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OZET

Hemodiyaliz Hastalarinda SEN Virus Genotip D ve SEN Virus Genotip H

Prevalansi

Yakin zamanlarda kesfedilen bir DNA virusu olan SEN virus (SEN-V)
insanlarda post transfiizyon hepatitinden sorumlu tutulmaktadir. SEN-V
genomunun filogenetik analizi, bu virusun 8 farkh genotipinin (A-H) varhgim
ortaya koymaktadir. Bu genotiplerden iki tanesi; SEN virus genotip D (SENV-D)
ve SEN virus genotip H (SENV-H)’nin post transfiizyon hepatitleri ile yakin iliskili
oldugu belirtilmektedir.

Simdiye kadar yapilan ¢alismalar ile hemodiyaliz yapilan hastalarin, SEN-
V’un bulagsmasinda artan bir riske sahip olup olmadiklar1 netlik kazanmamistir.
Bu calismadaki amacimiz, hemodiyaliz ile tedavi edilen hastalarda SENV-D ve
SENV-H’nin prevalansini arastirmaktir.

Hemodiyaliz hastalarindan elde edilen 100 serum 6rnegi, SENV-D ve SENV-H
yoniinden polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile incelendi. Saghkh kan
donorlerinden elde edilen 120 serum 6rnegi kontrol grubu olarak kullanildi.

Hemodiyaliz ile tedavi edilen hastalarda SENV-D prevalans1 %33, SENV-H
prevalans1 %22 olarak saptandi. Kan dondrlerinde ise SENV-D prevalans1 %S5,
SENV-H prevalans1 %20 olarak saptandi. Bizim verilerimiz SEN-V
infeksiyonunun hemodiyaliz ile tedavi edilen hastalarda (%55), kontrol grubundan
(%25) daha yaygin (P<0.05) oldugunu gostermektedir.

Anahtar sozciikler: SEN-V; SENV-D; SENV-H; Prevalans; Hemodiyaliz; Kan
Donorii; Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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ABSTRACT

Prevalence of SEN Virus Genotype D and SEN Virus Genotype H among Patients

on Maintenance Haemodialysis

A recently discovered DNA virus (SEN Virus) has been assumed to be
responsible for post transfusion hepatitis in humans. Phylogenetic analysis of SEN
virus has revealed the existence of 8 different genotypes (A-H). Both of SEN virus
genotype H (SENV-H) and SEN virus genotype D (SENV-D) have been described
as most closely associated with post transfusion hepatitis.

Up to now, it is unclear whether patients on maintenance haemodialysis are on
increased risk for acquiring SEN virus. The goal of present study is to investigate
the prevalence of SEN virus genotype D and SEN virus genotype H among patients
on maintenance haemodialysis.

Serum samples derived from 100 haemodialysed patients were examined for
SENV-D and SENV-H viremia by polymerase chain reaction. 120 serum samples
from healthy blood donors served as a control group.

The prevalence of SENV-D was determined to be 33% (n=33), SENV-H was
determined to be 22% (n=22) among patients on maintenance haemodialysis. The
prevalence of SENV-D was determined to be 5% (n=6), SENV-H was determined
to be 20% (n=24) among healthy blood donors. Our data suggest that SEN-V
infection was significantly more prevalent (P<0.05) in patients on haemodialysis
(55%) than in control groups (25%).

Key words: SEN-V; SENV-D; SENV-H; Prevalence; Haemodialysis; Blood Donor;

Polymerase Chain Reaction
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GIRIS

Giinlimiizde viral hepatit vakalarinin %80’inden fazlasindan bilinen 5 hepatit
virusu (hepatit A-E) sorumlu tutulmaktadir. Bununla beraber, akut hepatitli bireylerin
yaklagik %20’si tiim bilinen hepatit viruslarina kars1 negatif test edilirken, transfiizyonla
iligkili hepatitli hastalarin %10’undan fazlasinda diger viral hepatit etkenlerinin varlig
ileri siirtilmektedir (1).

1999 yilinda Italya’da arastiricilar HIV (Human immunodeficiency virus, insan
immun yetmezlik virusu) ile infekte intravendz (I.V.) ilag bagimlisi bir hastanin
serumundan farkli bir DNA klonu kesfetmislerdir. Daha sonra bu klonun yeni bir virus
oldugu tespit edilmis ve virusa, bu hastanin isminin ilk harfleri olan ‘SEN’ ismi
verilerek adlandirilmis ve virusun insanlarda posttransfiizyon hepatitlerinden sorumlu
olabilecegi ileri siiriilmiistiir (2, 3). Yapilan filogenetik analizlerle, 8 farkli susunun
varligr gosterilen SEN virusun (SEN-V), SEN virus D (SENV-D) ve SEN virus H
(SENV-H) genotipleri, post-transfiizyon hepatitlerine neden olan muhtemel virus
adaylar1 olarak tanimlanmislardir (4).

SEN-V, zarfsiz ve yaklasik olarak 3900 niikleotidten (nt) olusan tek zincirli bir
DNA virusudur. Genom, sirkiiler ve en az 3 ORF’ye (ORF=Open Reading Frame, agik
okuma cercevesi) sahiptir (5). SEN-V’un filogenetik analizi sonucu virusun A’dan-H’ye
kadar isimlendirilen 8 genotipinin mevcut oldugu tespit edilmistir (6). SEN-V ve Torque
Teno virus (TTV) arasinda yakin benzerlik bulunmaktadir ve SEN-V ve TTV
filogenetik olarak benzemektedir. Bu da viruslarin ortak bir ataya sahip oldugunu
gostermektedir (5). TTV gibi SEN-V’de Circoviridae ailesine dahil edilmistir (7).

Saglikli kan dondrlerinde ve genel popiilasyonda aktif infeksiyon siktir. Yiiksek
prevalans sadece bazi SEN-V izolatlart i¢in s6z konusudur. SENV-A, SENV-B ve
SENV-E infeksiyonlarina saglikli kan dondrleri arasinda daha az siklikla rastlanmakta
olup, non-A-E hepatitleriyle iligkili gibi gériinmemektedir. Genotip D ve H i¢in uyumlu
dondr/akut hepatit oranlarinin varligina ve virusun karacigerde replike oldugunu
destekleyen bulgular olmasina ragmen su ana kadar SEN-V ile karaciger patolojisi
arasinda net bir iliski oldugu gosterilememistir (8). Infeksiyonun dogal seyri ile ilgili

cok az bilgi mevcuttur. On yildan fazla siireli kronik infeksiyonlar retrospektif olarak



arastirilmis olmakla beraber bir ¢cok hasta, viremiyi virusa maruz kaldiktan itibaren bir
ay icerisinde temizlemektedir. Ayrica, SEN-V antikorlarin1 tespit edebilecek bir
serolojik test heniliz mevcut olmadigindan dolayi, virusla ilk temasin dogru olarak tespiti
oldukca zordur (6).

SENV-D ve SENV-H genotiplerinin transfiizyon ile iligkili non-A-E
hepatitlerinde, kronik karaciger hastaliklarinda ve hepatoselliiler karsinomada, saglikli
yetigkinlere oranla daha sik rastlandigi bildirilmistir (6, 7, 9, 10). Donér ve alicilar
arasindaki dizi homolojilerinin kiyaslanmasi SEN-V’nun kan ile bulastigini ortaya
cikarmistir (11). Kan transflizyonu yapilan hastalar transfiizyon yapilmayanlara gore
daha yiiksek bir bulagma riski altindadir. Bu hastalarda transfiizyon yapilan kan {initesi
sayist ile artig gosteren oranda bir infeksiyon riski vardir (9).

Hemodiyaliz hastalarimin HCV infeksiyonu gibi kan kaynakli hastaliklara
yakalanma riski altinda olduklar1 bilinmektedir. Zira terapotik prosediirler siklikla kan
transflizyonu ve kan alma ile iliskilidir. Bu viruslarin nozokomiyal yayilmasinin
onlenmesi i¢in ayr1 diyaliz makineleri ve techizatin kullanilmast 6nemlidir (12). Ancak
simdiye kadar yapilan ¢alismalarda hemodiyalizin, hastalarin SEN-V ile infekte olma
riskini arttirip arttirmadigi hususunu agiklayamamislardir.

Bu calismada; hemodiyaliz hastalar1 kandan kaynaklanan hastaliklara
yakalanmada yliksek bir risk oranina sahip olduklar1 i¢in hemodiyaliz ile tedavi edilen
hastalarda, serum SEN-V DNA varligin1t ve iki SEN-V (SENV-D ve SENV-H)
genotipinin prevalansin1 arastirarak bu virusun transflizyonla gegisinin Onemini

degerlendirmeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. SEN VIiRUS (SEN-V)

SEN-V’u 1999 yilinda hepatotropik ozellikli tek zincirli DNA (ssDNA)
viruslarinin yeni bir {iyesi olarak kesfedilmistir (13). 2000 yilinda da bu virus, post-
transfiizyon hepatiti olgularindan izole edilmis tek iplikli bir DNA virusu olarak
tanimlanmistir (8, 10, 12, 14). ilk ¢alismalar SEN-V’{in 26 nm biiyiikliigiinde oldugunu
ve viral genomun yaklasik 3.8 kb uzunlugunda tek iplikli sirkiiler DNA yapisinda
oldugunu ortaya ¢ikarmistir (4, 10, 15, 16, 17, 18, 19, 20). Bu virus daha sonralar

Annelovirus genusunun Circoviridae ailesine dahil edilmistir.

2.1.1. Tek Zincirli DNA (ssDNA) Viruslar1 ve Genel Ozellikleri

Circoviridae ailesi ssDNA viruslarindan olup tek zincirli DNA (ssDNA ) viruslari su
sekilde siiflandirilmastir (21):
e Saptanamayan bakteriyofajlar
» [noviridae
= Microviridae
e Saptanamayan viruslar
*  Geminiviridae
= Circoviridae
»  Nanoviridae

»  Parvoviridae (Parvovirus B19)



2.1.2. Circoviridae ailesinin genel 6zellikleri ve siniflandiriimasi

Bu aile tiyeleri vertabrali viruslari olarak tanimlanmigtir (22).

2.1.2.1. Morfolojisi

Virionlar zarfsiz olup basit bir yapiya sahip kapsid igerirler. Niikleokapsid
yuvarlaktir ve ikozahedral simetriye sahiptir. Kapsid izometrik olup yaricapt 17-24
nm’dir, ancak kullanilan boya tipine gore partikiil yaricap biiyiikliigii degismektedir.
Kapsidler yuvarlak goriiniir ve kapsid yiizey yapisi, konvansiyonel -elektron
mikroskopla bakildiginda, ayirici 6zellikte diizgiin morfolojisi ile ortaya ¢ikar (Sekil-2.1
ve 2.2). Kapsid, 32 kapsomer (i¢i bos morfolojik alt liniteler) igerir (22, 23).

Sekil-2.1. Circovirus ikozahedral sekilli kapsid yapist (17-22 nm) (23).



Sekil-2.2. Elektron Mikroskopisi ile a) Circovidae ailesinden Chicken anemia virus (CAV), b) Procine
circovirus’iin goriiniisi (22).

Circoviridae ailesi; segmentsiz, kiiciik DNA iceren ¢embersel genoma sahip, tek
bir yapisal proteinden olusan (VP1), izometrik kapsidi olan, kendi aralarinda olduk¢a
siirli genomik dizi homolojisi gosteren ve ortak antijenik determinantlar1 bulunmayan
zarfsiz viruslardan olusmaktadir (14).

Genom; monomerik, segmentsiz, kovalent olarak kapanan daire seklinde, tek
molekiil olarak ya negatif polariteli veya ambisense yapida (kismen negatif, kismen
pozitif polariteli) tek zincirli DNA molekiiliinden birini i¢erir. Genomun tamami, 1.700—
2.000 niikleotid uzunlugundadir. Viral genom yapisal veya yapisal olmayan proteinleri
kodlar. Ancak, heniiz lipidleri kodladiklar1 bildirilmemistir (22).

Virionlar hayat sikluslar1 boyunca ekstraselliiler bir transkripsiyon fazina
sahiptirler (22). Replikasyon, parvoviruslarda oldugu gibi hiicre bdliinmesi sirasinda
niikleusta gerceklesir. Hiicre niikleusunda ssDNA (negatif polariteli veya ambisense),
konak tamir enzimleri tarafindan dsDNA formunda kalip olarak kullanilir. dSSDNA daha
sonra, mRNA (Mesenger RNA= mesaj tastyan RNA) iiretimi (proteinlerin translasyonu
icin) ve progeni virionlarinin genom kopyasi i¢in kalip olarak kullanilir. Bu {irtinler
tamamlanmig progeni virionlar i¢inde bir araya toplanir (23).

Virus yasam siklusu boyunca tek tip vertebrali konagi infekte eder. Circoviruslar
cevrede oldukgea stabildir, deterjanlar gibi bir¢ok dezenfektana kars1 direnglidirler (23).

Circoviridae ailesine SEN-V ile beraber TTV ve TTV-benzeri mini virus (TTV-
like mini virus- TLMV) gibi bir grup kiigiik, zarfsiz, sirkiiler (10, 17, 18, 20), tek
zincirli DNA viruslar1 bulunmaktadir (10, 16, 17, 18).



Viral genom ORF1, ORF2 ve ORF3 olmak iizere 3 proteini kodlamaktadir. SEN-
V’in varsayllan ORF3 (putative ORF3; pORF3)’liniin Drosophila melanogaster
topoisomeraz I enzimi ile homoloji gosterdigi, bu sebeple ORF3’lin virusun
replikasyonunda rol oynadigi diistiniilmektedir. pPORF3’{in transkripsiyonel aktivasyon
ve baskilamada aracilik eden ve DNA veya RNA baglayan niikleer bir proteini
kodladig1 diisiintilmektedir (1).

Bagka bir ilging bulgu ise TTV’un ORF1’inde olmayan ancak SENV-A, SENV-
C ve SENV-H’nin ORFI’inin C-ucunda fermuar leucine yapisi bulunmaktadir. ORF1
arg/lys bakimindan zengin domainlere sahip olup olduk¢a hidrofiliktir. SEN-V
genotipleri ORF1’deki varyasyonlara gore birbirinden ayrim gostermektedir. ORF2’nin
fonksiyonu ise hala agik degildir. TTV ORF2’si ile SEN-V ORF2’sinin aminoasit (aa)
dizilerinin sirasi; protein dizilerinin %33.6—42.4 arasinda bir benzerlige sahip oldugunu
gostermektedir. ORF2; SENV-A, SENV-B, SENV-C, SENV-D, SENV-E, SENV-F,
SENV-G ve SENV-H genotipleri i¢in sirasiyla 166, 156, 157, 152, 160, 146 ve 156 aa
icermektedir (1).

ORF3’iin 2545- 2802 (SENV-A) niikleotidleri arasindaki mesafe ORF1’in 3’ucu
ile tst tiste biner, fakat ORF2 ile ayn1 okuma cercevesini (reading frame) kullanir. Bu
protein TLMV’deki yaklasik 130 aa’lik proteinden daha kiigiik olup, 81-88 aa’den
olugmaktadir (1).

SEN virus filogenetik olarak hepatoselliiler hasara neden olabilen DNA
viruslerinin diger bir iiyesi olan TTV’a olduk¢a yakin benzerlik gostermektedir. Bu
virus TTV ile iliskili viruslarin bulundugu Circoviridae ailesinde gruplandirilmistir (1,
13, 24, 25). TTV ve TTV benzeri viruslarin (yani SEN-V ve SANBAN) genetik
iligkisini ve varyasyon derecesi arastirmak i¢in niikleotid dizi analizleri yapilmistir (25).
Yapisal olarak TTV’a benzemesine ragmen, TTV prototipi ile %55’den daha diisiik bir
DNA dizi homolojisi ve %37’den daha diisiik oranda bir aa homolojisi gostermektedir
(Sekil-2.3) (1, 6, 8, 19). Yeni bir grup tek iplikli DNA viruslar1 olan SEN-V formlari;
TTV ve TTV varyantlan ile uzaktan iligkili (15, 16, 18, 19) olmakla beraber TTV
varyantlar1 (SANBAN ve TUSO01’1 iceren) ile ayn1 grup i¢inde siniflandirilmaktadir (15,
16, 18).

