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Samsun ve ¢evresinde atik su ve kanalizasyon cikislarinda yetisen midyelerde
Hepatitis A viriisii prevalansi
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Ozet: Hepatitis A Viriisii (HAV) kontamine su, taze iiriinler ve su tiriinlerinden kaynaklanan akut hepatit ile seyreden bir
enfeksiyona neden olmaktadir. Avrupa Birligi (AB) ve diger sosyal refah1 yiiksek, temiz suya ulasimi kolayca saglayan,
gelismis iilkelerde seropozitiflik oran1 %5-10 seviyesinde bildirilmektedir. Buna karsilik refah seviyesi ve sosyo ekono-
mik gii¢ diistikce seropozitiflik oraninin %95’e kadar ¢iktig1 bildirilmektedir. Midye ve diger filtrasyonla beslenen su
tirtinleri HAV kontaminasyonu yoniinden 6nemli bir kaynak olarak bildirilmektedir. Bu ¢alismada, Subat-May1s 2012
tarihleri arasinda; Samsun ili merkezi ile Alagam, Engiz, 19 May:s ve Canik ilgelerinde, 6zellikle bolge aritma ve lagim
sularinin denize dokiildigii bolgeler segilerek toplanan 60 adet midye materyal olarak kullanildi. Midyelerin her biri
steril posetlere konularak soguk zincir altinda laboratuara génderildi ve laboratuara geldigi giin igerisinde analiz edildi.
Analiz amaciyla 6ncelikle numunenin hazirlanmasi takiben proses kontrol virusu (Mengo Virus) ile kontaminasyon,
eliisyon, konsantrasyon, RNA ekstraksiyonu, viral RNA nin Real Time PCR ile tespiti ve sonuclarin degerlendirilmesi
ve yorumlanmasi ger¢eklestirilmistir. Analiz islemlerinin her bir asamasinda farkli yazarlar tarafindan bildirilen yon-
temler kullanilmistir. Calismanin sonuglaria gére toplam 60 midye 6rneginin 5 tanesinde (%8,33) HAV kontaminas-
yonu saptanmustir. Orneklerin alindig1 bolgelere gére HAV dagilimm su sekildedir; Merkez ve Alagam’dan alman 12
ornegin 2’sinde (%16,66) ve Canik ilgesinden alinan 12 6rnegin 1’inde (%8,33) tespit edilmistir. Endiistriyel ve evsel
atiklardan kaynaklanan c¢evre ve kiy1 kirlenmesi dogrudan insan sagligini tehdit etmektedir. Ayn1 zamanda midye gibi
deniz kabuklularmin tiiketimine bagli olarak insanlarda HAV enfeksiyonlar1 geligebilmektedir.
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The prevalence of Hepatitis A virus in mussels rearing live in outfalls of wastewater and
sewers in Samsun province

Summary: Virus Hepatitis A (HAV) is widespread in contaminated water, fresh products and water products and cause
an infection prosecuting with acute hepatitis. It is announced that seropositivity is 5-10% in European Union (EU) and
other socially high affluenced, easily reaching clean water, developed countries. However, it is declared that as affluency
level and socio-economic power decrease seropositivity increases up to 95%. It is noted that mussel and other water
products feed by filtration are important source for HAV contamination. In this study over the period February-March
2012, 60 mussels are used as a material collected from places where district refining and underground sewer flow into
the sea in Samsun, Alagam, Engiz, 19 Mayis and Canik. Mussels were transferred to laboratory in sterilized bags under
cold hain and analysed in the same day. For the purpose of analysis, contamination with process control virus (Virus
Mengo), elusion, concentration, RNA extraction, viral RNA detection with Real Time PCR and assesment of results
and interpretation are done. Methods noted by different authors are used in the steps of the analysis. According to the
results of the study, 5 mussels (8,33%) are found to be contaminated with HAV. HAV distribution according to the re-
gions where samples are collected is as follows; 2 (16,66%) of 12 samples from Centrum and Alagam and 1 (8,33%) of
12 samples from Canik are identified. Enviromental and coastal contamination caused by industrial and domestic waste
impends human health directly. Also, there could be an infection on people depending on the accumulation on water
products taking nourishment by filtration such as mussel, after mussel consumption.
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Giris

Hepatit A Virusii (HAV) Picornaviridea ailesi,
Hepatoviriis genusu i¢inde yer alir. HAV, bu genu-
sun tek iyesidir. Hepatit A’nin tanimlanan en az 20
genotipi olmasina ragmen, sadece bir serotipi var-
dir. Tanimlanan 20 kadar sustan dordi (I, II, III,
VII) insanlarda hastalik yapabilmektedir. Hepatitis
A Viriisii (HAV) kontamine su, taze iiriinler ve su
iriinlerinden kaynaklanan akut hepatit ile seyreden
bir enfeksiyona neden olmaktadir [8].

