyer ve ark., 2013). HEV siklikla birka¢ giinden haftalara kadar siiren
(ortalama 4-6 hafta), kendiliginden iyilesen hastalik tablosuna neden olurken (Ahmed
ve ark., 2015); organ transfiizyonu yapilan bireylerde ya da kanser veya AIDS
hastalarinda hizla siroza ilerleyen kronik hastaliga yol acabilmektedir (Kamar ve ark.,
2014). HEV’in diinya ¢apinda akut viral hepatitin en yaygin nedeni oldugu (Kamar ve
ark., 2017; Lozano ve ark., 2012; Rein ve ark., 2012); her yil 3,3 milyon kiside
semptom meydana getirdigi ve yaklasik 44.000 kisinin Oliimiine yol agtig1
bildirilmektedir (WHO, 2021).

HEV’in inkiibasyon periyodu 2-6 hafta olup inkiibasyonu takiben ates, mide
bulantisi, abdominal kramp, kusma, istahsizlik, halsizlik ve hepatomegali gibi yaygin
hepatit semptomlar1 ortaya ¢ikmaktadir (Ahmed ve ark., 2015; Kamar ve ark., 2014).
Buna ilave olarak alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST)
diizeylerinde hafif ya da orta diizeyde artis meydana gelebilmektedir (Rein ve ark.,
2012). Baz1 akut HEV vakalarinda kasinti, acik renkli gaita ve koyu renkli idrar gibi
tipik klinik semptomlarla birlikte ikterus gelismektedir. Bu klinik semptomlar
genellikle aminotransferaz seviyelerinin (ALT > AST) yiikselmesinden kisa bir siire
sonra baglamaktadir. Yiikselen ALT seviyelerine siklikla bilirubin, alkalen fosfataz
(ALP) ve gama glutamil transferaz (GGT) gibi degisen kolestaz parametreleri de eslik
etmektedir (Hoofnagle ve ark., 2012). ikterus, gelismekte olan iilkelerde semptomatik
vakalarin yaklasik %40'1nda, gelismis lilkelerde ise semptomatik vakalarin yaklasik
%75'"inde rapor edilmektedir (Kamar ve ark., 2014). Etken hepatit disinda Guillain-
Barré sendromu ve nevraljik amiyotrofi, glomeriilonefrit ve pankreatit gibi hastalik
tablolarina da yol acabilmektedir (Kamar ve ark.,, 2017). HEV genotip 1
enfeksiyonlarinin seyri sirasinda siklikla pankreatit gozlemlenirken; genotip 3
enfeksiyonlu hastalarda siklikla nérolojik, hematolojik, immiinolojik ve nefrolojik
hastalik tablolar1 goriildiigii bildirilmektedir (Horvatits ve ark., 2019). Semptomlar ve
ikterus doneminin birka¢ gilinden birka¢ haftaya kadar siirebilecegi ayrica akut
karaciger yetmezligine de yol agabilecegi bildirilmektedir (Hoofnagle ve ark., 2012).

Viremi genellikle erken semptomatik fazda zirveye ulagsmakta ve bundan yaklasik iki
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hafta sonra tespit edilemez hale gelmekte; virusun gaita ile atilimi ise 2-3 hafta daha

stirmektedir (Aggarwal, 2000; Kamar ve ark., 2014).

HEV, immunkompetan hastalarda genellikle asemptomatik seyretmekte ya da
kendi kendini simirlamaktadir (self-limited) ve bu durum taniy1 giiclestirmektedir
(Kamar ve ark., 2014). Asemptomatik ya da ikterus olmaksizin hafif karaciger hasari
ile seyreden ve sadece nonspesifik semptomlar gosteren vakalarda (anikterik hepatitis)
karaciger tutulumunun tespitinin laboratuvar analizleri ile miimkiin olabilecegi

belirtilmektedir (Aggarval, 2011).

Immunsupresif bireylerde ise hastalik tablosu kronik hepatit ve siroza
doniisebilmekte ve bu durum da karaciger transplantasyonu gerektirebilmektedir
(Damiris ve ark., 2022; Kamar ve ark., 2014; Takakusagi ve ark., 2023). Daha 6nce
kronik karaciger hastalig1 gecirmis ya da teshis edilmemis hastalii olan bireylerde

prognozun kotiiye gidebilecegi bildirilmektedir (Murali ve ark., 2015; WHO, 2010).

HEV’in mortalite oran1 %0,5 ile %4 arasinda degisirken gebe kadinlarda bu
oran %?25'e kadar ¢ikabilmektedir (Berglov ve ark., 2019). Hindistan gibi tropikal
tilkelerde gebelik sirasinda HEV-1 enfeksiyonunun yiiksek maternal morbidite ve
mortalite (%20'ye kadar) ile iligkili oldugu bilinmektedir (Navaneethan ve ark., 2008).
Yapilan caligmalarda HEV-4 enfeksiyonunun da erken dogum ve abort ile iliskili
oldugu bildirilmistir (Li ve ark., 2019). Gebelerde HEV enfeksiyonlar1 sirasinda
eklampsi gravidarum, hemorajik komplikasyonlar ve karaciger yetmezligi
goriilebilmektedir (Hoofnagle,ve ark., 2012; Jilani ve ark., 2007; Navaneethan ve ark.,
2008). Bununla birlikte gebelerde ikterus, hepatik koagiilopati ve hepatik ensefalopati
ile seyreden akut karaciger yetmezligi de meydana gelebilmektedir (Rein ve ark.,

2012).

2.5. Teshis

HEV enfeksiyonunun tanisinin  konulmasi klinik, epidemiyolojik ve
laboratuvar verilerine dayanan karmasik bir siiregten olugmaktadir. HEV'in kesin

tanisinin - konulmast i¢in serolojik ve niikleik asit amplifikasyon testlerinin
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birlestirilmesi 6nerilmektedir. Immunkompetan bireylerde, HEV'e &zgii antikorlarin
yiiksek degerlerde varlig1 genellikle tan1 koymak i¢in yeterli olmaktadir (Zahmanova

ve ark., 2023).

Direkt testler, serum ve gaitada HEV RNA'smin tespitini icermektedir. Bu
testler yliksek ozgiillige sahip olmakla birlikte rutin olarak kullanilmamaktadir.
Indirekt testler enfekte bir kisinin serumunda spesifik antikorlarin (Anti-HEV IgM,
Anti-HEV IgG, Anti-HEV IgA) tespitine dayanmaktadir. HEV tanisinda Anti-HEV
IgM, Anti-HEV IgA ve IgG'yi tespit etmek i¢in sandvi¢ veya indirekt ELISA
kullanilmaktadir (Dawson ve ark., 1992; Takahashi ve ark., 2005; Tsarev ve ark.,
1993). Anti-HEV'e 6zgili antikorlarin tespiti i¢in altin standart bulunmamaktadir

(Norder ve ark., 2016).

Enfeksiyon sirasinda konulan tanida HEV RNA ve Anti-HEV IgM tespit
edilirken enfeksiyonun ardindan Anti-HEV IgG antikorlar1 tespit edilmektedir.
Serumda Anti-HEV IgM antikor pozitifligi akut enfeksiyon i¢in 6nemli bir belirte¢
olarak diistiniilmektedir. Anti-HEV IgM antikorlar1 kisa bir siire (yaklasik 3-4 ay)
pozitiflik gostermekte ancak bazen bir yil boyunca bu pozitiflik devam etmektedir
(Huang ve ark., 2010). Anti-HEV IgG antikoru daha uzun 6miirlii olmakla birlikte bu
yanitin kesin siiresi belirsizligini korumaktadir (Kamar ve ark., 2017). Ayrica Anti-
HEV IgG antikorunun aviditesi zamanla artmaktadir. HEV RNA’si, etkenin
alinmasindan 3 hafta sonra kanda tespit edilebilmekte virus sacilimi gaitada yaklagik

4-6 hafta stirebilmektedir (European Association for the Study of the Liver, 2018).