Filogenetik analiz ile 3 kesin grubun siniflandirilmasi (TTV, SANBAN/SEN-V

ve YONBAN) acik bir sekilde gosterilmemesine karsin bu 3 virus Circoviridae ailesinin



tiyesidir (25). Bu viruslar 4 farkli gruba ayrilir; Grup 1; SANBAN ve YONBAN
izolatlar, grup 2; prototip TTV izolatlari, grup 3; Panicum Mosaic Virus (PMV)
izolatlar1, grup 4 (veya varsayilan 4. grup) farkli SEN-V izolatlaridir (6, 15, 16).
SANBAN ve TUSO01’in ortak bir atadan evrim gecirerek gelistigi bildirilmektedir (1).
Cizelge—2.1’de goriildugii gibi fiziksel 6zellikleri, genomik yap1 ve organizasyonu, non-
translated bolgenin (%80°den fazlasin1 belirleyen) korunmasi ve ORFI’in
yapt/fonksiyon benzerligi bu 3 virus arasinda yakin bir iliski oldugunu gostermektedir.
Bu nedenle nomenklatiir bu 3 virusu, tek bir virus ailesi i¢inde 3 ayr1 viral tiir olarak

ayirmistir (25). Bu viruslarin taksonomisi Cizelge—2.2’de gosterilmistir.

TTV SANBAN TLMV SEN-V SNTV
Genom DNA DNA DNA DNA DNA
Zincir Tek/sirkiiler Tek/sirkiiler — Tek/sirkiiler Bilinmiyor Tek/sirkiiler
Uzunlugu (nt) 3.852 3.808 2.856-2.897  3.249-3.619 >3.000
Biiyiikliik (nm) 30-50 Bilinmiyor <30 26 30
Dansite (g/ml) 1.31-1.34 Bilinmiyor 1.31-1.34 1.403 1.33-1.35
Polarite Negatif Negatif Negatif Bilinmiyor Bilinmiyor
ORF’leri 3 2 3 3 3
Tasinmast Parenteral/ enterik Bilinmiyor Parenteral Parenteral Parenteral

Cizelge 2.1: TTV ve “TTV-benzeri” viruslarin fiziksel ve biyokimyasal 6zellikleri (25).



Aile Circoviridae

Genus Circovirus

Tiir Porcine circovirus

Tir Beak ans feather disease virus

Tir Bovine circovirus

Tiir Porcine circovirus 2

Tir Columbid circovirus

Tiir Porcine circovirus 1

Tiir Canary circovirus

Tiir Goose circovirus

Tiir Mulard duck circovirus

Tiir Muscovy duck circovirus
Genus Anellovirus

Tiir Torque teno virus (TTV)

Tir TTV-like mini virus

Tiir SEN virus

Tiir Sentiel virus

Tiir Small anellovirus 1

Tiir Small anellovirus 2
Genus Gyrovirus

Tir Chicken anemia virus

Cizelge 2.2: Circoviridae ailesinin taksonomisinde SEN-V’un yeri (26).

SEN-V’iin filogenetik analizi SEN-V’nun A’dan H’ye kadar isimlendirilen 8
farkli genotipinin varligimi géstermektedir (Sekil-2.3) (1, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 18, 20, 27,
28). Ancak son literatiirlerde A’dan I’ya kadar 9 farkli izolat tanimlanmaktadir (13, 29).
Her bir genotip en az %25 oraninda niikleotid sekans farklilig1 ile birbirinden ayridir
(1). Her bir subtip ise 3 ORF’yi kodlayan sirkiiler DNA’daki, %40-50 sekans
homolojisi ile birbirine benzemektedir (29). Bu virus izolatlar1 farkli popiilasyonlarda
degisen siklikta bulunmaktadir (10, 20). Post transfiizyon hepatitlerde genellikle D ve H
genotipleri tespit edilmektedir (4, 12, 14, 16, 27). Bu iki genotipin transfiizyon iliskili
non-A-E hepatitli hastalarin serum 6rneklerinde daha sik ve saglikli kan donorlerinin

serum Orneklerinde daha az siklikta bulundugu bildirilmektedir (10, 20). Ayrica bu iki



varyant arasinda gii¢lii bir iliskinin bulundugu goriilmektedir (17, 19). Bu iliski %40-80

oraninda sekans homolojisi seklindedir (30).

Py
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SENV-E

ABRIEETD

SANBAN

AB5048

— ABIABEZ
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— ABD3BE22

SENMV-G

TLMW

AF1220914

ABQ1TE10 TTV

AF122918
0.1
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Sekil 2.3: SEN-V’un A’dan H’ye kadar isimlendirilen 8 farkli genotipinin varligin1 gésteren ORF1’dizi

varyasyonlarina dayandirilarak olusturulmus filogenetik dendogram (6).



2.1.3. Patogenez

Kismi hepatektomi yapilan iki hastanin hepatoma ve non-kanserdz karaciger
dokusundan alinan pargalarda SEN-V’un spesifik komplementer DNA’sinin (cDNA)
amplifikasyonu, SEN-V’un karaciger i¢inde replike olabildigini gostermistir (1).

SEN virusu hastalarin ¢ogunda genellikle bir ay igerisinde immiin cevap ile
kendiliginden temizlenebilmekle beraber ayni zamanda virus persistan kalarak kronik
infeksiyon da olusabilmektedir. SEN-V spesifik RNA’s1 (muhtemel replikatif ajan)
karaciger dokusu tarafindan c¢evrelenebilmekte ve SEN-V kan transfiizyonu
alicilariminin yaklasik %45’inde bir yili asan bir siire persistan kalmaktadir. Hatta 12 yi1l
kadar uzun bir siire persistan kalarak infeksiyonlar olusturabildigi ve reinfeksiyonlara
sebep olabildigi bildirilmektedir (18, 31).

SEN-V’un persiste kalma yetenegi ¢cok degisken (‘HVR’: hipervariable region,
yuksek degiskenlik gosteren bolge) bolgesindeki mutasyon oranmiyla (yilda, alanda
7.32x107") iliskili olabilecegi belirtilmistir (1, 15, 18). Bu mutasyon oranmin diger DNA
viruslarindan daha yiiksek oldugu ve HCV’u gibi RNA viruslarindaki mutasyon oranina
daha ¢ok benzedigi bildirilmistir (15, 18).

Bir¢cok bireyde SEN-V viremisi birka¢ yil persiste kalabildigi i¢in SEN-V
DNA’s1 pozitif ve negatif hastalarin karaciger dokusunun histopatolojik olarak
incelenmesiyle uzun siireli genis ve prospektif calismalarin yapilmasi gerektigi
belirtilmistir (32).

Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD), Ulusal Saghk Orgiitiiniin yaptig1 bir
calismada; transfiizyon sonrasi infekte olan hastalarin %55’inde infeksiyondan sonra 6
ay icinde ve %74’linde ise baslangigtan itibaren 5 yil i¢inde virusun temizlendigi
bildirilmistir. Birka¢ hastada ise virus yillardan beri temizlenememis, bu ylizden kronik
infekte  hastalarda  virus uzun periyotlar1  takiben sonunda  temizlenip
temizlenemeyeceginin bilinmedigi bildirilmistir (1).

Wilson ve ark., SEN-V varligin1 gosterdikleri enjektorle ilag kullanan kisilerden,
9.3 yil sonra aldiklar1 drnekleri tekrar test etmisler. Orneklerin %61’inde SENV-D’nin,
%75’inde SENV-H’nin hala persiste olarak bulundugunu ve tekrar teste alinan kisilerin

yaklasik yarisinda farkli suslarin bulundugunu bildirmislerdir (31, 33).
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Schroter ve ark., SEN-V viremisini 7 hastada izlediklerini bildirmislerdir. Bu
vireminin gegici oldugunu ancak 2-3 yil boyunca persiste kalabilecegini bildirmislerdir.
SENV-H’nin bu yavas atilmmin TTV ve Hepatit G virusuna benzemekte oldugunu
ifade etmislerdir (4).

SEN-V’un bilinmeyen etiyolojili akut ve kronik karaciger hastalarinda
gozlenmesine ragmen; karaciger hastaliginin  patogenezindeki rolii  heniiz
bilinmemektedir (27). SENV-D ve SENV-H’nin transfiizyon ile iligkili non-A-E
hepatitlerinin etkeni olup olmadig1 arastirilmaktadir. Her ikisininde transfiizyonla
tasindig1 bildirilmektedir. Ancak SEN-V ile transfiizyonla iligkili non-A-E hepatitler
arasindaki iligkisinin olasilig1 gittikce yilikselmektedir, fakat bircok SEN-V ile infekte
kan transflizyonu alicisinda hepatit gelismedigi i¢in SEN-V’un post transfiizyon hepatit
nedeni olabilecegi hala kanitlanamamistir. Buna bagli olarak da SEN-V infeksiyonu ile
karaciger hiicrelerinin hasar1 arasindaki iliskinin agik olmadigi ve daha sonraki
caligmalarin diinya ¢apinda SEN-V infeksiyonun klinikle ilgisini arastirmaya yonelik

olmasinin gerektigi bildirilmektedir (8).

2.1.4. Hepatitlerle fliskili Diger Viruslarin SEN-V’le iliskileri

A-E hepatit viruslar ile iligkili olmayan (non-A-E) bir¢ok viral hepatit vakasinin
meydana geldigini gosteren kanitlar bulunmaktadir. Bu vakalar fulminant, akut, kronik,
post-transfiizyon, toplumdan kazanilan hepatitleri ve hepatoselliiler karsinomay1
icermektedir. ABD’nde yalmiz basina degisik karaciger komplikasyonlariyla kronik
hepatit gelisen kan vericileri arasinda, hala bilinmeyen etiyolojili post-transfiizyon
hepatit gelisen 68.000 civarinda vakanin oldugu tahmin edilmektedir (25).

Giliniimtiizde ise bilinen hepatit viruslar1 A, B, C, D, E ile iligkisi gosterilemeyen,
viral akut ve kronik hepatit ya da siroz olgularinin sayisi tiim diinyada yaklasik 300.000
olarak tahmin edilmektedir (14, 17). Ila¢ toksisitesi, otoimmun hastaliklar, alkol
kullanimi gibi etiyolojide rolii olabilecek tiim faktorleri disarida birakan kesin kriterler
uygulandiginda, akut hepatit ve post-transfiizyon hepatiti olgularinin %10-20’sinde,
etiyolojik ajanin; bilinen hepatit viruslarina ait protein, antikor veya niikleik asitlerin

tespitinde kullanilan duyarli yontemlere ragmen tanimlanmasit miimkiin olmamaktadir.
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Bu nedenle Non-A-E hepatitleri ile iliskilendirilebilecek yeni viruslarin tanimlanmasi

amaciyla yapilan arastirmalar giinlimiizde de devam etmektedir (14).

2.1.4.1. Hepatit G Virusu (HGV veya GBV-C)

1995 yilinda (14, 25, 34) Simons ve ark., tarafindan (25) Hepatit G Virus
(HGV)’u, non-A-E hepatitin onemli etiyolojik etkeni olarak (25), idiyopatik kronik
hepatitli iki farkli olgudan izole edilerek tanimlanmistir (14). Daha sonraki ¢aligmalar,
HGV’nun; floresans in situ hibridizasyon (FISH), Northern blot analiz ve immuno-
histokimyasal boyama yontemleriyle, hepatotropik bir virus oldugunu ortaya
cikarmistir. Daha sonralar1 bu virus Flavivirus ailesine dahil edilmistir. Bircok HGV
infeksiyonunun asemptomatik bir sekilde, kisa siirede, kendi kendine iyilestigi ¢esitli
caligmalarda gosterilmistir (25).

HGYV; Flaviviradae ailesinde incelenen zarfli, ikozahedral simetrili, pozitif
polariteli bir RNA virusudur. Genomik organizasyon agisindan HCV’ye benzerlik
gostermektedir. Viral genom yaklasik 9500 nt’den ibarettir (14).

Farkl1 gruplarin ¢alismalar1 da, HGV nun hepatotropik 6zelligini ve karacigerde
replike oldugunu gostermistir. Eldeki veriler, HGV’ nun bazi akut ve kronik hepatitlerde
sorumlu olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak bazi ¢alismalarda ise, saglikli ve hasta
populasyonlarinda benzer oranlarda gosterilmesi ve Non-A-E hepatitlerinin yalniz %3-
16’sinda virusun saptanabilmis olmasi, bu olgularda aranan etiyolojik etken olmaktan
uzak olduguna isaret etmektedir. Ayrica virusun tek basina veya diger hepatit viruslari
ile koinfeksiyon hallerinde fulminant hepatit olusturabilecegine iliskin kanitlar da
bulunmaktadir (14).

HGV’nun ¢oklu kan transfiizyonu almis kisilerde ve hemodiyaliz hastalarinda
yiiksek oranda saptanmasi, virusun en 6nemli bulasma yolunun kan ve kan iiriinleri
aktarimi oldugunu diistindiirmiistiir (14).

Epidemiyolojik veriler, virusun diinyanin gesitli bolgelerinde bulundugunu ve
saglikli popiilasyonlarda %1—4 oraninda saptanabildigini gostermektedir (14). Yiiksek

riskli gruplar olarak kabul edilen hemofili hastalari, ¢oklu transfiizyon almis kisiler,
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intravendz ila¢ kullananlar gibi popiilasyonlarda prevalans daha yliksek olarak
izlenmektedir (14, 34).

Giinlimiizde ise HGV infeksiyonlarinin, non A-E hepatit vakalarinda %20’den
daha az siklikta bulundugu gosterilmisir. Bu sonugla, ilave non A-E hepatit viruslarinin
arastirmasi devam etmistir. 1997°den beri 5 muhtemel non-A-E virusu tanimlanmustur.
Bu viruslar; TTV, SANBAN virus, TLMV, SEN-V ve Sentinel virus (SNTV)’tiir. Bu
viruslarin karakteristik 6zellikleri Cizelge—2.1’de gosterilmistir (25).

1997-2000 yillart arasinda birbirlerine oldukg¢a benzer 6zelliklere sahip ii¢ yeni
virus; TTV, TLMV ve SEN-V; non-A-E ve post-transflizyon hepatitleri ile iliskili olarak
(14, 17, 27) molekiiler biyolojik yontemlerle tanimlanmis ve ortak bir kokene sahip

oldugu ortaya konulmustur (14).

2.1.4.2. TT Virus (TTV)

Virusun DNA’s1 ilk kez 1997 yilinda Japonya’da bir post-transfiizyon hepatiti
olgusunda saptanmistir (14, 34). TTV zarfsiz ve 30-50 nm partikiil biyikligiine
sahiptir. Negatif polariteli sirkiiler tek zincirli DNA genomu 3852 nt uzunlugundadir.
Virus; bilinen en az 16 genotipinin kodlandig1 bolgede %30°dan fazla genetik ¢esitlilik
gostermektedir (25).

Virusun iki farkli genomik DNA dizisi arasinda %50°den fazla farklilik
saptanabilmekte ve ORF1’in igerisinde izolatlar arasi farkliliklarin belirgin olarak
bulundugu ‘yiliksek degiskenlik gdsteren bolgeler” (HVR 1, 2, 3) bulunmaktadir.
Gilinltimiizde virusun cografi dagilimu ile ilgili gériinmeyen 25’in iizerinde viral genotip
tanimlanmistir. Ayrica genotipler arasinda rekombinasyon olaylarinin siklikla meydana
geldigi bilinmektedir (14).

TTV’un taksonomisi konusunda heniliz uluslararast bir goriis birligi
olusmamistir. TTV izolatlari, genel oOzelliklerinin benzerligi nedeniyle c¢ogunlukla
Circoviridae ailesi i¢inde incelenmekle birlikte, virusun yliksek derecede genetik
cesitlilik gosterdiginin saptanmasi ve tanimlanan bir¢ok yeni genotip ve virus

varyantlarina ait verilerin artmasi ile smiflandirmalar gliglesmistir. Ancak virusun
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sirkiiler DNA’dan olusan genomu ve genomik organizasyonun benzerligi nedeniyle
Circoviridae ailesinde incelenmesi onerilmektedir (14).

TTV’un viicuda girdikten sonra primer ¢ogalmasini gergeklestirdigi hedef doku
ve organlar kesin olarak tanimlanmamistir (14). TTV’un karaciger dokusunda
replikasyonunun indirekt olarak kanitlandig: bildirilmektedir. Karaciger biyopsilerinde
in situ hibridizasyon ile TTV’un tespiti de bildirilmektedir. Ancak hibridizasyon
bulgularinda hepatositlerde hi¢bir morfolojik degisiklik gézlenmemis olmasi, karaciger
patogenezinde 6nemli bir rolii olmadigini isaret etmektedir (25). Ayrica daha sonralari,
TTV’a ait DNA’ya Non-A-E hepatitli olgularda, etiyolojisi bilinen diger hepatitlerde,
bircok hastalikta ve saglikli kan donérlerinde saptanabilmistir (14).