Her ne kadar birincil bulag yolu insandan in-
sana olsa da ozellikle gelismekte olan iilkelerde
kanalizasyon sistemlerinin yeterince diizenli olma-
masi ve su temininin uygun sekilde yapilamamasi;
besinler ve suyolu ile bulasmay1 6n plana ¢ikarmak-
tadir. Kontamine su, pismemis yiyecekler veya pis-
tikten sonra temas edilen yiyecekler kontaminasyon
kaynagidir [17]. Cig ya da az pismis kabuklu deniz
iirlinlerinin tliketimi infeksiyon gecisinde Onem-
li bir yoldur. Avrupa Birligi (AB) ve diger sosyal
refah1 yiiksek, temiz suya ulasimi kolayca sagla-
yan, gelismis lilkelerde seropozitiflik oran1 %5-10
seviyesinde bildirilmektedir. Buna karsilik refah
seviyesi ve sosyo ekonomik gii¢ diistitkce seropo-
zitiflik oraninin %95’e kadar ¢iktig1 bildirilmekte-
dir. Midye ve diger filtrasyonla beslenen su tiriinleri
HAV kontaminasyonu yoniinden 6nemli bir kaynak
olarak bildirilmektedir [12, 10].

Bu calisma ile Samsun merkez ve gevre ilge-
lerde 6zellikle atik su ve kanalizasyon gikiglarinda
yetigen ve toplanan, ve bolgede oldukga yaygin ola-
rak tiiketilen midyelerde HAV tespiti, yayginlig1 ve
dagilimmin molekiiler analizler ile ortaya konulma-
st amaglanmustir,

Materyal ve Metot

Bu calismada, Subat-Mayis 2012 tarihleri arasinda;
Samsun ili merkezi ile Alagam, Engiz, 19 Mayis
ve Canik ilgelerinde, 6zellikle bolge aritma ve la-
gim sularinin denize dokiildiigii bolgeler secilerek
toplanan 60 adet midye materyal olarak kullanildi.
Midyelerin her biri steril posetlere konularak soguk
zincir altinda laboratuara gonderildi ve laboratuara
geldigi giin icerisinde analiz edildi.

Analiz amaciyla 6ncelikle numunenin hazir-
lanmasimi takiben proses kontrol virusu (Mengo
Virus) ile kontaminasyon, eliisyon, konsantrasyon,
RNA ekstraksiyonu, viral RNA nin Real Time PCR

ile tespiti, sonuglarin degerlendirilmesi ve yorum-
lanmas1 gerceklestirildi. Farkli asamalardan olusan
analiz islemlerinin her bir agamasinda farkli yazarlar
tarafindan bildirilen yontemler kullanildi [7,16,14].

Numune Hazirlama: Analize alinmaya uygun se-
kilde gelen numuneler HAV analizi i¢in hazirlandi.
Aseptik kosullarda mevcut numuneyi temsil edecek
sekilde 25 gr numune tartilarak steril petri kaplarina
alindi.

Kontrol Virusu ile numunenin kontaminasyonu:
Ceeram mengo@ceeramTools kitinin kullanma ta-
limatina gore numune kontrol virusu ile kontamine
edildi. Bu amagla uygun miktarlarda kontrol virusu
kullanilir. Tlgili kitin kullanma talimatinda stok vi-
rusun 3 kez den fazla dondurulup ¢6zdiiriilmemesi
tavsiye edildiginden stok virus 2 numune igin 20 pl
olacak sekilde 0.5 ml’lik mikrosantrifiij tliplerine
taksim edilerek -80°C’ ye kaldirildi. Bir numune
icin 0.5 mI’lik mikrosantrifiij tiiptindeki 10 pl kont-
rol virusunun tizerine 90 pl steril ultrapure su ek-
lenerek vortekste homojenize edildikten sonra kisa
stireli santrifiij edildi. Laminar flow kabinde steril
petride bulunan numunenin iizerine 10-100 pl’lik
otomatik pipet kullanilarak damlalar halinde veril-
di ve kurumaya birakildi.(yaklasik 1.5-2 saat) Daha
sonra midye 250 ml’lik bir behere steril pens kul-
lanilarak alindi ve buzdolabina kaldirilarak 1 gece
buzdolabinda birakildi (tam kurumanin saglanmasi
ve stabilizasyon igin).