ELISA, HEV enfeksiyonunun tanisinda Anti-HEV IgG ve IgM antikorlarinin
varliginin saptanmasi i¢in en yaygin kullanilan serolojik yontemi olusturmaktadir.
Anti-HEV IgM'nin tespiti ve Anti-HEV IgG antikorlariin yiikselen titreleri baz1 ticari
testler bu antikorlar i¢in yeterli 6zgiilliige sahip olmadigindan tek basina tani igin
yeterli olmamaktadir. ELISA yalnizca Anti-HEV antikorlarinin tespiti i¢in degil ayni
zamanda HEV kapsid antijeninin tespiti i¢in de kullanilmaktadir (Wen ve ark., 2015;
Zhao ve ark., 2015).
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HEV enfeksiyonu i¢in bir diger tan1 yontemini molekiiler testler
olusturmaktadir. Kan veya diski oOrneklerinde HEV RNA'smin tespiti igin;
konvansiyonel reverz transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR), ger¢ek
zamanli RT-PCR (Real time RT-PCR) ve reverz transkriptaz dongiisii aracili izotermal
amplifikasyon (reverse transcription loop-mediated isothermal amplification)

kullanilmaktadir (Aslan ve Balaban, 2020).

Gida orneklerinde HEV'in tespiti i¢in su ana kadar standart bir yontem
tanimlanmamistir ancak yakin zamanda Uluslararast Standardizasyon Orgiitii
tarafindan HEV'in tespiti i¢in standardizasyon siireci baslatilmistir. Domuz iiriinleri
icin HEV'i tespit etmek amaciyla gesitli RT-PCR yontemleri tanimlanmistir; yakin
zamanda yayinlanan bir derlemede bu yontemler ele alinmis ve sonraki ¢caligmalarda
ve anketlerde bagarili bir sekilde kullanilmasina odaklanilmistir (Cook ve ark., 2022).
Althof ve ark. tarafindan et ve et {irlinlerinde HEV RNA tespiti i¢in gecerliligi
kanitlanmig bir yontem tanimlanmistir. Yontem, yapay olarak kontamine edilmis
domuz karaciger sosisi ornekleri kullanilarak dokuz bagimsiz laboratuvarda yapilan

bir halka denemesinde (ring trial) dogrulanmistir (Althof ve ark., 2019).

Kontamine siit, HEV enfeksiyonu i¢in potansiyel bir risk kaynagi olusturmakta
ve bu nedenle siitteki HEV varliginin degerlendirilmesi halk saglig1 agisindan biiyiik
onem tasimaktadir (Huang ve ark., 2016; Mesquita ve ark., 2020). Siit bazli gida
triinlerinde HEV'in tespiti lizerine yakin zamanda yayinlanan bir c¢alisma, siit
matrisine uyan ekstraksiyon prosediiriiniin se¢ilmesiyle HEV molekiiler testinin
tyilestirilebilecegini gostermektedir. Ayrica siit numunesinden yag ve kazein gibi
inhibitor maddelerin uzaklastirilmasi yanlis pozitif absorbansi azaltmakta bu da daha
dogru bir cut-off hesaplamasi saglayarak ELISA performansini arttirmaktadir (Sayed
ve ark., 2020a; Walsh ve ark., 2013).

2.6. Koruma ve Kontrol

HEV varligina iliskin molekiiler analiz verileri ve epidemiyolojik veriler,
virusun yayiliminin izlenmesi ve etkili profilaktik 6nlemlerin tasarlanmasi i¢in 6nem

arz etmektedir (Zahmanova ve ark., 2024). HEV enfeksiyonlarin1 6nleme faaliyetleri
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cografi bolgelere, baskin genotiplere ve bulagma yollarina gore farklilik
gostermektedir. HEV prevalansinin diisiik oldugu bolgelerde genellikle zoonotik
bulasma baskin olarak goriildiigiinden zoonotik riske ve gida giivenligine
odaklanmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Salginlarin daha sik goriildiigii bolgelerde ise
enfeksiyon hijyenik olmayan uygulamalar ve yetersiz sanitasyon yoluyla bulastig1 i¢in
temiz igme suyu ve insan atiklarinin bireysel hijyen ve sanitasyonunun iyilestirilmesi

etkili bir 6nleyici yontem olabilecegi diisiiniilmektedir (Kamani ve ark., 2021).

Cig ve az pismis et lirlinleri veya ¢ig siit tiiketimi yoluyla gida kaynakli HEV
enfeksiyonu riski nedeniyle enfeksiyonu kontrol altina alabilmek i¢in gida isleme
sirasinda HEV virionunun termostabilitesinin anlasilmasi ve uygun gida isleme
kosullarimin uygulanmas1 6nem arz etmektedir. Yapilan bir c¢alismada, siitiin
pastorizasyonunun HEV'i inaktive etmedigini ortaya konulmustur (Huang ve ark.,
2016). Siit ve gida iiriinleri yoluyla HEV bulasma riskini azaltmaya yonelik glivenlik
Onlemleri agisindan yapilan bir ¢aligmada yiiksek hidrostatik basing igleminin
(600MPa, 5 dk, 20 -C), pastdrizasyon prosediiriinden (62,5 °C, 20 dk) daha etkili
oldugu ancak yine de etkenin tamamen elimine edilemedigi, HEV inaktivasyonunda
yiiksek hidrostatik basing isleminin etkinliginin matrikse bagli oldugu ve HEV
enfeksiyonu riskini tamamen azaltmak i¢in yeterli olmayabilecegini rapor edilmistir
(Bouquet ve ark., 2023). Feagins ve ark., 56 °C'de 1 saat inkiibe edilen HEV ile
kontamine olmus domuz karacigerinden elde edilen ekstraktin, domuzlara inokule
edildiginde enfeksiyona neden olabilecek HEV virionlarini hala icerdigini rapor
etmislerdir (Feagins ve ark., 2008). Cesitli calismalarda da HEV'in 56 °C veya 60 °C
kisa siireli 1s1l islemler ile etkisiz hale getirilemeyecegi ortaya konulmustur (Johne ve
ark., 2016). Gida kaynaklit HEV enfeksiyonunu 6nlemek i¢in uygun gida isleme
kosullariin kullanilmast esastir. Diger bazi ¢alismalarda ise kontamine etin 71 °C’de
20 dakika pisirilmesi veya kontamine siitlin birka¢ dakika (~100 °C) kaynatilmasi ile
HEV’in etkisiz hale getirilebilecegi bildirilmektedir (Huang ve ark., 2016; Johne ve
ark., 2016). Ayrica genotipleriyle ilgili yapilan ¢calismada, HEV-4’iin, HEV-3’e gore
daha yiiksek termal stabiliteye sahip oldugu ve HEV-4’lin ruminantlar arasinda
goriilen en yaygin genotip oldugu belirtilmektedir (Imagawa ve ark., 2018). Kronik
hepatit E vakalarinin birkac¢inda zoonotik HEV-4 tespit edildigi bildirilirken vakalarin
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neredeyse tamaminin HEV-3 kaynakli oldugu rapor edilmistir (Kamar ve Pischke,