TTV saglikli popiilasyonda ve kronik karaciger hastalarinda yiiksek siklikta
bulunabilecegi bildirilmistir. TTV’un insanlarin disinda diger primatlarda da tespit
edilebildigi bildirilmistir (34). TTV infekte bireylerin ve tavuk (%19), inek (%25),
domuz (%20) ve koyunlar1 (%30) iceren ciftlik hayvanlarinin; safra, diski, kan ve kan
iriinlerinde bulunduktan sonra, virusun parenteral olarak ve fekal-oral yolla enterik
olarak tasinabilecegi bildirilmistir (25, 34). TTV DNA’st TTV ile infekte hastalarin
salya (%78) ve semen (%60)’lerinde de yiiksek oranda bildirilmistir. Bu sekilde
bulagsma Amerika’da %33, Japonya ve diger iilkelerde %92 oraninda bildirilmistir (25).

TTV kirsal ve kentsel yerlesim bolgeleri arasinda fark olmaksizin tiim diinyada
saptanmaktadir (35). Virusun duyarli saptama sistemleri ile bazi bolgelerdeki
prevalansinin %90-95 gibi ¢ok yiiksek oranlarda oldugunu gostermektedir (14).

Bu giine kadar kronik karaciger hasarinda TTV’un katkis1 veya akut sporadik
hepatit, hepatoselliller karsinoma veya non A-E hepatit ile hicbir iligkisi
gosterilmemistir. Virusun dogada her yerde bulunmasi sebebiyle hem saglikli kan
dondrlerinde hem de genel popiilasyonda oldukga yiiksek siklikta rastlanabilmektedir
(25).

2.1.4.3. SANBAN virus

Orijinal Okamoto primerleri ile TTV DNA’s1 polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

negatif olan bir insanin serumundan SANBAN olarak isimlendirilen bir izolat
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bildirilmistir. SANBAN tek zincirli, sirkiiler DNA’s1 ile TTV’a benzer, fakat daha 6nce
bildirilen TTV’un en uzun izolatindan 44 nt daha kisadir. Giinlimiizde SANBAN
virusunun taginma sekli, hepatotropik 6zelligi ve hastalikla iligkisi bilinmemektedir

(25).

2.1.4.4. TTV Benzeri Mini Virus (TTV-like mini virus, TLMYV)

TLMV ilk kez 1999 yilimin sonunda kan donérlerinde TTV prevalansinin
saptanmasi1 amaciyla Japonya’da yapilan bir arastirma sirasinda gosterilmis ve TTV’a
olan benzerlikleri nedeniyle TTV benzeri mini virus (TTV-like mini virus, TLMV) adini
almis (14) ve beraberinde chicken anemia virusu (CAV=Tavuk anemi virusu) identifiye
edilmistir. TLMV tek zincirli zarfsiz, dansitesi TTV’a benzer fakat yaklagik 100 nt’lik
korunmus bolge ve G-C’den zengin kisim disinda TTV ile belirgin dizi homolojisi
gostermedigi saptanmisti. TLMV, TTV ile benzer dansiteye sahip olmasina karsin viral
partikiillerin TTV’dan daha kii¢lik oldugu belirtilmistir (14, 25).

Bu virus TTV ile ko-infekte saglikli normal 3 kan dondriinden izole edilmistir.
TLMV’nin genomu yaklasik 2860 nt’den (TTV’dan en az 1000 niikleotid daha az)
olusmaktadir. Ancak TTV, TLMV ve CAV’in niikleotid ve aminoasit dizileri
karsilastirildiginda bu ii¢ virusun birbiriyle iligkili olmadig1 gosterilmistir (25).

TTV’da oldugu gibi TLMV’de de ¢ok yiiksek diizeyde genetik c¢esitlilik
izlenmektedir. Epidemiyolojik o6zellikleri TTV’a benzeyen virus farkli biyolojik
orneklerden izole edilebilmekte, toplumda yliksek oranda saptanmakta ve infekte
kisilerde bir¢ok genotipi bulunmaktadir (14).

SEN-V ile iliskili bu viruslarin benzer olabilmeleri ile iliskili olarak;
patojenitelerinin tam olarak bilinmemesi ve tasinma sekillerinin bir sonucu olarak da bu
viruslarin hepsinin tek bir ailenin iiyesi olduklar1 agiktir. Patojenitelerindeki eksiklik,
virus ve konak arasinda karsilikli adaptasyon veya muhtemelen spesifik hiicresel
reseptor baglayan yapilarinin az olmasina ve hiicreden hiicreye viral yayilimin ve buna
bagl olarak sitopatojenitenin engellenmesi gibi bir ¢ok faktdre bagli olarak meydana
gelebilecegi disiiniilmektedir. ‘Zararsiz TTV veya TTV benzeri viruslarin bu

tiplerinden orphan (6ksiiz) viruslar olarak s6z edilmektedir. Ama bu orphan viruslar
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terimi 1950’lerde hiicre kiiltiiriinde izole edilen, fakat bilinen hi¢bir hastalikla
iliskilendirilmemis olan viruslar1 tanimlamak icin orijinal olarak uydurulmustur. Bu
parenteral viruslarin; konaklarina karsi1 zararsiz olabilecekleri varsayilmis ve daha iyi

bir tanimlama ismi olarak ‘endosymbiont’ kelimesi uygun goriilmiistiir (25).

2.1.5. SEN-V’un Laboratuvar Tanis1

SEN-V’un karaciger hasarina neden olup olmadig1 net olmamakla beraber, post
transfiizyon hepatiti gelisen kan transflizyonu vericilerinin kanlarinda SEN-V
DNA’sinin ortaya ¢ikarildigi ve kronik karaciger hastalikli ve/veya ayni risk faktorlerine
sahip hastalar arasindaki SEN-V infeksiyonunun yiiksek oranda gorildigi
bildirilmektedir. Baska bir deyisle yiiksek SEN-V prevalansi genel popiilasyonda da
bulunabilmektedir ve bunlarin ¢ogunun karaciger hastaligina sahip olmadigi
diistiniilmektedir. Ayrica hepatik fonksiyon ve karaciger enzim anormallikleri; SEN-V
durumu ne olursa olsun kronik viral hepatitli hastalarinkine benzer oldugu
bildirilmektedir. Bu bulgularin hepsi; TTV ile yakin iliskili oldugunu fakat sadece SEN-
V’un insanlarda akut ve /veya kronik karaciger hastaligina neden olabilecegini ileri
stirmektedir. Bu sebeple, hasta takip baslangicinda, bilinen biitiin SEN-V genotiplerinin
izleme teknikleri ile belirlenmesinin mantikli oldugu diisiiniilmektedir (13).

Glniimiizde SEN-V’un tespit edilmesi; spesifik primerler kullanilarak
uygulanan PZR ile yapilmaktadir. Ayrica genotipleme, PZR’yi takiben elde edilen
tirtinlerin, SENV-D ve SENV-H genotiplerine spesifik, biotinle isaretlenmis problarla
hibridizasyonu ile yapilmaktadir. Bu amagla gelistirilmis ticari kitler mevcuttur (DNA
enzyme immunoassay, DEIA) (13, 15). Karaciger hasarina diger SEN-V genotiplerinin
neden olup olmadigi bilinmediginden, dnce genotip spesifik testlerle biitlin SEN virus
genotiplerinin izlenmesini saglayan bir teknigin avantajli olabilecegi ifade edilmektedir
(13).

Spesifik antikorlarin gerekmedigi ve teknigin biitiin bilesenlerinin kolayca elde
edilebildigi PZR ile gergeklestirilen viral testler birgok laboratuvarda
gerceklestirilebilmektedir. Kojima ve ark., (13) SEN-V izleme teknigi olarak AI-1F ve

AI-1R genel primerlerini kullanarak amplifiye edilen PZR iiriinlerini incelemislerdir.
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Biitiin bilinen SEN-V genotipleri ile meydana gelebilen infeksiyonlar1 belirleyebilmek
i¢cin, genomik dizi analizi ile dogrulanan tekniklerin spesifitesi ve sensitivitesinin, DEIA
teknigi ile elde edilenden daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir (13).

TTV gibi SEN-V de yiiksek genetik ¢esitlilige sahiptir. Tanaka ve ark., (6) SEN-
V genotipleri arasinda niikleotid homolojisini %52—-78 olarak, ORF1’in aminoasit
sekansinin homolojisini ise %39—77 olarak bildirmislerdir (6). Kojima ve ark., (13) PZR
triinlerinin dizi analizini gerceklestirmisler ve SEN-V genotiplerinde yiiksek genetik
cesitliligi  dogruladiklarmi  bildirmislerdir. ilging bir sekilde, bilinen SEN-V
genotipleriyle ve TTV ailesiyle diisiik homolojiye sahip c¢esitli klonlar bulduklarini
bildirmislerdir. Bu klonlarin yeni SEN-V genotipi olup olmadigimi daha sonraki
calismalarin gosterecegini bildirmislerdir (13).

Karaciger hastaliginin nedeninden sorumlu olan SEN-V genotipleri agik
olmadigindan SEN-V ile karaciger hastaligi arasindaki iliski ile ilgili 6nemli
incelemelerin, genotip spesifik PZR ve/veya dizi analizi ile yapilabilecegini
bildirilmistir. Kojima ve ark., (13) SENV-D genotipleriyle meydana gelen infeksiyonun
tespitinde; D-spesifik primeri kullandiklar1 teknigin spesifite ve sensitivitesini yeterli
oldugunu saptamiglardir. H-spesifik primerlerin SEN-V’un diger genotipleriyle
(6zellikle SENV-E) carpraz reaksiyon verdigini ve teknigin gelistirilmesi gerektigini
bildirmislerdir (13).

SEN-V’un tespit edildigi PZR’in sensitivitesi kullanilan primerlere baglhdir.
SEN-V prevalansinin; farkli primerleri kullanan arastiricilarin ¢alismalarinda, degisik
oranlarda tespit edildigi goriilmektedir (1).

Kojima ve ark., genel SEN-V izleme ve genotip spesifik teknik adi verilen 2
PZR teknigini gelistirmislerdir (1).

PZR ile gosterilen biitiin SEN-V genotiplerinin ve SEN-V ile iligkili sekanslarin
spesifitesi 20/20°dir (%100). Genotip spesifik PZR ile SENV-D ve SENV-H’nin
spesifitesi 7/7 (%100) ve 7/11 (%64) olarak bildirilmistir (1).

Al genel primerleri ile yapilan PZR’nin SEN-V infeksiyonunu izlemede faydali
oldugu ve ileri ¢aligmalarda ise, dizi analizinin SEN-V’nun karaciger hastaligindaki
potansiyel etkinliginin ortaya c¢ikarilmasinda kullanilmaya devam edilecegi

bildirilmektedir (13).
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2.1.6. Epidemiyoloji

Akut ve kronik karaciger hastaliginin degisik formlari ile birlikte bulunabilen
viral hepatitler diinya ¢apinda biiyiik bir halk sagligi problemi olarak bulunmaktadir
(34).

Tiim diinyada oldugu gibi, lilkemizde de 6nemli saglik sorunlarindan birisi viral
etiyolojili karaciger hastaliklaridir. Viral hepatit tablosuna yol agan en az bes farklh
virusun (Hepatit A-E viruslar1) tanimlandigi bilinmektedir. Asil hedefleri karaciger
olmayan ancak ender de olsa hepatite yol acan diger bazi viruslar (Herpes simpleks
virus-HSV, Sitomegalo virus-CMV, Ebstein Barr virus-EBV, Adenovirus, Parvovirus,
gibi) bir yana birakilir ise, hepatositlere tropizm gosteren bu bes virusu bulas yollarina
gore iki grupta toplamak miimkiindiir (14);

1. Fekal-oral yoldan bulasan; hepatit A virusu (HAV) ve hepatit E virusu (HEV)
2. Parenteral yoldan bulasan; hepatit B virusu (HBV), hepatit C virusu (HCV) ve
hepatit delta virusu (HDV)

Bu listeye HGV, TTV ve SEN-V gibi etiyolojisi belirlenmemis hepatit
olgularindan izole edilen, ancak patojeniteleri konusunda bazi kuskular bulunan {i¢ yeni
etkeni de ilave etmek miimkiindiir (1, 34).

Bilinen hepatit viruslarinin hepsi negatif bulunan bir¢ok hepatit hastast olmasi
nedeniyle hastalifa neden olan bagka patojenlerin oldugundan siiphe edilmistir. Nedeni
bilinmeyen akut hepatit vakalarmmin %10-20’si, kronik hepatit vakalarimin %30’u,
fulminant hepatit vakalarinin %50-60’1ndan SEN virusunun sorumlu olabilecegi
bildirilmistir (17). A, B, C, D, E hepatit viruslar transfiizyonla iliskili viral hepatit
vakalarinin %80’inden sorumludur. Geriye kalan %20’lik kisimdan da bu virusun
sorumlu tutuldugu bildirilmektedir (2, 36).

SENV-A ve SENV-E’nin kan donérlerinde prevalansinin diisiik bulundugu
bildirilmistir. Fakat non A-E hepatit ile iliskisi a¢ik bir sekilde ortaya konamamaistir (8).
Italya’daki arastiricilar, kan dondrlerindeki SEN-V izolatlarinin prevalansini; SENV-E
icin %0, SENV-C i¢in %2, SENV-B i¢in %13 olarak bildirilmislerdir (37). Ancak
SENV-D ve SENV-H prevalansinin dondrlerde %1’den daha az, transfiizyon ile iligkili
non A-E hepatit vakalarinda ise %50’den daha fazla olmasi bu viruslerin transfiizyonla

tasindigini ortaya koymaktadir (8).
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HCV’nin klonlanmasindan ve bu patojen i¢in duyarli serolojik ve molekiiler
analizlerin gelismesinden sonra, transfiizyon ile iliskili hepatitlerin insidansinda biiytik
azalma meydana gelmis olmakla beraber transfiizyon ile iligkili hepatit vakalarinin
yaklasik %10’u ve toplumdan kazanilan hepatit vakalarinin %20’sinde ilave etkenlerin
varligini isaret eden bir etiyoloji tanimlanmamustir (8). Non A-E hepatitlerle iliskili
HGV olarak isimlendirilen bir DNA virusu yakin zamanlarda klonlanmistir (10, 27).
Ancak daha sonraki calismalarda; HGV ve TTV, non B-C hepatoselliiler karsinoma
(HSK)’nin major etiyolojik etkeni olarak gosterilmedigi ve bunlarin hepatotropik
olduklarinin daha dogrulanmadigi bildirilmistir (27). Ayrica son yapilan bircok
calismada da HGV ve TTV’un klasik hepatit viruslar1 gibi karaciger hastaligina neden
olmadig1 belirtilmistir (10).

TTV, 1997°de gosterilebilir farkli analizlerle (Representational Different
Analysis-RDA) kesfedilmistir. Bes post transfiizyon hepatit vakasinin 3’iinde tespit
edilmis ve non A-E hepatitlerinin potansiyel nedeni olarak ileri siiriilmiistiir (8). Non A-
E hepatit vakalar1 ve kontroller, belirleyici TTV primerleri kullanilarak test edilmis
fakat transflizyon iliskili hepatit ile iliskisi bulunamamistir. Ayrica Japonya’da TTV
genomunun daha saklanmig bolgesi i¢in primerler kullanilarak yapilan ¢aligmada, etken
Japon kan dondérlerinin %90’undan fazlasinda bulunmustur (8, 20). Artik TTV’un
transfiizyon ile iligkili hepatitin nedeni oldugu ihtimali iizerine ortaya atilan goriisler
azalmistir. Daha sonralar1 yapilan diger ¢alismalar da, TTV’un yiiksek prevalansi ve
transfiizyon ile iligkili hepatitlerle iliskisinin olmadigint dogrulamistir (8). Bu doneme
yakin zamanlarda A-E hepatit viruslart veya HGV’nun viral gostergelerine
rastlanmayan fakat transaminaz seviyesi yiiksek, post transfiizyon hepatitli bir hastanin
plazmasindan SEN-V olarak isimlendirilen yeni bir DNA virusunun klonlandigi
bildirilmistir (27).