Eliisyon: Bir gece buzdolabinda beklemis PKV ile
kontamine edilen numune buzdolabindan c¢ikari-
larak oda sicakliginda 20 dakika birakildi. Bunun
iizerine laminar kabin i¢inde oda 1sisina getirilmis
Glisin-saline tamponundan 75 ml meziirle 6lciile-
rek eklendi ve 5 dk bu sekilde birakildi. Daha son-
ra 100-1000 ul’lik otomatik pipet ve steril bir pens
kullanilarak her midyenin iki yiizii de yukaridan
asagrya zikzak yapilarak 20 ser kez olmak kaydi ile
beher i¢inde bulunan tampon ile yikandi. Yikanan
midye petri kabina alinarak digerleri ile karigmasi
engellendi. Biitiin midye tampon ile yikandiktan
sonra beherdeki eliisyon tamponu 2 adet 50 ml’lik
santrifiij tlipiine esit miktarda aktarilarak sogutma-
I1 santrifiijde +4°C’de 10000Xg de 30 dk. santrifiij
edildi. Santrifiij bitiminde siipernatant dikkatli bir
sekilde 100 mI’lik bir behere alinarak pH’s1 7.2+0.5
e ayarland1 (Numunenin pH sina gore bu iglem 1N
HCIl veya 1N NaOH ile yapilir).
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Sekil 1. Samsun ili siyasi haritasi.

Konsantrasyon: Bu islem i¢in PEG 6000
(Polyethylen Glycol) kullanildi. Bir 6nceki asamada
pH’s1 7,2+0,5 e ayarlanmis olan siipernatantin igeri-
sine son konsantrasyon %10 PEG 6000+0,3M NaCl
olacak sekilde (60 ml siipernatant i¢in 6 gr PEG +
1.1 gr NaCl) daha 6nceden tartilmis kimyasal mad-
deler ve steril manyetik balik eklendi. PEG eriyin-
ceye kadar oda sicakliginda manyetik karistiricida
birakildi (yaklagik 15 dakika). Daha sonra +4°C’de
manyetik karistiricida orta hizda 4 saat birakildi. Bu
stirenin sonunda 50 ml’lik santrifiij tiiplerine esit
miktarda paylastirilan karisim +4°C’de 10000Xg’de
30 dakika santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonrasin-
da siipernatant dikkatli bir sekilde kendine ait behe-
re aktarildi ancak tiiplin dibinde bir miktar kalmasi
saglandi. Bu kalan siipernatant ile 100-1000 ul’lik
otomatik pipet kullanilarak pelet homojenize edildi
ve “konsantre homojenizat” olarak adlandirildi. Bu
konsantre homojenizat 1.5 ml’lik 2 mikrosantrifiij
tiipline alindi (Her mikrosantrifiij tlipiinde yaklagik
1 ml olacak sekilde).

Sekil 2. Analiz i¢in hazirlanan Midye 6rnekleri.

Ekstraksiyon: Viral niikleik asidin ekstraksiyonu 2
asamada gerceklestirildi.

1. Lizis ve faz ayrimimin yapilmasi

2. RNA’nin kolona baglanmasi, yikama ve RNA
eliisyonu

Viral RNA’nin tespiti: Bu amacla Real Time PCR
(RT-PCR) kullanildi. Hem numunede bulunup bu-
lunmadig arastirilan HAV ig¢in hem de PKV olarak
kullanilan Mengovirus igin 2 ayr1 kit kullanilarak
ayni pleytte iki reaksiyon beraber yiiriitiild{i. Bu re-
aksiyonlar i¢in mastermix hazirlanmadan 6nce ABI
7500 Real Time PCR cihazinin reaksiyonlar i¢in 6z-
giin ayarlar1 yapilarak zaman kaybi 6nlenmis olur.
Bunun i¢in cihaz ve cihaza bagh bilgisayar agildik-
tan sonra asagidaki islemler sirasiyla yapildi.

1.Basamak 2.Basamak 3.Basamak
1 kez 1 kez 45 dongii
Zaman 10 dakika 10 dakika 15 saniye 45 saniye
Is1 45°C 95°C 95°C 60°C

HEDEF HAV IPC SONUC

Floresan FAM-MGB VIC-TAMRA
+ +/- Hepatitis A pozitif
- + Hepatitis A negatif

Ekstraksiyon tekrar edilir veya numune RNA’s1
1/10 diliie edildikten sonra reaksiyon tekrarlanir
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Caligmanin sonuglarina gore toplam 60 midye Or-
neginin 5 tanesinde (%8,33) HAV kontaminasyo-
nu saptanmustir. Orneklerin alidig1 bolgelere gore
HAYV dagilimi su sekildedir; Merkez ve Alagam’dan
alman 12’ser drnegin 2’sinde (%16,66) ve Canik
ilgesinden alinan 12 6rnegin 1’inde (%8,33) HAV
tespit edilmistir.