2019).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gerec¢
3.1.1. Calisma Tasarimi ve Ornek Toplama

Bu arasgtirma, Tiirkiye, Burdur'daki siit sigir1 siiriilerinde ge¢mis HEV
maruziyetinin prevalansini degerlendirmek igin kesitsel bir seroepidemiyolojik
aragtirma olarak tasarlanmistir. Bu c¢alismanin materyalini, Burdur ilinde faaliyet
gosteren toplam 577 isletmenin bulundugu boélgeleri temsilen toplamda 80 adet
tanktan alinan siit 6rnekleri olusturmaktadir. Siirii diizeyinde siirveyans i¢in yaygin bir
yaklagim olan, bireysel sliriileri temsil etmek lizere toplam 80 tank siitli Ornegi
toplanmustir. Tiim 6rnekler, 6rnek biitiinliiglini ve temsil ediciligini saglamak igin siit
endiistrisi icin standart isletme prosediirlerine uygun olarak toplanmustir. Ornekleme

yapilan yerler ve numune sayilar1 Tablo 3.1°de sunulmustur.

Tablo 3.1. Tank siitlerinden 6rnekleme yapilan yerler ve numune sayilari

Ornekleme Yapilan Yerler Numune Sayisi
Altinyayla 1
Bucak 16
Cavdir 3
Celtikei 4
Tefenni 6
Golhisar 4
Karamanl 6
Kemer 4
Merkez 24
Yesilova 12
Toplam 80

Her bir toplu tanktan temsili bir 6rnek elde etmek i¢in, siit toplama isleminden
once en az 5 dakika boyunca kanistirtlmistir. Bu kritik adim, homojen bir karisim
saglar ve yag ile diger siit bilesenlerinin tabakalasmasini dnler. Ornekler, karistirilmis
slitiin Gistiinden temiz, sterilize edilmis bir kepce yardimiyla toplanarak tek kullanimlik
steril falkon tliplere (10 ml) aktarildi. Her bir 6rnek sisesi, dondurma sirasinda siitiin
genislemesine izin verecek kadar doldurulmustur. Her bir 6rnek icin kod numarasi

verilerek tiipler etiketlendi. Aseptik kosullarda alinan 6rnekler, toplama sonrasinda,
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asir1 mikrobiyal ¢ogalmay1 6nlemek i¢in derhal buz iceren saklama kabina konularak
Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Viroloji Anabilim Dali
laboratuvarina getirildi ve daha sonra laboratuvar analizlerinde kullanmak igin

donduruldu.

Sekil 3.1. Siit toplama tanklarina gonderilen siitlerin elde edildigi bir siirii (A).
Toplanan siitlin hijyenik bir sekilde saklanmasi i¢in kullanilan siit sogutma tanki (B).
Siit tankindan numune toplanmasi (C). Alinan numunenin etiketlenmesi (D).

3.1.2. Olas1 Risk Faktorlerine Yonelik Veri Toplama

Biyolojik orneklemeye ek olarak, potansiyel risk faktorlerine iligkin veriler
gbzlem ve/veya yapilandirilmis formlar araciligiyla toplanmistir; dezenfektan
kullanim1 (evet/haynr, tiirti, siklig1), temizlik siklig1 (gilinliik, haftalik vb.), diger yabani
tiirlerin varligi, su kaynagi ve sanitasyon uygulamalari, hayvan yogunlugu ve barinma
kosullari. Bu degiskenler, HEV IgG seropozitifligi ile olas1 iligkilerin

degerlendirilmesi amaciyla kaydedilmistir.
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3.2. Yontem
3.2.1. Siit Numunelerinin Hazirlanmasi

Steril kosullarda alinan ve soguk zincirde laboratuvara getirilip dondurulan ¢ig
siit numuneleri kademeli olarak ¢ozdiiriiliip Wisd VM-10 vortex cihaz1 kullanilarak
homojen hale getirildikten sonra {izerine 0.2 ml renin enzimi ilave edildi. Enzim
ilavesinden sonra 37°C’de 1 saat inkubasyona birakilan siit 6rnekleri bu siirenin
sonunda Niive NF80OR santrifiij cihazi kullanilarak 4°C'de 30 dakika boyunca
4000xg’de santrifiij edilerek tiiplin iist ylizeyine ¢ikan krema tabakasi bir spatiil
yardimiyla uzaklastirildi. Daha sonra siit serumlart 2 ml’lik steril mikrotiiplere
porsiyonlanarak ELISA testi gergeklestirilinceye kadar -20°C’de derin dondurucuda

muhafaza edildi.
3.2.2. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Tanklardan alinan siit numunelerinden elde edilen serumlarda indirekt ELISA
kullanilarak HEV e spesifik olan antikorlarin varligi arastirildi. Cig siit 6rneklerinde
HEV varliginin tespiti ELISA testi ile gergeklestirildi; bu amacgla BT Lab Human
Hepatitis E Virus IgG ELISA test kiti (BT Lab, Zhejiang, Cin) kullanild:. izlenen tiim
asamalar icin, Uretici ticari firma tarafindan bildirilen test prosediirii esas alindi.

ELISA testinde kullanilacak yikama soliisyonu distile su ile 1:25 oraninda dilue edildi.

Ozetle; 50°ser pl ¢ig siit numuneleri ile birlikte ayni hacimlerde negatif ve
pozitif kontroller ayr1 ayr1 kuyucuklara ilave edildi. Yavas¢a karistirildiktan sonra
37°C'de 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra yikama soliisyonu kullanilarak
5 kez yikandi. Her bir kuyucuga 50°ser pl enzim konjugat ilave edildikten sonra ayni
sartlarda inkiibasyona birakildi. Takiben yikama islemi yapildi ve her bir kuyucuga
50'ser pl substrat ilave edilip 10 dk inkubasyona birakildi. Son olarak stop soliisyonu
ilave edildi ve ELISA pleyt okuyucuda (BioTek 800TS) 450 nm dalga boyunda
okutuldu.

20



Sekil 3.2. Santrifiij edilen siit numuneleri (A). Siit serumlariin ayrilmasi (B). ELISA
test kiti (C, D). ELISA pleytine numunelerin aktarilmasi (E). Test sonuglarinin elde
edilmesi (F).

3.2.3. Cut-Off Degerinin Belirlenmesi ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Her bir 6rnek i¢in A1 kuyucugunda bulunan negatif kontroliin Optimal Dansite

(OD) degerine 0,15 ekleyerek cut-off degeri belirlendi.

Orneklerin 450 nm’deki absorbans degeri Cut-off degerinin altinda ise negatif,

esit veya yiiksek ise pozitif olarak degerlendirildi.

3.2.4. istatistiksel Analiz

Aragtirmada elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi i¢cin IBM SPPS (v23)

programiyla Pearson Ki-Kare (Chi-square - x2) testi kullanilmasi planlanmugtir.
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4. BULGULAR

4.1 ELISA Bulgulan

Bu tez calismasi kapsaminda, siit tanki bulunan isletmelerden temin edilen
toplam 80 siit numunesi, ELISA yontemi kullanilarak HEV IgG varlig1 agisindan test
edildi. Test sonuglarina gore, degerlendirilen 80 numuneden 1’inde (%1,25) HEV IgG
pozitifligi saptandi (Sekil 4.1).