SEN-V; farkli oranlarda tespit edilmesine ragmen, ¢alismalarin yapildig1 biitiin
ilkelerde endemik oldugu ortaya ¢ikmistir. Amerika’da, goniillii kan donoérlerinin biiyiik
bir kismu test edilmis ve prevalansi Italya’da bildirilenlere benzer bir sekilde %1.8
oraninda tespit edilmistir. Ancak Japonya’da, goniilli kan donoérlerinin %10’u ve
Taiwan’dakilerin  %15°1 pozitif olarak bulunmustur. Kanada’da, saklanan kan
orneklerinin retrospektif g¢alismasinda popiilasyonun %36’sinin SEN-V ile infekte

olarak bulundugu bildirilmistir (1, 29). Yapilan bir g¢alismada; kalp operasyonu
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sonrasinda hastalarda SEN-V prevalansi izlenmis, SEN-V kan transfiizyonundan sonra
hastalarin  %30’unda, transfiizyon olmayanlarin ise %3’linde bulunmustur. Ayni
calismada, 12 {initeden daha fazla transflizyon aldiktan sonra, oran %45.2’ye ¢iktig1 icin
SEN-V infeksiyon oraninin transfiize edilen {initelerin total sayisi ile arttig1 bildirilmistir
(1).

Tiirkiye’de Elazig ilinde 180 saglikli ¢ocukta yapilan SEN-V prevalansi
calismasinda ¢ocuklarin 25’inde (%14) SENV-D ve 15’inde (%8.3) SENV-H pozitifligi
belirlenmistir. Bu ¢alismada arastiricilar yiiksek oranda SEN-V varligini belirlediklerini
ve bu virusun yalnizca parenteral yoldan degil parenteral olmayan yollarla da
bulasabildigine isaret etmislerdir (38).

Japonya’da c¢ocuklarda yapilan SEN-V prevalans c¢alismasinda SENV-D
fulminant hepatitli ¢ocuklarda %60, akut hepatitli ¢ocuklarda %5, kronik hepatitli
cocuklarda %11, kontrol grubunda %13 ve gebe kadinlarda %15 oraninda tespit
edilmistir. SENV-H fulminant hepatitli ve kronik hepatitli ¢ocuklarin higbirisinde
bulunamamis olmakla beraber akut hepatitlilerin %5’inde, kontrol grubunun %2 ’sinde
ve gebe kadinlarin %12’sinde tespit edilmistir. SENV-D akut veya kronik hepatit ile
kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik bulunmamig ancak, SENV-D tespit orani
fulminant hepatitlilerde kontrollerden anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur. SENV-
H’nin tespit oraninda ise, hepatit vakalar1 ve kontroller arasinda anlamh bir farklilik
bulunmamis olmakla beraber, SENV-H saptama oraninin gebe kadinlarda kontrollerden
anlamli bir sekilde yiliksek oldugu bildirilmistir. Ayrica, SENV-D’nin fulminant hepatit
i¢in bir risk faktorii olabilecegi bildirilmistir (17).

Bagka bir ¢alismada; kan transfiizyonu almamasina ragmen ameliyat sonrasi
kiictik bir oranda SEN-V ge¢mesi nedeniyle, SEN-V’un hastane sartlarinda iatrojenik
yollarla taginmasinin miimkiin olabilecegi bildirilmistir (1). Ayrica Kanada’nin bir
bolgesindeki fekal-oral yol ile tasinan akut hepatit-A infeksiyonlu hastalardaki SEN-V
prevalansinin saglikli erigkinlerdekinden daha yiiksek olmasi nedeniyle, SEN-V’un bu
yiiksek prevalansini paranteral olmayan bir taginma yolunun olabilecegi gergegine
dayandirmiglardir (1, 29).

SEN-V infeksiyonun anneden bebege taginmasinin gosterilmesi amaciyla 30
annenin dahil edildigi bir ¢aligmada, annelerin 15’inde SEN-V izole edildigi
bildirilmistir. Otuz bebekten 13’ii ise SEN-V yoniinden pozitif hale gelmistir (1, 37).
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2.2. POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU (PZR) TEKNIGi

PZR, 1985 yilinda ilk kez Kary Mullis tarafindan amplifikasyona dayanan
sistem olarak kesfedildi (39). Giiniimiizde ise molekiiler biyolojinin temel uygulama
tekniklerinden birisidir.

PZR, niikleik asitlerin in vitro sartlarda replikasyonu i¢in gelistirilmis bir tiip test
sistemidir. Hedef DNA/RNAnin selektif olarak amplifikasyonuna imkan verir. Invivo
sartlarda boliinen bir hiicrede DNA’nin replikasyonu c¢esitli enzimler tarafindan
diizenlenen ve genomun kopyalanmasi ile sonuglanan bir iglemdir. Bir test tlipii
icerisinde gerceklestirilen PZR’de in vivo cogalma ornek olarak alinmustir. Yalnizca
DNA polimeraz enzimi yardimi ile genomun tamami degil, spesifik bdlgelerin
kopyalanmasi gergeklestirilir (40).

Amplifikasyon bazli teknikler; birinci reaksiyonda iiretilen biitiin niikleik
asitlerin bir sonraki reaksiyon i¢in kalip gorevi gordiigii, bir birini izleyen siklus serisi
icinde tekrarladiklar1 i¢in ‘zincir reaksiyonu’ (chain reaction) olarak adlandirilmistir
(39).

PZR dizisi bilinen iki bolge arasinda uzanan DNA par¢asini ¢ogaltmak i¢in
kullamlir. iki tane oligoniikleotid, DNA polimeraz tarafindan katalizlenen bir seri
sentetik tepkimenin primerleri olarak kullanilir. Bu oligoniikleotidler farkli dizilere
sahip olup, kalip DNA’nin karsilikli dizilerinde baglanirlar. Kalip DNA ilk once
primerlerin varliginda denatiire edilir. Reaksiyon karisimi daha sonra, kalip dizilere,
primerlerin baglanmasi i¢in gereken sicakliga diisiiriiliir. Baglanmis olan primerler,

uygun sicakliga ¢ikartilarak DNA polimeraz ile uzatilmasi saglanir (41).
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dsDNA

1. Yiiksek sicakhk ile
zincir denatiire olur.

I 2. Primerler baglanir.

== | erarre| 3. Primerlerden itibaren
sentez baslar.

Sekil 2.4: PZR asamalari (42).

Kisaca PZR, temel olarak tekrarlayan 3 agamali bir yol izler (Sekil-2.4) (43).

Bunlar:

1. Cift iplikli DNA (dsDNA)’nin 1s1 (90-95°C) ile tek iplikli DNA (ssDNA)’ya
denatiirasyonu

2. Ortammn 40-60°C’ye sogutulmasiyla primerlerin (spesifik sentetik
oligontikleotidler) ssDNA’ya baglanmasi (anneling)

3. Sicakligin 70-75°C’ye ylikseltilmesiyle ssDNA kaliplarina baglanmis olan
primerlerden dogru 5°-3’ ydniinde zincir uzamasimin (elongasyon)

gergeklesmesi (43)

Zincir uzamast asamasinda kalip DNA’ya baglanmis primerlerin 3’-OH
gruplarina kalip DNA’daki bazlara uygun olarak deoksi-niikleotid-tri-fosfatlar (dINTP)
baglanarak zincirin uzamasi saglanir. Bu islem 1siya dayanikli bir DNA polimeraz

enzimi olan 7ag polimeraz ile katalize edilir (Sekil-2.5) (43).
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Sekil 2.5: Zincir uzamasi (43).

Uzamayi takiben orijinal DNA segmenti; yeni cDNA’lar ve bunu takiben yeni
kalip DNA’lar olusturur. Boylece her PZR siklusunda mevcut spesifik DNA miktar1 iki
katina ¢ikmaktadir (43).

Uygun sartlarda meydana gelen, denatiirasyon, baglanma ve uzama ile meydana
gelen ilk basamak amplifikasyon islemi ile DNA sentezi gerceklesir. Daha sonra bu
islem bir¢ok kez tekrarlanir (41). Eger bu li¢ siklus tekrarlatilirsa yani yeni zincirleme
reaksiyon baglatilirsa, her siklusta bir Oncekinin iki katt DNA molekiilii (sadece
primerler arasinda kalan bolge) elde edilir. Bu diizen dahilinde yapilan yaklagik 20-35
siklusun tamamlanmasiyla hedef niikleik asitin miktar1 goriiniir bir sekilde milyon-

trilyon kez (10°~10'%) artmaktadir (Sekil-2.6) (39) .
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Sekil 2.6: PZR dongiileri (44).

Reaksiyon ortamindaki tiim bilesenlerin (tampon, niikleotidler, primerler, DNA
ve enzim) termostabil olmalar1 nedeniyle, her siklus i¢in sadece belirtilen sicaklik
degisikliklerinin yapilmasi yeterlidir. Bu islem programlanabilir bir cihaz (thermal

cycler, 1s1 dongii cihazi) ile otomatik olarak yapilmaktadir.
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2.2.1. Polimeraz Zincir reaksiyonunun bilesenleri

Standard bir PZR reaksiyonu genellikle 50-100 pL’lik bir hacimde, 50mM KCI,
10 mM Tris-HCI (pH 8.4), 1.5 mM MgCl,, 100 pug/mL jelatin, 0.25 uM primer ¢ifti, 200
uM dNTP (herbir dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1-2.5 U Taq polimeraz ve 6rnek DNA’ nin
varhiginda gergeklestirilir. Reaksiyon termal dongiilerin programlandigi ve uygulandigi
bir termal cycler’da gerceklestirilir. Genel olarak 94°C’de 20 sn’lik denatiirasyon,
55°C’de 20 sn’lik baglanma ve 72°C’de 30 sn’lik uzamadan olusan 30 siklusluk bir
dongii programi farkli uzunluklardaki bir¢ok hedef dizilerin amplifikasyonu igin
kullanilabilir (43).
PZR’nin bilesenleri:
e Enzim
e Deoksiriboniikleotid Trifosfatlar (INTP)
e PZR Tampon igerigi
e Oligoniikleotidler (Primer)
e Hedef Diziler

e Sicakliklar ve Dongii Parametreleri

2.2.1.1. Enzim

Oldukca yaygin kullanilan DNA polimeraz, Thermus aquaticus’dan izole edilen
Taq polimerazdir. T. aquaticus’un avantaji, yiiksek sicakliga dayanikli olmasidir. Ancak
diger termostabil DNA polimerazlar da kullanilabilmektedir. 7. thermophilus DNA
polimeraz, Bacillus stearothermophilus DNA polimeraz ve Thermococcus litoralis
DNA polimeraz gibi alternatif termostabil enzimler de kullanilabilmektedir. 7agq
polimerazin aktivitesi kabaca 65—72°C arasinda iki katina ¢iktig1 i¢in ¢alismadaki 1s1 da
onemlidir. 7aq polimeraz aktivitesi 10 mM Tris’de 8.2-9.0 pH araliginda (25°C’de
Olctilen) optimaldir ancak daha diisiik veya yliksek pH araliginda aktivitesi azalmaktadir
(45).

PZR protokollerinde kullanilan enzimlerin konsantrasyonu onemli derecede

degiskendir. Giiniimiizde en siklikta tercih edilen 7aq polimeraz c¢ogunlukla
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reaksiyonlarda 1-2.5 U/ 100 pL konsantrasyonlarda kullanilir. Enzim konsantrasyonu
cok yiiksek oldugunda non-spesifik eslesme, diisiik oldugunda ise zayif amplifikasyon
etkisi olur (41).

2.2.1.2. Deoksiriboniikleotid Trifosfatlar (dANTPs)

dNTP’lerin optimal konsantrasyonu her reaksiyon i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmali ve
Mg *? konsantrasyonu ile uyumlu olarak kullanilmalidir. Genelde dNTP konsantrasyonu
20 ile 200 mM arasindadir. Yiiksek konsantrasyonlar diisiik reaksiyon spesifitesi ve
yiiksek maliyet ile sonuglanirken, diisiik konsantrasyonlar normale gére daha az iirlin
eldesi ile sonuglanir (41).

dNTP’lerin herbiri liyofilize veya notralize sulu soliisyonlar olarak elde
edilebilir. -20°C’de herbiri birka¢ ay stabildir fakat liyofilize olanlarin kullanmadan
once KOH ile noétralize edilmeleri gerekebilir. ANTP’ler son konsantrasyonlari 100 mM
olacak sekilde hazirlandiklar1 zaman, kiigiik hacimlerde (herbir 20 mM dNTP’den 50
ul) paylastirilabilirler ve birkag ay -20°C’de 100 katli konsantrasyon seklinde
saklanabilirler (45).

2.2.1.3. PZR Tampon I¢erigi (Reaksiyon Buffer)

Cesitli reaksiyon tamponu formiilasyonlar bildirilmistir fakat 1988°de Saiki ve
ark.,’nin tanimladigina benzer bir goriis birligi ortaya ¢ikmaya baslamistir. Buna gore
bir PZR tamponu; final konsantrasyonunda, 10 mM Tris (pH 8.4) , 50 mM KCIl, 1.5 mM
MgCl,, %0.01 jelatin, %0.01 NPOs ve %0.01 Tween 20 icerir. Non-iyonik deterjanlar
yerine %0.1°lik Triton X—100 konulabilir. Tuz konsantrasyonu degistirilebilir (KCI’ti
azaltmak veya ortadan kaldirmak i¢in) ve yiikseltilmis magnezyum konsantrasyonu ile
primerlerin daha iyi calistigt gozlenir. Ayrica dNTP’ler ile magnezyum arasinda
dayanikli etkilesimler de gozlenir. Bunun sonucunda dNTP’lerin yiiksek

konsantrasyonu magnezyuma baglanir ve mevcut magnezyum konsantrasyonunu azaltir.
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Bu yilizden eger dNTP’ler yiiksek konsantrasyonda kullaniliyorsa, magnezyum
konsantrasyonunu arttirmak gerekebilir (45).

PZR reaksiyon tamponundaki degisiklikler efektif bir amplifikasyonu 6nemli
olgiide  etkilemektedir. ~ Ozellikle MgCl,  konsantrasyonu  amplifikasyonun
gerceklesmesinde ve spesifitesinde olduk¢a dnemlidir. Genellikle herbir ANTP nin 200
mM konsantrasyonunda bulundugu bir reaksiyonda, 1.5 mM MgCl, optimal olarak
kullamlabilir. Bununla beraber bazi reaksiyonlarda, farkli Mg™ miktar da gerekebilir.
Reaksiyona katilan Mg™, énemli bir enzim kofaktorii olup, sentez olayim katalize
etmenin yaninda, hedef dizine primerlerin baglanmasinda da ayarlayici rolii olan bir
elemandir. Konsantrasyondaki artis baslangigta primer baglantisinin zayif olmasina ve
yanls eslesmelere neden olabilmektedir. Diger taraftan yine yiiksek Mg™
konsantrasyonu, zayif reaksiyon spesifitesine, diisiik Mg"* konsantrasyonu ise zayif
reaksiyon etkinligine neden olabilmektedir. Reaksiyonda kullanilacak Mg"™

konsantrasyonu, niikleotid konsantrasyonu gibi hesaplanmalidir (43).

2.2.1.4. Oligoniikleotid Primerler

Oligoniikleotidler genellikle 18-30 baz arasinda sentezlenir ama daha az
karmasik olan DNA’larin (plazmidler veya daha onceden amplifiye edilen DNA’lar)
amplifikasyonu i¢in daha kisa primerler kullanilabilir (45).

Bir PZR’de basarili bir amplifikasyon i¢in 6nemli degiskenlerden biri olan
primerlerin dogru tasarlanmasidir. Iyi tasarlanmis primerler arka plan ve &zgiil olmayan
tirtinlerin olugsmasini engellemeye yardimci olur (41). Primer dizilerinin G+C igerigi,
amplifiye edilecek bodlgenin G+C igerigine yakin olmalidir. Ozellikle 3’ucunda
sekonder yapilar tasiyan dizilerden kaginilmalidir. Primerler birbirleriyle komplementer
olusturacak nitelikte olmamalidirlar. 24-30 bazlik uzun primerler 60°C ve iizerindeki
baglanma sicakliginda oldukga iyi ¢alismaktadir (45).