Tartisma ve Sonug¢

Kabuklu deniz iiriinleri ile baglantili viral hastalik-
lara neden olan patojenlerin tespiti halk sagligi i¢in
potansiyel tehlikeyi belirlemede birincil 6neme sa-
hiptir. Kabuklu deniz irlinleri 6zellikle de midyeler-
de viral RNA tespiti i¢in yapilan analizlerde ¢esitli
yontemlerin kullanimi daha 6nce rapor edilmistir
[11,1,5,18]. Yapilan bir¢cok ¢alisma gdstermistir ki,

midyelerde viral patojenlerin tespiti i¢in en basarili
yol PCR analizleridir. Bununla birlikte midyelerden
HAV tespitinde RT-PCR kullaniminin analizlerde
duyarliligin artmasina neden oldugu ve diisiik yo-
gunluktaki viral patojenlerin tespitini kolaylastirdi-
&1 bildirilmistir [7,13,20].

Calismamizda 60 midye 6rneginde viral RNA
nin RT- PCR ile tespiti yapilmis ve (%38,3)’liik bir
prevalans saptanmistir. Tablo 1°de, secilmis bol-
gelerde yapilan calismalarda pozitif HAV oranin-
da farkli sonuglar ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Bu
calisma bulgular1, s6z konusu bolgeden toplanan
midye oOrneklerindeki HAV kontaminasyonunun
diistik diizeylerde oldugunu ortaya koymaktadir. Bu
durum, Karadeniz bolgesinin nispeten daha az nii-
fus yogunluguna sahip olmasi ve dolayisiyla deniz
kirliliginin daha az olmasi ile iliskilendirilebilir. Lee
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ve arkadaslarinin (1999), kirliligi bilinen ve niifus
yogunlugu fazla olan bir bolgede yaptiklar1 ¢alis-
mada bulduklar1 %5,5’lik oran, numunelerin biiyiik

kisminin marketlerden toplanmast ve duyarlilig
diisiik yontemlerin kullanilmasi bu diisiik pozitifligi
aciklayabilir.

Tablo 1. Bazi Secilmis Bolgelerde yapilan ¢alismalarda PCR ile Analize Alinan Deniz Kabuklular1 ve Midyelerde

Pozitif HAV Dagilimu.

Lokalizasyon Ornek sayist Ornek Metot  Pozitif HAV ~ Kaynak
Giiney Italya 180 Midye RT-PCR 67 (%37.2) [6]
italya 118 Deniz kabuklusu RT-PCR 17 (%14.4) [21]
italya, Yunanistan ve Ispanya 290 Midye RT-PCR 53 (%18.2) [3]
Hong Kong 150 Midye PCR (%5.5) [9]
Portekiz 2000 Deniz kabuklusu PCR %33 [15]
ispanya 164 Midye ve istiridye ~ RT-PCR %27.4 [19]
Amerika 31 Deniz kabuklusu RT-PCR 18 (%58) [4]
Fransa 108 Deniz kabuklusu RT-PCR %13 [12]
Ispanya 81 Midye RT-PCR %18.5 [2]

Sonu¢ olarak, mevcut molekiiler teknikler
cevre ve gida kaynakli HAV tespitinde yeterli gibi
goriilse de daha ucuz ve standart yontemlerin ge-
listirilmesi ile kabuklu deniz triinleri ve 6zellikle
de midyelerde kantitatif viral hepatit tespiti daha
da kolaylasacaktir. Endiistriyel ve evsel atiklardan
kaynaklanan g¢evre ve kiyir kirlenmesi dogrudan
insan sagligini tehdit etmektedir. Ayn1 zamanda,
midye gibi filtrasyonla beslenen canlilarda biriki-
me bagli olarak HAV, yeterince 1s1 islemi gérmemis
midye tliketimi sonrasinda enfeksiyonu tetikleye-
bilmektedir. Kabuklu deniz iirlinlerinin ¢ig veya az
pismis olarak tiiketilme aligkanligi hastalik riskini
arttirmaktadir. Pisirme siiresi (1 dk.) ve sicakligina
(merkezde +85°C) azami dikkat virlisun inaktivas-
yonunda 6nemli bir rol almaktadir. Son olarak mo-
lekiiler epidemiyolojik arastirmalar ile bu galigma
bolgelerindeki midyelerden izole edilen suslar ile
insanlarda hastalik olusturan HAV susglari arasinda
ki iligkiyi ortaya koymak son derece dnemlidir.
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