P ~
3, N 3,
)
~

OD Degerleri

No: 63
0,5
NK
A B C D E F G H

Siit numuneleri

1 M2 H3 H4 EH5 W6 H7 HS8 HO H10 m1l1 m12

Sekil 4.1. Tank siitlerinden elde edilen Anti-HEV IgG ELISA sonuglar1 grafigi. Al:
Negatif Kontrol (NK) A2: Pozitif Kontrol (PK) G9.

Toplam siit numuneleri igerisinde, Bucak il¢esinden alinan 16 6rnegin 1’inde
(%1,66) HEV IgG pozitifligi saptanirken Altinyayla, Cavdir, Celtik¢i, Golhisar,
Karamanli, Kemer, Merkez, Tefenni ve Yesilova il¢elerinden alinan toplam 64
numunede HEV IgG y6niinden herhangi bir pozitif bulguya rastlanmamistir (Tablo
4.1).
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Tablo 4.1. Burdur ilinde HEV seropozitiflik dagilim1

Ornekleme Numune HEV Ab HEV Ab
Yapilan Yerler Sayisi (n) n (+) % n (-)
Altinyayla 1 0 0 1
Bucak 16 1 1,66 15
Cavdir 3 0 0 3
Celtikei 4 0 0 4
Golhisar 4 0 0 4
Karamanl 6 0 0 6
Kemer 4 0 0 4
Merkez 24 0 0 24
Tefenni 6 0 0 6
Yesilova 12 0 0 12
Toplam 80 1 1,25 79

HEV enfeksiyonlarina yol acan risk kriterleri Tablo 4.2’de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Risk kriterleri

Su

Koy P vnaiia Tank yikama sikhgi Etraftaki hayvan varhg:
Corten S her giin (ss+dzn) kedi, kus
Alkaya S her giin (ss+dtr) kedi, tavuk, kus
Anbahan S/S her giin (ss+dtr+dzn) kedi, kopek, tavuk, kus
Avdancik S her giin (ss+dzn) kedi, kus
Gilindogdu S her giin ss, ayda 1-2 dzn kedi, kus
Incirdere S her giin (ss+dtr) kedi, tavuk, kus, keci
Karapmar S her giin (ss+dzn) kedi, kus
Kegili S her giin (ss+dtr) kedi, tavuk
Kestel S her giin (ss+dtr) kedi, tavuk, kus
Kizilcaagag S her giin (ss+dtr) kedi, kopek, kus
Seydikoy S her giin (ss+dzn) kedi, kus
Susuz S her giin ss, arada dtr kedi, kus, keci
Ugurlu S her giin (ss+dzn) kedi, tavuk, kus
Urkiitlii S her giin (ss+dzn) kedi, kus
Uziimliibel S her giin (ss+dtr) kedi, kus
Yuva S her giin (ss+dzn) kedi, tavuk, kus
Yiiregil S her giin (ss+dzn) kedi, tavuk, kus
Biiyiikalan S her giin ss, haftada 2 dzn kedi, tavuk, kus, koyun
Ishakkdy S her giin (ss+dzn) kedi, kopek, tavuk, horoz
Kayacik S giin asir1 (ss+dtr) kedi
Bagsaray S her giin (ss+dzn) kedi
Cami mh. S her giin ss kedi
Cebis S her giin ss, ara ara dzn kedi
Konak mh. S her giin (ss+dtr) yok
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Tablo 4.2. Risk kriterleri (devam)

Koy kas:llagl Tank yikama sikhgi Etraftaki hayvan varhg:
Hisarard1 S her giin (ss+dzn) kedi, kopek
Sorkun S her giin ss, haftada 1 dzn kedi, kopek, koyun, kegi
Yamadi S tank bosaldikc¢a su+dzn yok

Yusufca S 2-3 giinde bir ss+dzn kedi, kus
Bademli VY \A% VY

Kagilcik S her giin (ss+dzn) kedi, kus
Kayal1 S her giin (ss+dtr) kedi, kus
Kilavuzlar S her giin (ss+dzn) kus

Manca S her giin (ss+dzn) kedi, kus
Miirseller S her giin (ss+dzn) kedi, kopek, kus
Akoren S/S her giin (ss+dtr+dzn) kedi, kus
Belenli S giin agir1 ss+dzn kedi, tavuk, kus
Elmacik S her giin (ss+dtr+dzn) kedi, kus
Yakalar S her giin (ss+dzn) kedi, tavuk, kus
Akyaka S her giin (ss+dtr) yok

Askeriye S her giin (ss+dtr) kedi, kopek
Baglar mh. S her giin (ss+dzn) kedi, kopek, tavuk, kaz
Biigdiiz S giin agir1 ss+dzn kedi, kus
Callica S giin asir1 ss+dtr+dzn kedi, kopek, kus, kaz, keci
Catagil S her giin (ss+dzn) yok

Cendik S her giin (ss+dtr+dzn) tavuk

Cine S VY VY

Diger S her giin (ss+dtr) tavuk, koyun
Gokeebag S her giin (ss+dtr+dzn) kedi, kopek, tavuk, kus
Giineyyayla S giin ag1r1 (ss+dzn) yok

Hacilar S her giin (ss+dtr) yok

Igdeli S her giin (ss+dtr+dzn) kedi, kopek, kus
Karacal S her giin (ss+dzn) tavuk
Kayaalti S her giin (ss+dtr) tavuk, kus

Kisla S her giin (ss+dzn) kedi, kopek, tavuk
Kozluca VY VY VY

Kurugay S her giin (ss+dtr) kedi

Suludere KS her giin (ss+dtr) yok

Seker evleri S her giin ss, haftada 2 dzn kedi, tavuk, koyun, keci
Yakakdy S her giin su, haftada 2 dzn tavuk
Yarikoy S her giin (ss+dzn) yok
Yassiglime S her giin (ss+dzn) yok

Yazikoy S/S her giin (ss+dzn) yok
Bayramlar S giin asir1 (ss+dzn) kedi, tavuk, kus
Cayh S/S giin asir1 (ss+dzn) kus
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Tablo 4.2. Risk kriterleri (devam)

Koy kasllllagl Tank yikama sikhig Etraftaki hayvan varhg:
Ece S her giin (ss+dtr+dzn) kedi, kopek, kus
Hasanpasa S her giin (ss+dtr+dzn) kus
Karamusa S her giin (ss+dzn) kedi, kus
Yuvalak S her giin ss, haftada 1 dzn kedi, kus
Akcakdy S her giin (ss+dzn) kedi, kopek
Alankdy S giin agir1 (ss+dtr) kedi, kopek, kus, kaz
Baskuyu VY VY VY
Bedirli S giin agir1 (ss+dzn) kedi, kopek, tavuk, kus
Caltepe S giin asir1 (ss+dzn) kedi, tavuk, kus
Celtek S her giin (ss+dzn) kus
Derekoy S her giin (ss+dtr/dzn) kedi, kopek, tavuk, kus
Gengali VY VY VY
Gokgeyaka S/S her giin (ss+dtr/dzn) kedi, kus
Harmanl S giin asir1 (ss+dtr/dzn) kedi, kopek, kus, domuz
Kayadibi S VY kus
Yarigh S her giin (ss+dtr) kedi, kopek, kus

* dtr: deterjan; dzn: dezenfektan; KS: kaynak suyu; S: sondaj; ss: sicak su; S: sebeke VY: Veri Yok

4.2. Istatistik Bulgular

Arastirmada elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi i¢in IBM SPPS (v23)
programiyla Pearson Ki-Kare (Chi-square - x2) testi kullanilmasi planlanmisti. Ancak,
elde edilen pozitiflik olduk¢a diisiik oldugu i¢in %95 giiven aralig1 (CI), nadir sonuglar
ve kiiclik Orneklem boyutlar1 icin Onerilen Clopper—Pearson exact ydntemi
kullanilarak hesapland: (Reiczigel ve ark., 2010). Bu dogrultuda, gdzlemlenen oran ile
HEV maruziyeti olmadig1 varsayimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olup

olmadigini belirlemek i¢in, %0 prevalans hipotezi kullanilarak bir binom testi yapildi.