Diisiik konsantrasyonda primer kullanimi1 az miktarda reaksiyon {iriinii elde
edilmesine, yliksek konsantrasyonlarda kullanim ise diisiik spesifiteye neden olur ki bu
durum jelde c¢ok farkli amplikonlarin tespiti ile miimkiindiir. Ancak yiiksek primer

konsantrasyonlari, primer-dimer artefaktlarinin olugsmasina da neden olmaktadir.
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Primerlerin genellikle 0.1-0.5 uM arasindaki derisimi en elverisli olamidir (41). Sik
araliklarla tekrarlayan dondurup-¢6zdiirme olmaksizin hazirlanan primerler —20°C’de

amonyumlu sivilarda uygun bir sekilde saklanabilirler (45).

2.2.1.5. Hedef Diziler

Birgok farkli kaynak DNA’nin bagarili amplifikasyonu i¢in materyal saglayabilir.
Bunun i¢in DNAnin amplifiye edilecek kisminin bozulmamis olmasi gereklidir. Bunun
anlami da parcalanmis DNA kaynagindan amplifiye edilen kisimlarin daha kisa
olacagidir. Reaksiyon inhibitorlerinin (deterjan, EDTA, fenol kalintis1) olmadigindan da

emin olmak onemlidir (45).

2.2.1.6. Sicaklik ve Dongii Parametreleri

PZR reaksiyonu i¢in gereken 3 termal asama ve farkli sayilardaki dongiiler
glinlimiizde bir¢ok iiretici firma tarafindan {iretilen 1s1 dongii (thermal cycler) cihazlar
ile gerceklestirilmektedir (43).

PZR sirasinda ¢ift zincirli DNA molekiiliiniin, tek zincirli hale gelmesi igin
denatiirasyon isleminin etkili bir sekilde yapilmasi gerekir. Genellikle baslangicta
ornegin 94°C civarinda 5 dakika boyunca isitilmasi basarili bir denatiirasyon igin
yeterlidir. Basarili bir PZR’de primerlerin, hedef diziye baglanabilmesi i¢in molekiiler
etkilesimlerin optimize edilmesi gerekmektedir. Bu da kritik baglanma sicakligina
baglidir (46).

Denatiirasyondan sonra ortam sicakligt 40-60°C’ye diisiirtildiigli zaman
reaksiyon karisimindaki primerler komplementer olduklar1 kalip DNA dizilerine
baglanirlar (43). Genelde yiiksek baglanma sicakligi, primerlerin hedef diziye daha
spesifik baglanmasinda ve hedef dizinin cogaltilmasinda (amplifikasyon) oldukga
onemlidir. Diisiik sicaklik ise, hedef dizi ile primer dizisi arasinda daha fazla
uygunsuzluga neden olabilir ve hedefledigimiz dizi disindaki dizilerin non-spesifik

olarak ¢ogaltilmasina neden olabilir. Pratikte 55°C’de gergeklestirilen baglanma basarili
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bir PZR i¢in uygundur. Optimal baglanma sicakligi, genelde MgCl, konsantrasyonu ile
optimize edilir (46).

Baglanmay1 takiben ortam sicakligt 70-75°C’ye c¢ikarildiginda, primerlerin 3’
ucundan itibaren kalip DNA’nin kopyasmi teskil edecek sekilde zincir uzamalari
(elongasyon) baslar (43). Uzama zamani hedef dizini derisimine, uzunluguna ve isiya
baghdir. Kalip DNA zinciri tizerindeki primerlerin uzamasi i¢in kabul edilen en uygun
11 derecesi 72°C’dir. 1 dakikalik uzama zamani genellikle uzunlugu 2 kb’a kadar olan
tiriinler i¢in yeterli olmaktadir (41).

Optimal siklus sayist 25-30 arasindadir, nadiren 35 siklus uygulanabilir.
Bununla beraber, 35’den yiiksek (40-45) siklus sayist1 uygulandiginda genelde
ortamdaki PZR karisimin1 olusturan maddelerin azalmasi ile birbirleriyle olan kritik
dengelerin bozulmasindan kaynaklanan non-spesifik iriinlerin sentezlenmesi s6z

konusu olabilmektedir (43).

2.2.2. “Hot Start” (Sicak Baslangi¢c) PZR Teknigi

Bir PZR uygulamasi sirasinda yapilan temel islem, reaksiyon bilesenlerinin
(enzim, MgCl,, dNTP’ler, primerler, tampon) bir tiip icinde kanstirildiktan sonra
(mastermix) hedef DNA’nin ortama konularak, thermal cycler da PZR protokoliiniin
tamamlanmas1 beklenir. Tiim bu islemler sirasinda reaksiyon ortaminin maruz kaldigi
sicaklik 4-25°C arasinda degisir. Hedef DNA eklenip sistem termal cycler’a
yerlestirilene kadar olan zaman dilimi i¢inde, hedef DNA ile primer arasinda diisiik
eslesme oranli bir hibridizasyon meydana gelebilir. Bundan sonraki sicaklik dereceleri
55-60°C’nin altina diismese bile, spesifik olmayan {irlinler sentezlenebilir ve bunlar
reaksiyon spesifitesini 0onemli derecede diisiiriirler (46). Bu nedenle normal PZR
protokoliinde amplifikasyon karisimi hazirlanirken hedef DNA ve primerler arasinda
0zgiil olmayan baglanmalar olabilmekte ve bu baglanmalarin polimeraz enzimi ile
uzatilmasit sonucunda c¢ok sayida istenmeyen bant ortaya c¢ikabilmektedir. Bu
istenmeyen reaksiyonlari onlemek i¢in gelistirilmis olan “hot start” PZR tekniginde,
temel maddelerden (polimeraz, niikleotidler, Mg™ veya primerler) biri baslangicta

amplifikasyon tiipline konulmamaktadir. Bu karisima ilk denatiirasyon islemi
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uygulandiktan sonra eksik olan madde eklenir ve sicaklik normal baglanma derecesine
sogutulur. Boylece 6zgiil primer baglanmasi ger¢eklesir. Bu asamadan sonra uygulanan

amplifikasyon sonucunda daha net DNA banti elde edilmis olur (40).

2.3. Amplifikasyon Uriinlerinin Analizi

2.3.1. Agaroz jel elektroforezi

Hedef bolgenin amplifikasyonundan sonra, elde edilen iirlinlerin bir sekilde
belirlenmesi ve analizlerinin yapilmasi gerekmektedir. Bu amagla uygulanan en basit
konvansiyonel yontem agaroz jel elektroforezidir (43). Agaroz, deniz yosunlarindan
elde edilmis lineer bir polimerdir. Ticari olarak elde edilen agaroz tamamen saf degildir.
Polisakkarit, tuz ve proteinler ile kontamine haldedir. Bu kontaminasyonun miktari
DNA’nin jelde gogiinli etkileyebilmektedir. Bu yiizden firmalar agarozun kimyasal
olarak formiile edilmis formunu satmaktadirlar (47).

Elde edilen PZR firiinlerinin fragment biiyiikliikleri, ¢alismanin en basinda
bellidir. Secilen veya dizayn edilen primerlerin hedefledikleri bolge ya literatiir bilgileri
ile bilinir veya ilgili mikroorganizmanin gen haritasina bakilarak bu biiyiiklik
hesaplanir. PZR’da elde edilecek olan fragment biiyiikliiklerininde ayni olmasi gerekir.
Bunun tespiti, elektriksel bir ortamda molekiil agirligima goére ayrimimin saglandigi
elektroforez metodlartyla gerceklestirilir. DNA negatif elektrik ile yiikli oldugundan
dolay1 pozitif kutba dogru go¢ eder. Agaroz jeli, porlu bir yapiya sahip oldugundan,
elektriksel ortamda go¢ eden DNA fragmentlerini biiyiikliiklerine gore birbirinden
ayirir. Jel, ya elektroforezden once veya elektroforezden sonra Etidyum Bromid (Et-Br)
gibi bir DNA boyasi ile boyanir. Bu boya 312 nm dalga boyundaki UV (Ultraviole, mor
Otesi) 15181 ile floresan vermektedir (43).

Bu sebeple, Et-Br ile boyanmis jel UV transiliiminatdriinde goriintiilenir ve
fotografi gekilerek incelenir. Istenen biiyiikliikteki DNA fragmentlerinin tespit edildigi
ornekler “pozitif” kabul edilir. Fragment biiyiikliigii hesaplamalarinda, ticari olarak

temin edilebilen standard DNA molekiil agirlig1 kullanilmaktadir (43).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta grubu serum orneklerinin toplanmasi

Calismanin hasta grubunun serum 6rneklerinin, Mersin ilindeki bir hemodiyaliz
merkezinde tedavi goren ortalama yas grubu 49.43 olan 68’1 erkek, 32’si bayan olmak

tizere 100 hastadan toplandi.

3.2. Kontrol grubu serum oérneklerinin toplanmasi

Kontrol grubunun serumlart ise Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Kan
Merkezine kan vericisi olarak bagvuran ortalama yas grubu 36.43 olan, parenteral
taginan hastaliklar bakimindan higbir risk faktoriine sahip olmayan ve dondr tarama
testleri negatif toplam 120 saglikli bireyden (2’si bayan, 118’1 erkek) elde edildi.

Hasta ve kontrol grubundan yaklagik 10 ml kadar kan 6rnegi alindi. Serum
kisminin ayrilmasi i¢in kan ornekleri 5.000 devir/dakika (d/d)’da 3 dakika santrifiij

edildi. Tiipiin st kismindan toplanan serumlar ¢alisilincaya kadar -80°C’de saklandi.

3.3. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

3.3.1. Kullamilan Cihazlar

e PZR cihazi (Thermal Cycler, Eppendorf Mastercycler)

¢ Giivenlik Kabini (Heracus-HERA safe)

e FElektroforez Gii¢ Kaynagi (Biometra P30)

e Elektroforez Tanki (Agagel Mini Biometra)

e Jel Goriintiileme Sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallée, France)

e Sogutmali Mikrosantrifiij (Hettich- Universal 32 R)
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e Mikrodalga Firin (Beko- MD 1500)

e Derin Dondurucu (Ugur)

e Etiiv (Memmert)

e Otoklav (Niive- OT 020)

e Hassas Terazi (Scaltec)

e Buz Dolabi (Indesit)

e Vortex (NM- 110)

e Su Banyosu (Memmert)

e Distile su cihazi (Niive NS 108)

e Mikropipet Seti (Gilson- PIPETMAN- P 10-P100-F1000)

3.3.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

e Tris-Hidroklorid (Sigma T- 5941, Lot 31 K5466)

e FEtilen diamin tetra asetik asit (EDTA), sodium salt (Lachema-
302430300, cat nr 30354)

e Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Merck- L51736210)

e Tris-baz (Sigma-Aldrich-T8937)

e Borik asit (Merck- K29935665 204)

e Gel Star (FMC Bioproducts # 50535)

e Brom fenol mavisi (SCP Science-B7722)

e Siikroz (Merck—1.07651)

e Etanol absolut (Riedel- deHadn/ 32221)

e Fenol (Merck- S3971900 349)

e Kloroform (Merck- K28735331 107)

e Agaroz (Sigma- A—9539 lot 013K0008)

e Taq DNA Polimeraz (Promega-M1665)

e 10X PCR Buffer (Mg Free) (Promega M190G)

e 5 mM MgCl2 (Promega- A351H)

e 10 mM dNTP Mix (Sigma-Deoxynucleotide set DNTP—-100)
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e Proteinaz K (Sigma- P 2308)

e 100 bg¢ Marker (100 bp DNA Step Ladder) (Promega- G6951)
e Distile Su

e DNase, RNase Free Su

e Primerler

SEN Virus genotip D i¢in:
Sense: D10S (5’-GTAACTTTGCGGTCAACTGCC-3’)
Antisense:  L2AS (5’-CCTCGGTTKSAAAKGTYTGATAGT-3")

SEN Virus genotip H igin:
Sense: C5S (5°-GGTGCCCCTWGTYAGTTGGCGGTT-3%)

Antisense:  L2AS (5’-CCTCGGTTKSAAAKGTYTGATAGT-3’)
(W:AveyaT,Y:CveyaT, M: A veyaC, K: Gveya T, S: C veya G)

3.3.3. Kullamilan Tampon Cozeltiler

3.3.3.1. DNA Saflastirllmasi (ekstraksiyonu) i¢in Kullanilan Soliisyonlar

Lysis Buffer (100 ml icin)

(10mM Tris/HCI pH 8; SmM EDTA, % 0.5 SDS)

e Tris-HCl.............. 0.209 gr.
e EDTA......c........ 0.249 gr.
e SDS...iin 0.67 gr.

e Tartilan kimyasal maddeler 50 ml distile su ile eritildi.
e pH’s18.0’a ayarlandi.

e 100 ml’ye distile su ile tamamlandi.

33



e (da 1sisinda muhafaza edildi.

1:1 Fenol-Kloroform

e Kiristalize fenol su banyosunda eritildi.
e Bir kisim kloroform, bir kisim s1v1 hale getirilmis fenol ile karistirildi.

e +4°C’de koyu renkli siselerde muhafaza edildi.

Proteinaz-K (100mg/ml)

e Hazir olarak alian liyofilize 100 mg Proteinaz-K (Sigma)

e 1 ml steril distile su ile ¢oziilerek 100 mg/ml’lik konsantrasyona getirildi.
e 50 ul’lik porsiyonlara ayrildi.

e -20°C’de saklandu.

3.3.3.2. Elektroforez icin Kullanilan Soliisyonlar

10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) Stok Soliisyonu pH 8.8

o TrisBase.....ccccoevuennnene 108 gr
e Borik Asit.....cceeereveeneen. 55 gr
e EDTA.....cooiiiiee 8.3 gr

e Distile su ile eritildi ve pH’s1 8.8¢ ayarlandi.
e Distile suile I litre’ye tamamlanarak ¢oziildii.

e (da 1sisinda muhafaza edildi.
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Elektroforez Yiiriitme Tamponu (1XTBE)

e 10X TBE Buffer stok soliisyonundan distile su ile seyreltilerek hazirlanmis olan
1X TBE tamponu elektroforez yiiriitme tamponu olarak elektroforez tankina

konularak kullanildi.

Yiikleme Tamponu (20 ml icin)

e Brom fenol mavisi.......... 0.05 gr.

e Tartilan kimyasallar 20 ml 1XTBE tamponunda eritildi.

e (da isisinda saklanda.

% 2 Agarose Gel Soliisvonu

e 30 ml 1X TBE Buffer igerisinde 0.6 g agaroz mikrodalga firinda eritildikten

sonra Gel Star ilave edildi.

3.4. DNA ekstraksiyonu

Serum orneklerinden DNA saflastirilmasi; modifiye klasik fenol-kloroform ve
kloroform yontemi kullanilarak gergeklestirildi (48).

Bu yontemin anahtar basamagi, fenol-kloroform ve kloroform ile niikleik asitin
stvi fazda proteinlerden ayrilmasidir. Proteinlerin pargalanarak ayrilmasinda organik
solventler ile ekstraksiyondan once, genellikle pronaz veya proteinaz K gibi proteolitik
enzimler kullanilir.

Niikleik asit ile proteinlerin ayrilmasinda standart yol, dncelikle fenol-kloroform
ile daha sonra da kloroform ile ekstraksiyondur. Bu prosediiriin avantaji; iki organik
coziiciiden birinin kullanilmasi yerine, ikisinin kullanilarak deproteinizasyonun daha

etkili bir sekilde yerine getirilmesidir. Ancak, fenol proteinleri etkili bir sekilde denatiire
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etmesine ragmen, RNAase aktivitesini tamamen inhibe etmez. Niikleik asitlerin
konsantre edilmesi i¢in kullanilan yontem genellikle, etanol ile ¢oktiirmedir. Niikleik
asitlerin bu ¢oktiirme islemi; monovalan katyonlarin konsantrasyonunu azaltmak icin
uygulanir. Presipite olan niikleik asit santrifiij isleminden sonra uygun tampon sivida
veya distile suda, eger gerekiyorsa uygun konsantrasyonda tekrar ¢ozdiiriiliir (48).

Bizim yaptigimiz bu c¢alismada; Proteinaz K’nin varliginda hiicreler pargalandi.
Organik ekstraksiyonla (fenol-kloroform), DNA biyolojik materyallerden uzaklagtirildi.
Daha sonra da DNA etanol ile ¢oktiirtildii.

3.4.1. DNA ekstraksiyonun yapilisi

e 1.5 ml’lik steril eppendorf tiipiine, 100 pl serum 6rnegi kondu.

e Serum Ornegi tizerine 300 ul lysis tamponu (10mM Tris/HCI pH 8.0; SmM
EDTA, % 0.5 SDS) + 1 pl Proteinaz-K (100mg/ml) ilave edip vortekslendi.

e Bu karisim, 56°C’lik su banyosunda bir gece boyunca inkiibe edildi.

e Bu karisim iizerine 800 ul fenol-kloroform ilave edildi. lyice alt iist edip
+4°C’de 30 dakika bekletildi.

e Bussiire i¢inde tiipler zaman zaman alt iist edilerek karistirildi.

e Tiipler 12.000 xg’de 15 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatant kismu (iistteki berrak kisim) alinarak yeni steril bir tiipe aktarildi.

e Yeni tiipe alinan siipernatant iizerine, slipernatantin 2 kat1 hacimde olacak
sekilde kloroform ilave edildi. Alt iist ederek +4°C’de 30 dakika bekletildi.

e Bussiire i¢inde tiipler zaman zaman alt iist edilerek karistirildi.

e Tiipler 12.000 xg’de 15 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatant kism1 alinip yeni steril bir tiipe aktarildi.

e Siipernatant {izerine 1 ml soguk absoliit etanol ilave edildi.

e Yavasca alt {ist edip —20°C’de gece boyunca bekletildi.

e Ertesi giin tiipler 12.000 xg’de 15 dakika santrifiij edildi.

e Tipiin dibindeki niikleik asit pellet kismina zarar vermeden iist kismi

dikkatlice uzaklastirildi.
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e Tiipler temiz kagit havlular {zerine ters olarak koyarak 10 dakika
bekletilerek kurutuldu.

e Pellet 20 pl steril distile su ile yavas hareketlerle pipetaj yaparak ¢ozdiiriildii.

Hazirlanan ekstrakt ¢calisilincaya kadar —20°C’de saklandi.

3.5. Molekiiler Analiz

3.5.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Uygulamasi

PZR, tek bir molekiil DNA’y1 bile ¢ogaltabilecegi i¢in, reaksiyon karigimlariin
DNA molekiilleri ile kontamine olmasinin engellenmesi gerekmektedir. Bu
kontaminasyon, daha onceki PZR reaksiyonu, eksojen DNA veya diger hiicresel
materyallerden kaynaklaniyor olabilir. Bu nedenle kullanilan sarf malzemeleri ve
soliisyonlarin steril olmasina dikkat edildi ve reaksiyon bilesenleri ekstraksiyon
isleminin yapildig1 kabinden ayri1 temiz bir kabinde hazirlandi. PZR reaksiyonunda 1s1
iletiminden kaynaklanabilecek sorunlarin en az diizeye indirilmesi i¢in, ince duvarl
DNase ve RNase enzimlerinden arindirilms steril 0.2 pL’lik PZR tiipleri (Axygen Thin-
Walled PCR Tubes) kullanildi. Reaksiyonun gerceklestirilmesi i¢in de thermal cycler
cithazi ile 0.5-10 pL, 10-100 pL ve 50-200 pL’lik otomatik pipetler kullanildi.

SENV-D ve SENV-H genotiplerinin DNA’s1 sus spesifik primerleri
kullanarak modifiye PZR belirlendi. Calismada kullanilan primerler, Umemura ve
ark., ile Kojima ve ark.,’nin yaptig1 arastirma makalelerinden seg¢ildi (8, 13). SEN
virus D genotipinin tespiti icin D10S primeri ve L2AS primeri (Cizelge—-3.1 ve 3.2)
kullanild1. SEN virus H genotipinin tespiti icin C5S primeri ve L2AS (Cizelge—3.1 ve

3.2) antisense primeri kullanildi.
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Sense primer dizisi Antisense primer dizisi PZR iiriinii

SENV-D
D10S L2AS 222
(5’-GTAACTTTGCGGTCAACTGCC-3") (5’- CCTCGGTTKSAAAKGTYTGATAGT-3’) nt 13221544

SENV-H
CsS L2AS 229
(5’-GGTGCCCCTWGTYAGTTGGCGGTT-3") (5’- CCTCGGTTKSAAAKGTYTGATAGT-3’) nt 1271-1500

Cizelge 3.1: SEN-V genotiplerinin PZR ile belirlenmesinde kullanilan primerler (W: A veya T, Y: C veya
T,M: AveyaC,K: GveyaT, S: C veya G)

Genotipler Primerler GenBank erisim numaras1  Niikleotid sayis1 (nt)

SENV-D D10S 1322-1342
L2AS AX 025730 1521-1544

SENV-H CsS 1271-1294
L2AS AX 025838 1477-1500

Cizelge 3.2: SEN-V genotiplerinin belirlenmesinde kullanilan primerlerin erigim numaralar1 (17).

‘Hot start” amplifikasyonu reaksiyonda kullanilan temel bilesiklerden biri olan
primerlerin tiip sicakligi 65°C’ye yiikseldikten sonra karigima ilave edilmesi ile
gerceklestirildi. Boylece non-spesifik baglanma ihtimali azaltild1.

Calismanin fizibilitesi ve uygulamadan kaynaklanabilecek hatalar1 en az tutmak
icin her calismada 10 6rnek alinip SENV-D ve SENV-H beraber bakilmistir. SENV-D
ve SENV-H’nin PZR reaksiyon karisimlart ve reaksiyon sartlar1 ayni sekilde
uygulanmistir. Her bir 6rnek i¢in PZR karigimi Cizelge—3.3deki gibidir.
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SENV-D SENV-H

Reaksiyon Bilesenleri Kullanilacak Miktar Kullanilacak Miktar

(ul) (uh)
Distile Su 23.65 23.65
10X PCR Buffer 5 5
MgCl, (25 mM) 5 5
dNTP Mix (10 mM) 1 1
Taq DNA Polimeraz 0.35 0.35
DNA 6rnegi 10 10
Primer Karisimi (pl)
Primer 1 (Forward) (100pmol/ul) 0.5 0.5
Primer 2 (Reverse) (100pmol/ul) 0.5 0.5
Distile Su 4 4

SENV-D i¢in; Primer 1

Primer 2

D10S (5’-GTAACTTTGCGGTCAACTGCC-3’)
L2AS (5’-CCTCGGTTKSAAAKGTYTGATAGT-3")

SENV-H i¢in; Primer 1

Primer 2

C5S (5’-GGTGCCCCTWGTYAGTTGGCGGTT-3")
L2AS (5’-CCTCGGTTKSAAAKGTYTGATAGT-3")

W:AveyaT,Y:CveyaT,M: AveyaC,K: GveyaT, S: Cveya G

Cizelge 3.3: SENV-D ve SENV-H’nin PZR reaksiyon karigimlari.

Olusturulan bu PZR karisimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege ait
ve lizerlerinde numaralar1 yazili steril 0.2 pl’lik PZR tiiplerine 35’er pl konuldu. Daha
sonra iizerine 10 pl DNA 06rnegi konulup cihaza yerlestirildi. Ist 65°C’nin iizerine
ciktiktan sonra termal cycler’in kapagi acilip tiipler cihazda iken tiiplerin {izerine

hazirlanan primer karisimlart hizlica ilave edildi. Tiiplerin kapaklar1 yeniden kapatilip,

cihazin kapag1 geri kapatildi.

SENV-D ve SENV-H ig¢in thermal cycler cihazinda PZR kosullar1 Cizelge—

3.4’deki gibi uygulanmistir.
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Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) | Siire (dk) | Dongii Sayisi
On 1s1tma (Baslangi¢ denatiirasyonu) 94 5 1
Denatiirasyon 94 1
Primer baglanmasi (Annealing) 60 1 40
Zincir uzamasi (Elongasyon) 72 1
Son uzama (Post elongasyon) 72 10 1
Muhafaza 4 0 0

Cizelge 3.4: Uygulanan amplifikasyon sicaklik ve siireleri.

Islem bittikten sonra, ornekler elektroforez uygulanmak {izere +4°C’deki

buzdolabina kaldirildi.

3.5.2. Agaroz Jel Elektroforez islemi

PZR’da amplifiye edilen gen bolgelerinin uzunlugunu saptamak i¢in agaroz jel
elektroforez teknigi kullanildi. Hazirlanan jelde yiiriitilen DNA’larin uzunluklari,
bliytikliikleri belli (100-1000 bg) DNA fragmentleri ihtiva eden molekiiler agirlik
standart1 ile kiyaslanarak saptandi.

Tank tamponu olarak TBE (Tris-Borik asit-EDTA), 10X konsantre stok solusyon
seklinde hazirlandi. Daha sonra 1X olacak sekilde sulandirildi ve hem tankta hem de

agaroz jelin hazirlanmasi sirasinda kullanildi.
3.5.2.1. Agaroz jelin hazirlanmasi

Bir balon jojede 0.6 gr agaroz 30 ml 1X TBE soliisyonu i¢erisinde mikrodalga
firinda homojen seffaf hale gelinceye kadar 1sitildi. Buhar ¢ikmasi durduktan sonra Gel

Star (FMC Bioproducts # 50535)’dan 3 pl eklendi. Erimis haldeki Gel Star ile

karistirilmis jel taraklarin yerlestirildigi jel tepsisine yavasca dokiildii. Dokme islemi

40



esnasinda jel icinde hava kabarciklarinin kalmamasina dikkat edildi. Yaklagik 30 dakika
boyunca sogumaya birakilan jel, soguma esnasinda Gel Star’in 1s1 ve sicaktan ¢abuk
etkilenmesi ve aktivitesini yitirmesi nedeniyle, giin 151¢indan korundu. Katilasana kadar
(25-30 dk) oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra elektroforez tankina yerlestirilerek
PZR 6rneklerinin yiiklenmesine hazir hale getirildi.

Daha 6nceden PZR islemi yapilmis olan buzdolabindaki 6rneklerden 5’er ul
aliarak parafilm iizerinde 2 pl 1XTBE ile hazirlanmis yilikleme tamponu (%20 siikroz
veya gliserol, % 0.25 brom fenol mavisi) ile iyice karistirildi. Daha sonra da
elektroforez tankina yerlestirilen jelin kuyucuklarina sirasiyla yiiklendi. Tankin kapagi
kapatildiktan sonra gili¢ kaynagi calistirildi. Kullanilan mini tank i¢in 30mA akim
verilerek elektrik akimi gegmesi saglanarak 6rnekler 30—40 dakika boyunca yiiriitiildi.
Yiikleme tamponunda bulunan brom fenol mavisinin gocii takip ederek jelin 2/3’liikk
kismina ulastiginda elektroforez durduruldu. Jeli tanktan c¢ikararak 312 nm dalga
boyunda 151k veren UV-transiliiminatoriinde incelendi ve jel goriintiileme sisteminde

(Vilber Lourmat Marne La Vallée, France) kayitlar1 yapildi.
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3.5.3. SEN-V genotip D ve SEN-V genotip H’nin varhginin tespiti

Agaroz jel elektroforez igleminden sonra, 200 ve 300 b¢’lik DNA molekiiler agirlik
standardinin arasinda yer alan bantlar gozlenmistir. SENV-D’ye spesifik primerlerin
kullanildig1 reaksiyon tiiplerinin elektroforezinde yaklasik 222 bg¢ hizasinda bulunan
bantlar SENV-D genotipi olarak degerlendirilmistir. SENV-H’ye spesifik primerlerin
kullan1ldig1 reaksiyon tiiplerinin elektroforezinde ise yaklagik 229 b¢ hizasinda bulunan

bantlar SENV-D genotipi olarak degerlendirilmistir (Sekil-3.1).

A00 byg
A0 by

200 hg
727 b

200 g

100 by

00 by
400 by
200 by
279 by
200 by

100 hg

Sekil 3.1: PZR yontemi ile belirlenen SENV-D ve SENV-H genotiplerinin, %2’lik agaroz jel
elektroforezi ile gosterilmeleri. (Kolon M: 100 b¢’lik DNA molekiiler agirlik standarti/DNA step ladder;
Kolon 1 ve 2: yukarida 222 bg¢’lik SENV-D pozitif, altta SENV-H negatif ornekler; Kolon 3 ve 4:
yukarida SENV-D negatif, altta 229 b¢’lik SENV-H pozitif drnekler; Kolon 5: yukarida SENV-D ve
asagida SENV-H negatif 6rnek; Kolon 6: yukarida 222 bg¢’lik SENV-D pozitif, altta SENV-H negatif
ornek; Kolon 7; yukarida SENV-D negatif, altta 229 b¢’lik SENV-H pozitif 6rnek)
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4. BULGULAR

Yaptigimiz bu calismada hemodiyaliz ile tedavi edilen 100 hastadan toplanan
serum Orneklerindeki SENV-D ve SENV-H viremisi PZR teknigi ile arastirildi. Saglikli
kan dondrlerinden elde edilen 120 serum ornegi kontrol grubu olarak kullanildi.
Hemodiyaliz ile tedavi edilen hastalarda; SEN-V viremisinin prevalanst %55 (55/100),
SENV-D viremisinin prevalanst %33 (33/100), SENV-H viremisinin prevalanst %22
(22/100) olarak saptandi. Kontrol grubu olarak calismaya dahil edilen kan dondrlerinde,
SEN-V viremisinin prevalanst %25 (30/120) olarak saptandi. Yine kontrol grubunda
SENV-D viremisinin prevalansit %5 (6/120), SENV-H viremisinin prevalansit %20
(24/120) olarak saptandi (Cizelge—4.1).

Calisma gruplari1  Toplam say1  SEN-V pozitif =~ SENV-D pozitif =~ SENV-H pozitif

say1 (%) say1 (%) say1 (%)
Hasta grubu 100 55 (%55) 33 (%33) 22 (%22)
Kontrol grubu 120 30 (%25) 6 (%5) 24 (%20)

Cizelge 4.1: Hasta ve kontrol grubunda SEN-V infeksiyonunun prevalansi

PZR yontemi ile ¢ogaltilan yaklasik 222 b¢ hizasindaki SENV-D genotipi ile
yaklastk 229 b¢ hizasindaki SENV-H genotipinin agaroz jel elektroforezindeki

goriintlisti Sekil—4.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.1: PZR yontemiyle belirlenen SENV-D ve SENV-H DNA’smin, %2’lik agaroz jel
elektroforez goriintiisi.

1 nolu kolon; 100 bg’lik DNA step ladder (molekiiler agirlik standart1),

2 ve 3 nolu kolon; SENV-D primer ¢ifti ile gogaltilan 222 bg¢’lik SENV-D pozitif rnek,

4 nolu kolon; SENV-D negatif 6rnek,

5 ve 6 nolu kolon; SENV-H primer ¢ifti ile ¢ogaltilan 229 bg’lik SENV-H pozitif 6rnek,

7 nolu kolon; SENV-H negatif 6rnek

4.1. istatistik analiz

Calismanin bulgular istatistik analiz ile degerlendirilmistir. MINITAB 13.0 siirtimli
programda hasta ve kontrol grubunun pozitiflikk ve negatiflik oranlarinin
karsilagtirilmas1 yapilmistir. SENV-D pozitiflik oranlar1 hasta ve kontrol grubunda farkl
olarak bulunmustur (P<0.05). SENV-H pozitiflik oranlar1 hasta ve kontrol grubunda
farkli olarak bulunmamistir (P>0.05).
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5. TARTISMA

SEN-V varyantlarmin ilk ¢alismalar1 Primi tarafindan (Dia Sorin, italya)
yonetilmistir. SEN-V suslarinin (A, B, C, D, E, F, G, H, I) prevalans1 ve total SEN-V
olarak gosterilen ortak bir dizinin prevalansini, ¢esitli donor ve hasta popiilasyonlarinda
arastirmistir.  Yapilan bu calismalarda; SENV-D ve SENV-H’in non A-E hepatit
vakalarinda yiiksek oranda bulundugu gosterilmistir. Bu nedenle sistematik
aragtirmalarda transfiizyon yapilan ve yapilmayan gruplarda SENV-D ve SENV-H’nin
arastirilmasi lizerine yogunlagmistir (8). Biz de yapmis oldugumuz bu ¢alismada, sadece
SENV-D ve SENV-H’ye yonelik primerleri kullanarak hasta ve donorlerdeki prevalansi
aragtirdik.