Sifir (Null) hipotezi olarak %0 kullanim yontemi bolgede siitte HEV varliginin
daha once bildirilmemis oldugu ilk kez yapilan bir kesif calismasi i¢in istatistiksel ve
epidemiyolojik olarak degerlendirmek icin kullanilmistir. Bu yaklagim, maruz kalma

konusunda herhangi bir kanit olup olmadigini test eder.

Sifir hipotezi (Ho): Gergek prevalans = %0

Alternatif hipotez (H:): Gergek prevalans>%0 (yani, siitte HEV mevcuttur)
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Calismamizin yapildig1 bolgede siitte HEV'in ilk serolojik arastirmasi
oldugundan, daha dnce belirlenmis bir referans degeri olmamasi nedeniyle referans
deger (sifir hipotezi) secilerek sonuglar degerlendirilmistir. Binom testi,
gbzlemlediginiz orani (6rnegin, %1,25) varsayilan popiilasyon oraniyla (6rnegin, %0,
%S5 vb.) karsilagtirarak gozlemlenen farkin tesadiif eseri olup olmadigin1 degerlendirir.
Tercih edilen bu analizler HEV maruz kalmasinin temel kanitini olusturmak olan
hedefimiz g6z Oniine alindiginda, sonuglarini istatistiki olarak degerlendirmek

acisindan en 1yi se¢im oldugu diistiniilmiistiir.

Hepatit E virusuna karsi antikorlarin goriiniir seroprevalansi, %95 CI %0,03 ile
%6,77 giiven araliginda %1,25 (1/80) olarak hesaplandi. Sonugta elde edilen bulgulara
gore nokta tahminin diisiik olmasina ragmen daha biiyiik 6rneklem diizeyinde
prevalansin %6,77'ye kadar cikabilecegini gdstermektedir. Bu durum HEV'nin siit
sigirlarinda diisiik seviyelerde de olsa dolasimda olabilecegine isaret etmektedir.
Kalan 79 numune negatifti, bu da c¢aligmaya dahil edilen siit tanklarinda yapilan
orneklemelerde HEV'ye maruz kalmanin smirlh veya sporadik oldugunu
gostermektedir. Pozitif 6rnek sayisinin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle, HEV maruziyeti
ile g¢evresel veya yonetimsel risk faktorleri (dezenfektan kullanimi, temizlik
uygulamalari, yabani hayvan varligi vb.) arasindaki iliskileri degerlendirecek
istatistiksel bir analiz yapilmadigindan bulgular kisminda buna iliskin bilgilere yer

verilmemistir.

Yalnizca 1 adet HEV IgG pozitif 6rnek (%1,25) tespit edilmesi nedeniyle,
seropozitiflik ile potansiyel risk faktorleri arasindaki iligkilerin istatistiksel olarak
degerlendirilmesi miimkiin olmamistir. Ki-kare testi veya lojistik regresyon gibi
cikarimsal istatistiksel yoOntemler, karsilastirma gruplarinda yeterli sayida vaka
bulunmasini gerektirir. Sadece bir pozitif vaka ile yapilacak herhangi bir iliski analizi,
istatistiksel glicten yoksun olacak ve yaniltict sonuglar dogurabilecektir. Bu nedenle,
risk faktorlerine yonelik ek analiz yapilmamis, degerlendirme yalnizca

seroprevalansin tanimlanmasi ile siirli kalmistir.
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5. TARTISMA

Son donemde hem gelismis hem de gelismekte olan {ilkelerde HEV
seroprevalansinin kiiresel dlgekte artis gostermesi, bu enfeksiyonu 6nemli bir halk
saglig1 sorunu haline getirmistir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde, insan ve hayvan
popiilasyonlarinda HEV epidemiyolojisine iliskin bilimsel literatiiriin sinirli olmasi ve
subklinik vakalarin yayginlhigiyla birlikte degerlendirildiginde HEV enfeksiyonu,
dikkate deger bir “gizli epidemi” (silent epidemic) niteligi tasimaktadir. Literatiirde
yer alan ¢esitli caligmalar hem evcil hem de yabani hayvan tiirlerinde (domuz, yaban
domuzu, geyik, dag gelincigi ve firavun faresi gibi) HEV varliginin serolojik ve
molekiiler yontemlerle tespit edildigini bildirmektedir. Fekal-oral bulas yolunun yani
sira HEV'in hayvanlarla direkt ya da indirekt temas ve kontamine hayvansal iiriinlerin
tiketimi araciligiyla zoonotik olarak bulasabildigi ¢esitli ¢aligmalarda ortaya
konulmustur. Ayrica farkli hayvan tiirleri arasinda ve hayvandan insana HEV'in
deneysel ve dogal yollarla bulasabilecegini destekleyen bilimsel kanitlar da

bulunmaktadir (Antia ve ark., 2018).

HEV-3 ve HEV-4’iin ana rezervuar1 olan evcil domuzlar, insanlarda gida
kaynakli enfeksiyonlarin baslica kaynagini olusturmakta buna kiyasla evcil
ruminantlarin zoonotik yayilimdaki rolii ¢ok daha sinirl goriinmektedir. Ancak evcil
ruminantlar, et ve siit liretimi yoluyla kiiresel gida zincirinde temel rol oynadigindan
bu hayvanlarda HEV epidemiyolojisinin ve ekolojisinin daha ayrintili bigimde
anlasilmas1 gerekmektedir. Bu kapsamda, HEV’in bu tiirlerdeki yayilimini etkileyen
risk faktorlerinin tanimlanmasi, ozellikle farkli ciftlik tiplerinde (karma, yari
endiistriyel, endiistriyel) virus dolagiminin izlenmesi ve viral yikiin farkli gida
matrislerinde, 6zellikle siitte nicel olarak belirlenmesi biiylik 6nem tasimaktadir

(Zahmanova ve ark., 2024).

Spesifik antikor liretimi viral enfeksiyonlara karsi gelisen immun yanitin
onemli bir bilesenini olusturmaktadir. Enfeksiyonun erken fazinda ilk olarak IgM
antikorlar1 iretilmektedir. IgM antikorlari, enfeksiyonun klinik belirtilerinin ortaya
cikmasindan kisa bir siire sonra veya etkene maruziyetten dort hafta sonra

saptanabilmekte ve bu nedenle akut enfeksiyonlarin tanisinda degerli bir biyolojik
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belirtec olarak rol oynamaktadir. Enfeksiyonun ilerleyen donemlerinde IgG antikorlari
devreye girmekte ve varligini yillarca siirdiirebilmektedir. IgG varligi, gecirilmis
enfeksiyonlarin ~ veya  asilamaya bagli  bagisikligin  gostergesi  olarak
degerlendirilmektedir (Zhao ve ark., 2015). Calismamizda yalnizca Anti-HEV IgG
diizeylerinin incelenmis olmasinin akut enfeksiyonlarin saptanmasini sinirladigi
diistiniilmektedir. Bu nedenle, ilerleyen ¢alismalarda Anti-HEV IgM ve HEV RNA
analizlerinin de dahil edilmesi, enfeksiyonun dinamiklerinin daha kapsaml1 bir sekilde

degerlendirilmesine katki saglayacaktur.