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada, hemodiyaliz ile tedavi edilen hastalar arasinda
SENV-D ve SENV-H prevalansint belirledik. Hemodiyaliz ile tedavi edilen hastalardan
saglanan 100 serum 6rnegi PZR metodu ile incelendi. SEN-V bu serum Orneklerinin
%55 (%33’ SENV-D ve %22’si SENV-H)’inde belirlenmistir. Kontrol olarak
calismaya dahil edilen 120 saglikli kan dondriindeki prevalans %25 (%5’ SENV-D ve
%20°si SENV-H) olarak belirlenmistir. Hemodiyaliz ile tedavi edilen hastalardan elde
edilen sonu¢ saglikli kan dondrlerinden elde edilen sonug ile karsilagtirildiginda,
hemodiyaliz ile tedavi edilen hastalardaki SENV-D pozitiflik oranlar1 hasta ve kontrol
grubunda farkli olarak bulunmustur (P<0.05), SENV-H pozitiflik oranlar1 ise hasta ve
kontrol grubunda farkli olarak bulunmamaistir (P>0.05).

SEN-V suslar1 kan transfiizyonu ile iligkili hepatitlerde oldugu gdosterilen yeni
kesfedilen bir grup viruslari olusturmaktadir. Bu suslarin kronik karaciger hastalig1 veya
transfiizyon altindaki popiilasyondaki potansiyel rolii heniiz tam olarak agiklanmamustir.
Biz bu calismayla; Mersin ilinde stirekli transfiizyon altindaki hemodiyaliz ile tedavi
edilen hastalarda SEN-V’un iki susunun kontrol grubuna gore olduk¢a yaygin oldugunu
tespit ettik. Bunu da uzun siire damar yolundan injeksiyonla ila¢ ve kan transfiizyonu
almalar ile iliski olabilecegini diisiinmekteyiz. Buradan SEN-V’un perkutanéz kan
transfiizyonu ile taginabilecegini sdyleyebiliriz.

Calismamiza kontrol grubu olarak dahil ettigimiz serumlari; transfiizyonla

taginan hastaliklar icin risk altinda olmadigimi diistindiiglimiiz, gonillii kan
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dondrlerinden temin edildi. Bu grupta tespit ettigimiz %25 SEN-V (%5’ SENV-D ve
%20’s1 SENV-H) prevalans oranini ¢ok diisiik bir oran olmadig1 i¢in, 6zellikle SENV-H
pozitiflik oranlar1 hasta ve kontrol grubunda benzer oranlarda olmasi sebebiyle bu
virusun taginmasinda parenteral yol disinda baska yollarin da etkili olabilecegini
distindiirtmektedir.

Daha 6nceden Schréter ve ark., tarafindan yapilan bir ¢alismada, TTV’da oldugu
gibi SENV-H’nin de klinik bir hastaliga neden olmaksizin konakla kommensal bir
iligkisinin kanitlanabilecegi bildirilmistir. Arastiricilar bunu, SENV-H viremik
hastalarda hepatitin klinik ve biyokimyasal bulgularinin gelismemesine bagladiklarini
bildirmislerdir (12).

A-E hepatit viruslarinin kesfinden sonra; ilave hepatit ajan(lar)inin olabilecegi
cesitli ifadelerde belirtilmisti. Bunlar kesin olmayan bir sekilde non A-E hepatit olarak
gosterilmiglerdir. Bilinen hepatit viruslarinin hepsi i¢in negatif test edilen; toplumdan
kazanilmis hepatit vakalar1 ve transflizyon iliskili hepatit vakalarinin %10-20’si,
kriptojenik kronik karaciger hastaligi, siroz, hepatit ile iliskili aplastik anemi vakalarinin
cogu ve fulminant hepatit vakalarinin biiyiik bir oranini, igeren vakalarin yaklasik
%30’unda goz oOnilinde bulundurulmayan hepatit ajanlarinin bir veya daha fazlasinin
varhig1 ifade edilmistir. Bu gozlemlerle 6zellikle endiistri zincirindeki birgok arastirici
viral kesif programlarina yiiklenmislerdir. Bu da sirasiyla; HGV ve TTV’larin
kesiflerine izin vermistir. Bu ajanlarin hig¢biri non A-E hepatitin nedeni olarak
ispatlanamamustir. Yakin zamanlarda SEN-V tanimlanmis ve SANBAN, YONBAN ve
TUSOI’1 igeren TTV’un dahil oldugu Circoviridae ailesi genislemistir. Fiziksel
karakterizasyon ve filogenetik analizler simdilerde, TTV, SANBAN, YONBAN, TUSO1
ve SEN-V’un, Circoviridae ailesinin biitiiniinii olusturdugunu gostermektedir (8).

SEN-V ve TTV varyantlarinin sayis1 Japonya’da, Italya’da ve Amerika Birlesik
Devletleri’nde yonetilen aragtirmalara bagl olarak genisledigi i¢in insan circoviruslarin
sliper ailesinde bu genis varyantlarin agik hale geldigi bildirilmistir (8).

Son birka¢ yildan beri yeni virus tespiti i¢in kullanilan molekiiler biyolojik
metodlar; parenteral tasinan ve hepatit ile iliskili yeni viruslarin kesfine izin vermistir.
Ancak bunlardan HGV ve TTV’un daha sonralar1 hepatit ile iliskileri

dogrulanamamustir ve bu iki virusun hemodiyaliz hastalar1 arasinda prevalanslarinin ¢ok
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ylksek olmadigi bildirilmistir. Bu yiizden de HGV veya TTV viremik hastalarinin ayri
makinelerde diyalizinin 6nerilmedigi belirtilmistir (12).

Ayn diyaliz makinelerinin kullanimi nozokomiyal yayiliminin 6nlenmesi i¢in
HCYV ile infekte bireylerde onerilmektedir. Genel popiilasyonda HGV ve TTV’un her
ikisinin yiiksek prevalansi ve silipheli klinik etkisi nedeniyle bu giine kadar ayr
makinelerin kullanilmasi i¢in 6nerilerde bulunulmadig: bildirilmektedir (12).

Viral kesifde molekiiler yaklasgimlarin gelismisligi ve sensivitesi yeni viruslarin
kesfedilmesinin devamini saglayacagi belirtilmistir. Hepatit arenasinda yalniz basina
son 10 yilda HGV, TTV, SANBAN, YONBAN ve SEN-V’u igeren circoviruslarin
genisleyen ailesinin bagimsiz kesifleri goriilmektedir. Relatif olarak hastaligin
goriildiigii infekte bireylerin diisiik oran1 ve relatif olarak etkenin prevalansinin yiiksek
oldugu zaman viruslarin nedensel iliskisini ortaya koyma metotlar1 ¢ok zor hale
gelmektedir. Bu nedenle; HGV veya TTV un higbir hastalikla iliskisinin bulunamadigi
bildirilmistir (8, 7).

Bugiinkii yaygin ve gegerli caligmalar SEN-V ile iliskili bir hastalig1 hala ileri
stirmekte; fakat yukarida tanimlandigi gibi bu acgiklamalar kisitlayan durumlar
bulunmaktadir. Molekiiler amplifikasyon ve klonlama tekniklerinin sensitivitesi ile bu
virusun, normal flora iiyesi olarak bulunan bakteriler gibi organizmada zararsiz olarak
bulundugu ileri siiriilmektedir. Bu organizmalarin patojenik olmayabilecekleri veya
sadece edinsel immun yetmezlik gibi 6zel durumlar altinda patojenik olabilecekleri
belirtilmistir (8).

SEN-V ve Circoviridae ailesindeki bircok grubun patojenitesi daha
ispatlanmamigtir, fakat bunlarin identifiye edilmedikleri hastaliklarla iliskilerinin
olabilecegi veya onlarin konakta homeostasisi saglamakta bazi faydali rolleri olan
kommensal organizmalar olarak gorev yapabilecekleri belirtilmektedir (18).

Molekiiler buluslar genellikle Koch Postulatlari’'nin  geregini  yerine
getirememektedirler. Bunun sonucunda molekiiler ¢agin gereksinimlerini karsilayacak
yeni nedenlerin ortaya konulmasina ihtiya¢ duyulmustur. SEN-V’un bu zamanda
patojenik skalada yerini ortaya koymak zordur. Fakat SEN-V ve insan circoviruslerinin
yeni siiperailesinin; transfiizyon ile taginan ve persistan kalan infeksiyonun gelismesine

neden olabilen yeni infeksiydz ajanlar oldugu ifade edilmistir (8).
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Amerika Birlesik Devletleri’nde kan transfiizyon alicilar1 arasinda SENV-D ve
SENV-H prevalanst %30, kontrol grubunda ve kan dondrleri arasinda %2-3 olarak
bildirilmistir. Transfiizyon {niteleri arttik¢a prevalansin arttifi ifade edilerek SEN-V
sekans homolojisinin dondr—alic1 zincirinde gosterildigi bildirilmistir (31).

Damar i¢i injeksiyonla ilag¢ kullananlarda SENV-D prevansinin %32.7, SENV-H
prevalansinin da %37.5 olarak bulundugu bildirilmistir (31, 33).

Almanya’da parenteral tasinan hastaliklar i¢in risk altinda olan bireylerde
yapilan bir calismada, HIV ile infekte bireylerin %44.4’tinde SENV-H viremisinin
yiiksek oraninin gozlendigi bildirilmistir. Damar i¢i ila¢ kullananlarda ise SENV-H
viremisinin oranini %23 olarak bildirmislerdir. Kontrol olarak c¢alismalarma dabhil
ettikleri kan donorlerindeki (%16.8) prevalanstan oldukga yiiksek bulduklarini ifade
etmislerdir (4).

San Francisco’da yapilan bir ¢alismada injeksiyonla ilag kullananlarda yapilan
calismada SENV-A  %47.5, SENV-C/H 9%35.6 ve SENV-D %10.3 oraninda
bildirilmistir. infeksiyon uzun siire injeksiyonla ila¢ kullanimuyla iliskilendirilmis ve
SEN-V suslarinin San Francisco’'nun Bay eyaletinde yaygin olarak bulundugunu
belirtmislerdir (33).

Calismamizin hasta grubunu olusturan hemodiyaliz ile tedavi edilen hastalar
transflizyon altindaki popiilasyon i¢inde degerlendirdigimizde buldugumuz %33 SENV-
D orant ve %22 SENV-H orani, yukarida yapilan ¢aligmalarda transfiizyon altindaki
popiilasyon icinde degerledirilen injeksiyonla ilag kullananlarda yapilan c¢aligsmalarin
sonuglari ile olduk¢a uyumludur.

Kan kaynakli viruslarla infeksiyon riski altindaki popiilasyonlarda SENV-D/H
prevalans: ¢cogunlukla bilinmemektedir. Taiwan’daki saglikli dondrlerde PZR metodu
kullanarak SENV-D/H DNA’sin1 Kao ve ark., (10) %15 olarak, Dai ve ark., (49) %24.2,
Huang ve ark., (50) ise %51 olarak tespit etmislerdir. SEN-V prevalansinin Shibata ve
ark., (9) tarafindan Japonya’daki saglikli kan dondrlerinde %10, Umemura ve ark., (8)
tarafindan Japonya’da saglikli kisilerde %20, Italya ve Amerika’daki saglikli kan
dondrlerinde ise %2 oraninda bulundugu bildirilmistir. Kanada’li saglikli bireylerde
%39 (29, 17), Japonya’daki gebe kadinlarda %27 olarak saptandigi bildirilmektedir
(17). Ayrica Yoshida ve ark., Japonya’da SEN-V DNA’sinin tespitinde baska primerlerin
kullanildig1 baska bir metotta saglikli eriskinlerdeki oranin yaklasik %75’e ¢iktigini
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bildirmislerdir (27, 17). Bizim kontrol grubu olarak sectigimiz saglikli kan dondrleri
arasinda SEN-V prevalans1 %25 olarak saptanmistir. Bizim c¢alismamizda buldugumuz
bu oran; Taiwan’daki bazi arastiricilarin buldugu saglikli kislerdeki SEN-V oranina
yakin olup, Japonya, Italya ve Amerika’dan oldukg¢a yiiksek, Kanada’li bireylerdeki
orandan ise oldukca diisiiktiir. Bizim g¢aligmamizin bulgularma gore saghkli kan
donorlerinin %5°’1 SENV-D, %20’si SENV-H ile infekte olarak bulunmustur. Bu
bulgular Tiirkiye’de Mersin ilinde saglikli bireylerin de SEN-V ile infekte oldugunu
gostermektedir ve bu bireylerden kan transfiizyonu ile diger bireylere bulas riski
bulunmaktadir. Virusun patojenitesi tam bilinmediginden 6zellikle immun direnci diisiik
hastalarda bunun 6nemli olabilecegini diisiinmekteyiz.

Ulkemizde Elaz:1g ilinde saglikli 180 gocukta yapilan bir ¢alismada 25’inde
(%14) SENV-D’ye, 15’inde (%8.3) SENV-H’ye rastladiklarini bildirmisler (38). Bizim
calismamizin kontrol grubunu olusturan saglikli populasyon olarak degerlendirilen kan
dondrlerinde buldugumuz %5 SENV-D ve %20 SENV-H sonucuna benzememekle
birlikte, Elaz1g ilinin %22.3’lik SEN-V prevalans orani ile sonuglarin yakin oldugunu
sOyleyebiliriz. Biz kendi ¢alismamizda SENV-H’nin daha yaygin oldugunu gdsterdik.
Ancak biz ¢alismamizda ayni iilkenin 2 farkli sehrinde SENV-D ve SENV-H oranlarinin
birbirinden oldukg¢a farkli dagilima sahip oldugu gosterdigimizi de sdyleyebiliriz. Ancak
diinyanin diger baska tilkelerinden (Taiwan, Japonya) (49, 51, 52) SENV-D’nin, SENV-
H’den daha yaygin oldugunu gosteren bir¢cok ¢alisma vardir. Bu sonuglar ile SEN-V
varyantlarinin iilke ve diinya ¢apinda farkli cografik dagilima sahip oldugununu
sOyleyebiliriz. Zaten yapilan son ¢alismalarda da cografik bolgelere gore prevalansinin
degisebilecegi belirtilmektedir (3).

Yine Ulkemizde Cukurova bolgesinde Serin ve ark., tarafindan yapilan bir
calismada hasta grubu olarak ¢alismaya dahil edilen yiiksek ALT ve AST seviyesine
sahip ancak HBV DNA ve HCV RNA’s1i negatif ve daha onceden transfiizyon
hikayesine sahip olmayan 100 hastada SEN-V DNA’st %13 (%8 SENV-D ve %S5
SENV-H), kontrol grubu olarak calismaya dahil edilen normal ALT ve AST seviyesine
sahip ve transflizyon hikayesine sahip olmayan saglikli bireylerde SEN-V DNA’s1 %10
(%4 SENV-D ve %6 SENV-H) olarak bildirilmistir (53). Bu calismada hasta (SEN-V;
%13) ve kontrol grubu (SEN-V; %]10) arasinda SEN-V prevalansinda belirgin bir
farklilik bulunmamaktadir. Ancak bizim yaptigimiz c¢alismada hasta (SEN-V; %55) ve

49



kontrol grubu (SEN-V; %25) arasinda belirgin bir farklilik bulunmaktadir. Bu farkliligin
sebebini bizim yaptigimiz ¢alismadaki hasta grubunu olusturan hemodiyaliz hastalarinin
stirekli transfiizyon altinda olmasindan kaynaklandigini ileri siirebiliriz. Ancak Serin ve
ark.,’nin yaptig1 calismadaki kontrol grubundaki %10 SEN-V prevalans orani ile bizim
yaptigimiz c¢alismadaki kontrol grubundaki %25 SEN-V prevalans orani arasinda
belirgin farklilik dikkati ¢ekmektedir. Her iki calismanin da Cukurova bolgesinde
yapildig1 goz onilinde bulunduruldugunda; aym iilkenin, ayn1 ¢ografik bolgelerinin,
farklr sehirleri arasinda virusun farkli dagilima sahip oldugunu gérmekteyiz. Serin ve
ark., (53) kontrol grubunda %4 oraninda SENV-D, %6 oraninda SENV-H genotipine
rastlamislardir. Bizim yaptigimiz calismanin kontrol grubundaki %5 SENV-D, %20
SENV-H orani ile kiyaslandiginda; yalniz SENV-D genotipinin yakin prevalansa sahip
oldugu goriilmektedir.

Baslangigtan beri SEN-V’un parenteral yol ile bulastigi sdylenmektedir ve
yukaridaki bilgiler hastaligin primer bulasma yolunun muhtemelen sadece parenteral
olmadigint diislindiirmektedir. Ancak transfiizyonla bulasan infeksiyonlarin risk
grubunda olan hemodiyaliz ile tedavi edilen hastalar arasinda saptadigimiz SEN-V
oranin %55 olmasi transfiizyonun bulagmada 6nemli rol oynadigini isaret etmektedir.