Literatiirde HEV tespiti i¢in alinan numune tiirlerinin duyarlilik ve giivenilirlik
acisindan farklilik gosterdigi bildirilmistir. Virus, 6zellikle akut faz sirasinda serumda
yiiksek diizeyde tespit edilebilmekte ve bu nedenle serum 6rnekleri tanisal agidan en
yaygin kullanilan materyaller arasinda yer almaktadir (Baechlein ve Becher, 2017;
Sayed ve ark., 2020b). Bununla birlikte, enfeksiyonun viremi evresi kisa siirdiigii i¢in
ge¢ donemde alinan serum orneklerinde HEV RNA saptanamayabilir. Digk1 6rnekleri,
HEV'in gastrointestinal sistem yoluyla uzun siire atilabilmesi nedeniyle cevresel
yayllimi degerlendirme agisindan 6nemli bir 6rnek tiirlinii olusturmakta diskidaki
HEV RNA varligi, vireminin sona ermesinden sonra dahi birka¢ hafta boyunca
saptanabilir diizeyde seyretmektedir. Ancak diski 6rneklerinde PCR inhibitorlerinin
(safra asitleri, kompleks lipitler gibi) bulunmasinin analiz sonuglarini olumsuz yonde
etkileyebilecegi bilinmektedir (Kamar ve ark., 2019). Karaciger, HEV’in yogun
replikasyon gosterdigi hedef organlardan biri oldugundan nekropsi sonrasi yapilan
caligmalar i¢in yiliksek duyarlilik sunmakta ancak canli hayvanlardan alinamamasi bu
ornek tiiriinlin epidemiyolojik veya rutin taramalarda kullanilmasinmi kisitlamaktadir
(Huang ve ark., 2016). Siit ise 6zellikle zoonotik bulas agisindan kritik bir 6rnek
materyali olarak one ¢ikmaktadir. Ancak siit bilesenlerinde bulunan yag, kazein ve
kalsiyum gibi maddeler, niikleik asit izolasyonunu zorlastirarak molekiiler analizlerde
inhibitoér etki olusturabilmektedir (Geng ve ark., 2019). Bu Orneklerle
kiyasladigimizda ¢alismamizda kullandigimiz tank siitii numunelerine rennin ilavesi
ve santrifiigasyon iglemleriyle siitten serum fazi elde edilmis olmasina ragmen siit
matriksine 0zgl inhibitdrlerin varliginin test duyarliligini diisiirmiis olabilecegi

distiniilmektedir.
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HEV enfeksiyonlarinin tanisinda hem molekiiler hem de serolojik yontemler
yaygin olarak kullanilmakta olup bu yontemlerin her biri enfeksiyonun farkli
evrelerine yonelik bilgi sunmaktadir. Molekiiler yontemler, ozellikle viremi
doneminde HEV RNA'nin dogrudan tespiti yoluyla tamida yiiksek duyarlilik
saglamaktadir. Son yillarda, dijital PCR (dPCR)’1n, gida orneklerindeki viruslarin
tespiti ve miktarinin belirlenmesinde qPCR'a faydali bir alternatif oldugu
diisiintilmektedir. gPCR'a benzer sekilde dPCR da farkli hedeflerin es zamanli olarak
kantifikasyonuna olanak tanimaktadir. RT-dPCR, RT-qPCR'a kiyasla daha pahali ve
zaman alict olmakla birlikte kantifikasyon i¢in harici kalibrasyon egrilerine ihtiyag
duyulmamakta, kantifikasyonda daha yiiksek hassasiyet sunmakta ve belirli kosullar
altinda inhibitérlerden ve primer-sablon uyumsuzluklarindan daha az etkilenmektedir
(Nemes ve ark., 2023). Virus suslarinin tiplendirilmesi, gida kaynakli salginlarin olasi
kaynaklarmin belirlenmesine olanak tanimakta ayrica, viruslarin epidemiyolojisinin
ve bulasma yollarinin incelenmesine de yardimci olmaktadir. Viremi siiresinin
genellikle kisa olmasi ve viral yiikiin diisiik diizeylerde seyretmesi, bu testlerin
duyarliligin1 olumsuz etkileyebilmektedir. Yeni nesil dizileme, patojenlerin molekiiler
tiplendirilmesinde hassas ve yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Amplikon bazli
dizilemeye kiyasla, tim genom dizileme yontemleri virus suslarinin daha dogru bir
sekilde izlenmesini saglamaktadir. Sanger dizilemesi ve yeni nesil dizileme igin
HEV'in molekiiler tiplemesinde hem ORF 1 hem de ORF2 bélgeleri kullanilmakta ve
farkli alt tipler belirlenebilmektedir. Sanger dizilemesi ve yeni nesil dizileme hala viral
tespit ve tiplendirme i¢in kullanilan baslica yontemler olsa da Oxford Nanopore
Dizilemesi gibi ii¢lincli nesil dizileme yontemleri, epidemiyolojik calismalar i¢in
yaygin bir yontem haline gelmektedir. Serolojik yontemler, Anti-HEV IgM ve IgG
antikorlarinin tespiti yoluyla hem akut hem de gecirilmis enfeksiyonlara iligkin bilgi
saglamaktadir. Ancak serolojik testlerin duyarlhiligi, kullanilan ELISA kitine gore
degisiklik gosterebilmekte ve bazi1 kitlerin 6zgiilliigli konusunda tartigmalar
bulunmaktadir. Ayrica immunsupresif bireylerde antikor yanitt sinirlt olabileceginden
serolojik testlerin bu gruplarda tanisal yeterliliginin diisiik olabilecegi bilinmektedir
(Kamar ve ark., 2014). Dolayisiyla HEV tanisinda yalnizca tek bir yonteme bagvurmak
yetersiz kalabilece§inden molekiiler ve serolojik testlerin birlikte kullanilmasinin

enfeksiyonun farkli evrelerinin tespiti agisindan daha giivenilir sonuglar verebilecegi
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disiiniilmektedir. HEV'e 6zgii standartlagtirllmis ve gelistirilmis tan1 yontemlerine
dayanan diinya ¢apinda detayl1 ve genis kapsamli deneysel ¢alismalarin, ruminantlarin
HEV epidemiyolojisindeki roliinii ve zoonotik bulasma riskini daha iyi anlamak icin

faydali olacag diisiintilmektedir.