SEN-V DNA’sinin prevalanst Taiwan’li goniillii kan dondrleri arasinda (%)5)
Bat1 popiilasyonunda tespit edilenden (%2-3) biraz yiiksek bulunmus, fakat Asya
tilkelerinden (%10-15) daha diisiik bulundugu bildirilmektedir (30).

Mikuni ve ark., Japon kan dondrlerinde SEN-V DNA’sin1 %28.6 oraninda tespit
etmiglerdir. Ancak bu yiiksek prevalansin Japonya’daki eriskin popiilasyonda oldugu
bildirilmistir. Daha &nceki caligmalarda Italya ve Amerika Birlesik Devletleri’ndeki
normal kan dondrlerinde SENV-D ve SENV-H infeksiyon prevalanst %2-3 olarak
bildirilmistir (32). Japonya’da daha oOnce Shibata ve ark.,’nin yaptigi caligsmadaki
SENV-D ve SENV-H pozitifliginin oran1 (%10) yine Italya ve Amerikan’dan daha
yiiksektir. Ancak Italya, Amerika ve Japonya’daki kan donoérleri arasindaki SEN-V
prevalansindaki bu biiytik farkliligin nedeninin bilinmedigi bildirilmektedir. Mikuni ve
ark., Nested-PZR ile SEN-V genomunun 5’UTR (Untranslated region, teciime
edilmeyen bolge)’sini hedefledikleri i¢in yaptiklar1 bu ¢alismada tespit oraninin arttigini

(%28.6) ifade etmektedirler (32).
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Hemodiyalizdeki hastalarin kandan kaynaklanan infeksiyon riski altinda
olabilecegi gbz onilinde bulundurulmaktadir. Cilinkii terapotik prosediirler siklikla kan
transflizyonu ve kan alma ile iliskilidir (1). Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda HCV, GBV-
C/HGV veya TTV gibi paranteral taginan etkenlerin hemodiyaliz hastalarinda yiiksek
prevalanst bildirilmistir (54). Bizim c¢aligmamizdaki SENV-D ve SENV-H’nin
hemodiyaliz hastalarindaki bu yiiksek prevalans, tasinma yolunun diger kan kaynakli
viruslar gibi oldugunu isaret etmektedir.

Almanya’da kronik hemodiyalizdeki hastalardan 78 tane serum Ornegin
toplandigi ve PZR ile retrospektif olarak incelendigi bir c¢alismada; SENV-H’nin
prevalanst %12.8 (10/78) olarak saptanmis. 226 saglikli kan donériinde bulunan %16.8
(38/226) sonucu ile karsilastirildiginda, hemodiyalizdeki hastalar arasindaki prevalans,
saglikli kan donoérleri arasindaki prevalansdan anlamli bir farklilik bulunmadigi
bildirilmistir. SENV-H viremik bireylerin hemen hemen hig birinin karaciger hastaligina
iliskin klinik veya biyokimyasal bulgulara sahip olmadigi bildirilmistir. Bu sonuglara
gore; SENV-H viremik hastalarin ayr1 makinelerde diyalizinin gerekmedigini
bildirmislerdir (12).

Kobayashi ve ark.,’nin Japonya’da 189 hemodiyaliz hastasinda yaptiklar1 bir
calismada ise SEN-V infeksiyonu hemodiyaliz hastalarinda kontrol grubundan daha
yaygin bulundugunu bildirmislerdir. Kontrol grubunda %?22’lik oran bulmalarina karsin
hasta grubunda %38’lik bir oran bulmuslardir. SEN-V infeksiyonunu transfiizyon
miktar1 veya hemodiyaliz stiresi ile iligkili bulmadiklarini, ancak hepatit C virus
infeksiyonunu bu faktorlerle anlamli bir sekilde iliskilendirdiklerini belirtmislerdir. ALT
(alanin aminotransferaz) ylikselme HCV ile iligkilendirilmis fakat SEN-V viremisi ile
iligkilendirilmemistir. Arastiricilar hemodiyalizdeki hastalarda SEN-V’un yaygin oldugu
konusunda goriis birligine varmislar ve SEN-V’un patojenitesi hakkinda higcbir kanit
elde edemediklerini bildirmislerdir (51).

Italya’da Pirovano ve ark., yaptig1 bir calismada hastanenin farkli 2 {initesinde
bulunanan 171 hemodiyaliz hastasinda ve 163 tane kontrolde SEN-V’un prevalansi
arastirilmistir. Tespit edilen SEN-V DNA’s1 (SENV-D, SENV-E, SENV-G) iinitelerden
birinde daha yiiksek bulunmus ve ayni iinitenin hastalarinda SEN-V dizileri yiiksek
derecede benzer bulundugu bildirilmistir. Ayrica birgok SEN-V genotipi ile karisik

infeksiyonun yaygin bulundugu belirtilmistir. Cinsiyet, yas, hemodiyaliz siiresi,
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transflizyon, transplantasyon, hepatit infeksiyonu ve rutin karaciger test sonuclar1 ve
SEN-V’un varhig1 arasinda higbir iligki gézlenmedigini belirtmislerdir. Sonug olarak
hemodiyalizdeki hastalarin SEN-V tasima riskinin yiiksek olabilecegini ve spesifik
SEN-V varyantlarinin ayni tinitede tagindigini belirtmektedirler (55).

Taiwan’da yapilan bir ¢alismada; SENV-D/H infeksiyonunu; damar i¢i ilag
kullananlari, hemofili, talasemi hastalari1 ve hemodiyaliz ile tedavi edilen hastalar
iceren yiiksek risk gruplarinda 9%54-%90 arasinda yayginlik tespit etmislerdir.
Hemodiyaliz ile tedavi edilen hastalardaki SEN-V oranin1 %68 olarak bildirmislerdir
(10, 28).

Taiwan’da yapilan baska bir calismada hemodiyaliz hastalarinda SENV-D
prevalanst %46.5, SENV-H prevalans1 %27.3 olarak, kontrol grubunu olusturan kan
donorlerinde ise SENV-D prevalanst %18.3, SENV-H prevalanst %35.8 olarak
bildirilmistir. Taiwan’da hemodiyaliz hastalarinda SENV-D prevalansinin SENV-H’den
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Arastiricilar SEN-V prevalansini hemodiyaliz stiresi
ve kan transfiizyon hikayesi ile iligskilendirmemislerdir. Arastiricilar SEN-V’un
parenteral veya fekal-oral taginma gibi diger olasi tasinma yollarindaki roliiniin ortaya
konmasi i¢in daha ileri ¢alismalara gereksinim oldugunu belirtmektedirler (54).

Tirkiye’de Elazig ilinde Toraman ve ark., 89 hemodiyaliz hastas1 ve 50 saglikli
bireyde SENV-D ve SENV-H DNA’larin1 semi-nested PZR yontemi ile aragtirmislardir.
Kronik hemodiyaliz hastalarinin 9’unda (%10.1) SENV-D, 15’inde (%16.8) SENV-H ve
2’sinde (%2.2) hem SENV-D hemde SENV-H varligin1 belirlemislerdir. Ayn1 ¢aligmada
kontrol grubunun 3’tinde (%6) SENV-D ve 4’linde (%8) SENV-H pozitifligini
saptamiglardir. SEN-V pozitifligi saptanan ve saptanmayan hastalarin klinik ve
biyokimyasal degerlerinin birbirine yakin veya benzer oldugunu belirlemislerdir. Bu
calismanin verilerine gore, hemodiyaliz hastalarinda SENV-D ve SENV-H pozitifligini
ylksek bulmuslar ancak pozitif olan hastalarda virusun klinik ve biyokimyasal olarak
hepatite yol agmasi ile ilgili bir bulguya rastlamadiklarini bildirmislerdir (56).

Bizim yaptigimiz ¢aligmanin verileri, hemodiyaliz ile tedavi edilen hastalardaki
SEN-V’un %55 orami ile her iki genotipinin (%33 SENV-D, %22 SENV-H) de,
Almanya (%12.8 SENV-H), Japonya (%38 SEN-V) ve iilkemizdeki baska bir il olan
Elaz1g’da (%29 SEN-V,) hemodiyaliz ile tedavi edilen hastalarda oldukca yaygin

oldugunu gostermektedir. Ancak Taiwan’daki ¢esitli c¢alismalarda belirtilen
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hemodiyalizle tedavi edilen hastalardaki (%68 SEN-V, %46.5 SENV-D, %27.3 SENV-
H) (10, 28, 54) orandan daha diisiiktiir. Burada, SEN-V’un hemodiyaliz hastalar1
arasindaki prevalansinin {ilkeler arasinda ve ayni {lilkenin farkli sehirleri arasinda
oldukca farkli dagilima sahip oldugu goriilmektedir.

Umemura ve ark.,’nin bulgular1 SEN-V’un tamamen kan transfiizyonu ile
tasindigini isaret etmektedir (8). Bizim bulgularimiz daha 6nceden higbir parenteral
girisim veya kan transfiizyonu (kan kaynakli bir temas) hikayesine sahip olmayan
saglikli kan dondrlerindeki %25°lik oran; TTV infeksiyonununa benzer bir fenomen
olan fekal-oral yol (57) gibi bagka bir yol ile tasinabilecegini isaret etmektedir. Ancak
yine bizim c¢aligmamizdaki hemodiyaliz hastalarindaki bu yiiksek oran (%55) bu
infeksiyonun HBV ve/veya HCV gibi parenteral yol ile taginabilecegini gostermektedir.
Bunlara ilaveten son verilerde SEN-V’un hem parenteral hem de parenteral olmayan
yollarla taginabilecegini isaret etmektedir (57).

SEN-V’un filogenetik analizlerle varlig1 gosterilen varyatlar1 arasindan sadece
SENV-D ve SENV-H daha yiiksek prevalansa sahiptir. italya ve Amerika’daki yapilan
arastirmalarda kan dondrlerinde %2’lik bir oran bildirilmistir. Her iki varyant akut non
A-E hepatitli hastalarda %18, kronik non-A-E heptitli hastalarda %45, kriptojenik
hepatitli bireylerin %35’inde ve transfiizyon iligkili non-A-E hepatitli bireylerin
%350’sinden fazlasinda bulundugu bildirilmistir (8, 10, 25). Japonya’da SENV-D/H
viremisi fulminant hepatitli hastalarin %32’sinde, akut hepatitli hastalarin %17’sinde,
kronik hepatitli hastalarin %27’sinde, sirozlu hastalarin %31’inde ve kan dondrlerinin
de %10’unda tespit edildigi bildirilmistir (9, 10). SENV-D ve SENV-H’nin transfiizyon
iliskili non-A-E hepatitle giiclii iliskisine ragmen SENV-D/H’nin post transfiizyon
hepatitinin etkeni olup olmadiginin bilinmedigi bildirilmektedir (8, 10).

Wong ve ark., Kanada’nin halk kesimini temsil eden izole bir yerdeki bireylerin
olusturdugu saglikli popiilasyonda (%36) ve bolge saglik merkezindeki kronik karaciger
hastalar1 arasinda (%21) SEN-V infeksiyonunun olduk¢a yaygin oldugunu
belirtmektedir (29).

Taiwan’da yapilan arastirmada SENV-D/H prevalansi, kan ve kan {irtinleri ile sik
sik karsilasan parenteral ila¢ kullanalarda %54, hemofili hastalarinda %68, talasemi

hastalarinda %90 ve hemodiyalizdeki hastalarda %68 oraninda bulduklarimi

53



bildirmislerdir. Bu da parenteral yolun SENV-D/H’nin taginmasindaki Onemini
dogruladigini belirtmislerdir (10).

Birgok hepatit virusu ayni taginma sekline sahiptir ve birden fazla sayida virus
ile infeksiyon ayni bireyde meydana gelebilir (10). SEN-V infeksiyonu ile ko-
infeksiyonun kronik hepatit B ve C’li hastalarda yaklasik %20 oraninda gozlenmekte
oldugu bildirilmistir (5). Taiwan’da yapilan calismada SENV-D/H infeksiyonun
prevalanst kronik hepatit B’li (%41) ve hepatit C’li (%67) hastalarda saglikli
eriskinlerden (%15) belirgin bir sekilde daha yiiksek gozlendigi bildirilmektedir (10).
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6. SONUCLAR VE ONERILER

SEN-V’un prevalans dagilimi cografik farklihlk gostermektedir. SEN-V’un
yiiksek prevalanst TTV prototipi ile yiliksek homolojisine baglanabilmektedir. Ciinkii
TTV infeksiyonu da parenteral bulagan hastalik riski altinda olan hastalar arasinda ve
bir o kadar da saglikli kan donorleri arasinda diinya ¢apinda bir dagilima sahiptir.

Hemodiyaliz hastalar1 sik hastaneye yatmalari, kan vermek veya kan
transfiizyonuna ihtiya¢ gostermeleri nedeniyle kan kaynakli viruslar tarafindan meydana
getirilen infeksiyon riski altindadirlar.

Ayr diyaliz makinelerinin kullanimi nozokomiyal yayiliminin énlenmesi igin
HCV ile infekte bireylerde oOnerilmektedir. Ancak genel popiilasyonda SEN-V’un
yiiksek prevalansi ve yapilan calismalardaki siipheli klinik etkisi nedeniyle bu giine
kadar ayr1 makinelerin kullanilmasi i¢in dnerilerde bulunulmamustir.

Yapmis oldugumuz SEN-V prevalans belirleme c¢alismasinda, bdlgemizde
yasayan transflizyon ile taginan hastaliklar i¢in risk altinda olan, hemodiyaliz ile tedavi
edilen 100 hastanin %55’inde SEN-V saptandi. Hastalarin %33’tinde SENV-D genotipi,
%22’inde ise SENV-H genotipi saptandi. Caligmamiza kontrol grubu olarak dahil
ettigimiz bolgemizde yasayan 120 saglikli kan donoériiniin %25’inde SEN-V saptandi.
Kan donorlerinin %5’inde SENV-D, %20’sinde ise SENV-H genotipi saptandi.

Hemodiyaliz ile tedavi edilen hastalarda SEN-V prevalansi kontrol grubundaki
saglikli kan donorlerinden daha yiiksek oldugu ortaya ¢ikarildi. Bu da SEN-V’iin asil
tasinma yolu olarak kabul edilen transfiizyonla meydana gelen bulagin, SEN-V’un
tasinmasinda etkili bir yol olabilecegi soylenebilir.

Hemodiyaliz ile tedavi edilen hastalarda SENV-D genotipinin sikligi, SENV-H
genotipinden, kontrol grubunda ise SENV-H genotipinin sikligi, SENV-D’den daha
fazla oldugu goriildii.

Bizim calismamizin sonuglari; Mersin ilinde genel popiilasyonu olusturan,
parenteral yol ile bulasan hastaliklar i¢in risk altinda bulunmadigi diisiiniilen saglikli
kan dondrleri arasinda SENV-D ve SENV-H viremisinin olduk¢a yaygin oldugunu
gostermektedir. Bu da parenteral tasinma yolunun SEN-V’un yayilmasinda veya

bulagmasinda temel yol olup olmadig1 konusunda sliphe uyandirmistir.
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Bu sonuglarla SEN-V’un kan haricinde diger yollarla gecip geg¢medigi
bilinmemektedir. Kan haricindeki bulas yolu muhtemelen besinler veya fekal-oral yol
araciligi ile olabilir ve ileri calismalarda bunlarin arastirilmasina 6nem verilmelidir.

Sonug olarak; SEN-V infeksiyonu kan dondrlerinde, hemodiyaliz hastalarinda,
bilinmeyen etiyolojili karaciger hastalarinda oldukg¢a sik oranda bulunmaktadir, ancak
yapilan ¢aligmalarda, SEN-V’un hepatit olusturma yeteneginin ve hastaligin gidisatinda
oynadiklar1 roliin hala agik olmadigi sonucuna varilmaktadir. Bu nedenle SEN-V’un
medikal dnemini yani, ger¢ekten hepatit etkeni virus olup olmadigini ortaya koyan ileri
calismalara gereksinim vardir. Ileride birgogumuzun kaninda dolasan bu viruslarin belki
de bambagka hastalik tablolarindan sorumlu olduklar1 ortaya c¢ikabilir. Ciinki
mikrobiyoloji bilimi, varliklar1 ortaya ¢iktiktan sonra hastalikla iliskisinin yillar sonra

ortaya kondugu mikroorganizmalarla daha 6nce de karsilagsmustir.
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