Kontamine siitiin, HEV enfeksiyonu i¢in potansiyel bir risk kaynagi olmasi
nedeniyle siitteki HEV varliginin degerlendirilmesi halk saglig1 acisindan biiytik bir
onem arz etmektedir (Huang ve ark., 2016; Mesquita ve ark., 2020). Son yillarda,
insanlar da dahil olmak tizere birgok memeli tiiriiniin siitinde HEV varliginin tespit
edilmesi amaciyla yapilan ¢aligma sayis1 giderek artmaktadir (Dziedzinska ve ark.,
2020; Rivero-Juarez ve ark., 2016). Elde edilen veriler, siit yoluyla HEV bulasma
potansiyelini ortaya koymakta ve siitiin insan tiiketimindeki onemi goz Oniinde
bulunduruldugunda konu hakkinda daha detayli calismalar yapilmasinin gerektigi
konusu giindeme gelmektedir (Santos-Silva ve ark., 2022). Bu da yapmis oldugumuz
calismanin ¢ig siit ve siit tirlinleri tiiketimine bagl olusabilecek HEV enfeksiyonlariin

Onlenmesi agisindan ciddi bir 6neme sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

Tablo 5.1. inek siitinde HEV varhig1 arastirilan ¢alismalar

Calismanin yapildig iilke HEV pozitifligi (%)
Cin (Huang ve ark., 2016) 37,14 (52/140)
Almanya (Baechlein ve Becher, 2017) 0 (0/400)
Belgika (Vercouter ve ark., 2018) 0 (0/504)

Cin (Geng ve ark., 2019) 0 (0/276)
Tiirkiye (Demirci ve ark., 2019) 29,16 (14/48)
Misir (Sayed ve ark., 2020b) 0,2 (1/480)

Cin (Hu ve ark., 2025) 0 (0/102)

Huang ve ark. (2016) tarafindan yiiriitilen calismada geleneksel karma
hayvancilik yapilan ciftliklerden toplanan siit 6rneklerinin %37,14’linde (52/140)
HEV RNA varlig1 tespit edilmistir. Pozitiflik tespit edilen tiim izolatlarin genotip 4h
oldugu belirlenmistir. Siitteki viral yiik, eslestirilmis serum ve digki seviyeleriyle
karsilastirildiginda benzer bulunmustur. Inek siitlerinden elde edilen HEV izolatlarinin
tiim genom dizi analizi, insan ve domuz izolatlarina yiiksek oranda (%99,2-99,4 ve
%99,5-99,8) benzerlik gdsterdigini ortaya koymustur. Bu bulgularin insan, domuz ve

ineklerdeki HEV izolatlarinin kdkeninin ayni olduguna dair gii¢lii kanit oldugu
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diisiiniilmektedir. Inek siitinde HEV varligmna dair bir diger ¢alisma Misir’da
gerceklestirilmis olup marketlerden, siit satisi yapilan diikkanlardan, sokak
saticilarindan ve ¢iftliklerden toplanan toplam 480 6rnekte %0,2 (1/480) oraninda
HEV RNA ve antijen, (8/480) Anti-HEV IgG oldugu saptanmistir. Pozitif bulunan bu
tek 0rnegin bir ¢iftlik inegine ait oldugu, disiik diizeyde viral yiik (8 x 10? IU/ml)
icerdigi ve ayn1 zamanda Anti-HEV IgG yoniinden de pozitif oldugu bildirilmistir
(Sayed ve ark., 2020b).

Almanya’daki siit ¢iftliklerinden 2008 yilinda toplanan 400 siit orneginde RT-
PCR yontemiyle HEV RNA’sinin varligi arastirilmig ancak higbir 6rnekte pozitif
sonuca ulagilamamistir (Baechlein ve Becher, 2017). Benzer sekilde Vercouter ve ark.
(2018), Belgika’nin Flanders bdlgesinde, domuz ¢iftliklerinde HEV-3 varligini ortaya
koymalarina ragmen ayn1 bolgedeki karma ve karma olmayan ciftliklerden elde edilen
inek gaita ve silit Orneklerinde HEV RNA veya Anti-HEV antikor varligi
saptayamadiklarini bildirmislerdir. Cin’in Hebei kentinde toplanan 276 siit 6rneginden
Nested-RT PCR yontemi kullanilarak yapilan bir baska arastirmada da HEV RNA
varlig1 saptanamamistir (Geng ve ark., 2019). Hu ve ark. (2025) tarafindan Cin’de
yapilan bir diger calismada da toplanan 102 siit 6rneginin RT-qPCR sonucunda
herhangi bir pozitif sonuca rastlanmamaistir. Siit icerisinde yiiksek oranda bulunan
mineraller (kalsiyum, potasyum, fosfor, sodyum, magnezyum gibi), ozellikle de
kalsiyum, ayrica protein ve yag varlig1 molekiiler/serolojik analizlerin 6zgiilliigiiniin
azalmasina veya hatali negatif sonuclarin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir
(Bickley ve ark., 1996; Rossen ve ark., 1992). Bu durumun daha 6nceki ¢aligmalarda
pozitif sonu¢ elde edilememesini aciklayabilecegi diisiiniilmektedir. Yaptigimiz
calismada elde edilen bulgular, literatiir verilerinin (Baechlein ve Becher, 2017; Geng
ve ark., 2019; Hu ve ark., 2025; Vercouter ve ark., 2018) aksine siitte Anti-HEV IgG
varlig1 yoniinden pozitiflik saptanabilecegini ortaya koymaktadir (Tablo 5.1).

Bizim calismamizda elde ettigimiz bulgulara gore seropozitifligin diisiik
olmasma ragmen, daha biiyiilk 6rneklem diizeyinde prevalansin %6,77'ye kadar
cikabilecegine isaret etmektedir. Bu durum HEV'nin siit sigirlarinda diisiik seviyelerde

de olsa dolasimda olabilecegi gercegini degistirmeyecektir.
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Bu tez ¢alismasinda, %1,25 oraninda Anti-HEV IgG varliginin tespit edilmesi
bolgedeki siit sigirlarinin daha 6nce HEV ile enfekte olmus olabilecegine isaret
etmektedir. Anti-HEV IgG’nin varligi, enfeksiyonun gecirilmis oldugunu ve
hayvanlarda immun yanitinin gelistigini gostermektedir. Elde edilen bu oran, Almanya
(Baechlein ve Becher, 2017), Belcika (Vercouter ve ark., 2018) ve Cin’de (Geng ve
ark., 2019; Hu ve ark., 2025) ylriitilen calismalarda bildirilen %0 pozitiflik
oranlariin iizerinde ancak Cin’de bir bagka calismada bildirilen yiiksek pozitiflik
oranimnin (%37,14; Huang ve ark., 2016) oldukca altindadir. Bu durum, HEV
yayitliminin cografi dagiliminin heterojen oldugunu ve bolgesel farkliliklar
gbsterebildigini diisiindiirmektedir. Ote yandan Misir’da Sayed ve ark. (2020b)
tarafindan yapilan ¢aligmada 9%0,2 oraninda bildirilen pozitiflik bizim bulgularimizdan
daha disiiktiir. Benzer sekilde, Tiirkiye'de yiiriitiilen sinirlt sayidaki calismadan alinan
stit drneklerinin %29,16’sinda HEV RNA varlig1 rapor edilmistir. HEV RNA pozitif
¢ig siit orneklerinin ORF2 bolgesinde yapilan DNA dizi analizi sonucunda HEV
genotip 1 oldugu tespit edilmistir (Demirci ve ark., 2019). Bu bulgular iilkemizde virus
dolagiminin mevcut olabilecegine isaret etmektedir. Bu farkliliklarin ¢alismalarda
alman oOrnek sayisi, Ornekleme zamani, cografi bolge, hayvan yetistiriciligi
uygulamalari, virus dolasimi, hijyenik kosullar, kullanilan yontemlerin duyarliligi
(ELISA, RT-PCR vs.) gibi bir¢ok etkene bagl olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica,
HEV genotiplerinin cografi dagilimi da pozitiflik oranlarini etkileyen onemli bir

faktordur.

Calismamizda pozitiflik saptanmis olmasi Anti-HEV IgG’nin siitte diistik
oranlarda da olsa bulunabilecegini ve potansiyel bir zoonotik risk tasidigini ortaya
koymaktadir (Huang ve ark., 2016; Sayed ve ark.,2020b). Huang ve ark. (2016), HEV
ile enfekte olmadigi bilinen rhesus makaklarina oral gavaj yoluyla HEV ile kontamine
¢ig ve pastdrize siit 6rnekleri inokiile ederek meydana getirdikleri deneysel enfeksiyon
sonucunda inokiilasyondan 4 hafta sonra rhesus makaklarinda HEV genomik
RNA’smu1 tespit ettiklerini bildirmislerdir. Pastorizasyonun HEV enfeksiyonu iizerine
etkilerini daha net bir sekilde ortaya koymak amaciyla yaptiklar1 bagka bir deneysel
enfeksiyon ¢alismasinda, ¢ig siite uyguladiklar1 62°C'de 30 dakika, 72°C'de 30 saniye

pastdrizasyon igsleminin ardindan virusun inaktive olmadigini ancak 100°C'de 3 dakika
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kaynatilmasinin ardindan tam inaktivasyonun gerceklestigini bildirmislerdir. Elde
edilen sonuglar hem ¢ig hem de pastorize inek siitiiniin potansiyel zoonotik riskine
dikkat cekmekte ve potansiyel halk sagligi etkileri konusunda endiselere yol

agmaktadir.

Bu ¢alisma, Akdeniz Bolgesi'ndeki toplu siit tank1 gdzetimine dayali olarak siit
sigirlarinda  HEV  maruziyetine iligkin ilk serolojik kanitt sunmaktadir. Siit
orneklerinin %1,25'inde antikorlarin saptanmasi, diisiik olmakla birlikte, diger Avrupa
ve Asya caligmalarinda bildirilen sporadik bulgularla uyumludur. Bu ¢aligmalarda,
bolge, siirii biiytikliigii ve test duyarliligma bagl olarak siitteki siirii diizeyinde
seroprevalans oranlart %0 ile %37,14 arasinda degismektedir (Baechlein ve Becher,
2017; Demirci ve ark., 2019; Geng ve ark., 2019; Hu ve ark., 2025; Huang ve ark.,
2016; Sayed ve ark., 2020b; Vercouter ve ark., 2018). Yaptigimiz ¢alismada elde
edilen diisik pozitiflik oraninin, Orneklerin tank siitlinden alinmis olmasindan
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Literatiirde farkli iilkelerde yapilan ¢alismalarda
da benzer sekilde negatif veya diisiik pozitif sonuglarin bildirilmis olmasi bu durumun
kullanilan numune tipi, numune hazirlama protokolleri ve analiz yontemleriyle de
yakindan iligkili olabilecegini gostermektedir (Baechlein ve Becher, 2017; Demirci ve
ark., 2019; Geng ve ark., 2019; Hu ve ark., 2025; Huang ve ark., 2016; Sayed ve ark.,
2020b; Vercouter ve ark., 2018). Bu acidan degerlendirildiginde, caligsmamizda elde
edilen bulgularin literatiir bilgileriyle paralellik gosterdigi ve tank siitii numunelerinin
HEV varliginin serolojik olarak arastirilmasinda dikkat edilmesi gereken onemli

metodolojik sinirliliklar igerdigi sonucuna varilabilecegi diistiniilmektedir.

Yapilan son arastirmalarda, inek, koyun, keg¢i, deve gibi hayvanlarin siitlerinde
HEV tespit edilmesi kontamine ¢ig siitiin potansiyel bir rezervuar olabilecegini ve
ciddi bir kontaminasyon riski tasidigini diisiindiirmektedir. Yapilan bazi ¢alismalar,
kontamine siit iirtinlerinin tiiketilmesi yoluyla HEV bulasma riskini dogrudan veya
dolayl olarak destekler nitelik tasimaktadir. Ornegin, diizenli olarak deve eti ve siitii
tiiketen bir karaciger nakli hastasinda kronik HEV teshisi konuldugu rapor edilmistir
(Lee ve ark., 2016). ElI-Mokhtar ve ark. (2020) tarafindan Misir’da yiiriitiilen bir bagka
calismada ise yakin zamanda seropozitif kegilere sahip olan ve diizenli olarak kegi siitii

tiriinleri tiiketen insanlarin %80'inde HEV seropozitifligi bulunmustur. Benzer sekilde,
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Mesquita ve ark. (2020) Portekiz'de ¢obanlar ve koyun siitii peynircilerinde ¢alisan
isciler arasinda HEV enfeksiyonu riskinin arttigini bildirmistir. Bunlarin yan sira siit
orneklerinden izole edilen insan ve hayvan HEV suslar1 arasinda yakin bir filogenetik
iliski bulundugunu ortaya koyan c¢alismalar da bulunmaktadir (Demirci ve ark., 2019;
Huang ve ark., 2016; Long ve ark., 2017). Tiim bu veriler, kontamine siitiin HEV
enfeksiyonu i¢in potansiyel bir risk kaynagi oldugunu dogrulamaktadir. Bu nedenle,

siitte HEV varliginin arastirilmasi halk sagligi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Son yillarda gelir diizeyi yiiksek iilkelerde HEV enfeksiyonlarinin artig
gostermesi, alternatif hayvan rezervuarlarinin varhigina iliskin soru isaretlerini
glindeme getirmis ve enfeksiyonun diger potansiyel kaynaklarimin daha kapsamli
bicimde arastirilmasi gerekliligini ortaya koymustur. Dikkat ¢ekici bir sekilde, giderek
artan sayida ¢alisma, insanlar da dahil olmak {izere ¢esitli memeli tiirlerinin siitiinde
HEV varligina isaret etmektedir. Bu bulgular, siitiin olasi bir bulagsma yolu
olabilecegini diisiindiirmekte olup siitiin insan tiiketimindeki 6nemi goéz Oniinde
bulunduruldugunda konunun daha ayrintili ve disiplinler arasi arastirmalarla ele

alinmasin gerekli kilmaktadir.

Evcil ruminantlar et ve siit iiretimi yoluyla kiiresel gida giivenliginde kritik bir
rol listlendiklerinden, hayvancilik sektdriinde HEV’in epidemiyolojisi ve ekolojisine
iliskin bilgi diizeyimizin artirllmasi ile potansiyel bulasma yollarina dair risk
faktorlerinin dogru bigimde tanimlanmast biiyilk 6nem arz etmektedir. Bu durum,
evcil ruminantlardaki HEV ile ilgili mevcut tutarsiz verilerin, 6zellikle farkli gida
matrislerinde (6zellikle siit) viral yilikiin nicel olarak belirlenmesi ve virusun
sigirlardaki dolagiminin izlenmesi ile karisik hayvan tiirlerinin bulundugu geleneksel
ciftlikler ile yari-endiistriyel ve endiistriyel ciftliklerdeki yayginliginin arastirilmasina
odaklanarak kullanilan tespit yontemleri agisindan elestirel bir degerlendirmesini

gerektirmektedir.

Elde edilen veriler ve yapilan degerlendirmeler 1siginda siitiin gergek
prevalansini belirlemek ve inek siitlerinin HEV bulagsma dongiisiinde potansiyel roliinii
degerlendirmek amaciyla daha kapsamli molekiiler ve epidemiyolojik ¢aligsmalarin
yapilmasi katki saglayacaktir. HEV tespiti i¢in standart bir yontemin gelistirilmesinin
ardindan HEV ile ilgili daha fazla arastirma ve anket ¢aligmasi yapilmasi gida ve
hayvansal tirlinlerin HEV'in insanlara bulasmasinda daha iyi bir risk degerlendirmesi

yapilmasina yardimci olacagi diistiniilmektedir.
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