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1. GIRIS VE AMAG

Hepatit; metabolik hastaliklar, ilaglar, alkol, toksinler ve virUsler gibi gesitli
nedenlerle olusan karaciger inflamasyonun genel adidir. Viral hepatitler,
ulkemizde ve tum dinyada gorilen ve genis kitleleri etkileyen dnemli saglik
sorunlari olusturan hastaliklardir. Guinumuzde viral hepatit olgularinin buyuk
kismindan, 5 hepatotrop viris sorumludur. Bunlar; Hepatit A Virisu (HAV),
Hepatit B Virust (HBV), Hepatit C Virisu (HCV), Hepatit D Virastu (HDV),
Hepatit E Virtsu (HEV) 'dir.

Ozellikle kan nakli ile bulasan HCV infeksiyonlari, glinimiizde uygulanan
duyarhiligi ylksek serolojik ve molekuller yontemler sayesinde énemli dlgude
azalmistir. Ancak, halen kan nakli sonrasi hepatit olgularinin %10’u ve
toplum kokenli hepatit olgularinin %20’sinin etiyolojisi tespit edilememistir (1).
ispanya’da Escorsell ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, 1992 ile 2000
yillar arasinda, akut fulminan hepatitli 267 hastanin %32’sinde herhangi bir
etkenin saptanamadigi bildirilmigtir (2). Amerika Birlesik Devleti'nde
kriptojenik karaciger hastaligi olan 567 hastada, 3 yil boyunca yapilan
incelemelere ragmen hastalarin %4.9’ unda herhangi bir etiyolojik ajan tespit
edilememigstir (3). Hepatitle iligkili aplastik anemi olgularinin birgogunda
etiyolojik etken bulunamamistir (4). Gunumuzde gelisen serolojik ve
molekuler teknikler sayesinde etiyolojisi aydinlatlamayan olgularin orani
azalmakla beraber halen goérulmeye devam etmektedir. Yillar igerisinde
nedeni acgiklanamayan hepatit olgularinda farkh virUslerinde rol
oynayabilecegi dusiincesi hakim olmustur. iyi tanimlanmis baslica hepatit
virUsleri (hepatit A-E) disinda, tarihsel kesif sirasina gore Hepatit G virls
(HGV), Torgue Teno viris (TTV), ve SEN virus (SENV) gibi virtslerin de
Ozellikle kan nakli sonrasi non A-E hepatitlerinden sorumlu olabilecekleri 6ne

surdlmasgtar (1, 5, 6).



SENV ile ilgili ilk calismalar 1999 yilinda italyan arastirmaci Dr. Daniella
Pirimi ve ekibi tarafindan yapilmistir. HIV (Human immunodeficiency virus,
insan ba@isiklik yetmezlik vir(isi) ile enfekte intravendz (I V.) ilag bagimlisi
bir hastanin serumunda farkli bir DNA klonu saptanmistir. Bu yeni klonun
yeni bir viris olabilecegi disunulmds ve hastanin isminin bas harfleri olan
‘SEN’ alinarak isimlendirilmesi yapilmistir. Daha sonra da SENV’nin kan nakli
ile bulasan yeni bir hepatit virisU olabilecegi agiklanmigtir (1, 7, 8, 9).

SENV genomunun yapilan filogenetik analizlerine gore 9 farkli genotipi
tanimlanmistir (SENV-A, SENV-B, SENV-C, SENV-D, SENV-E, SENV-F,
SENV-G, SENV-H ve SENV-I). Ozellikle saglikh kan verici ve alicilarinda, bu
alt tiplerden SENV-D ve SENV-H ‘nin yuksek oranda DNA sekans homolojisi
gOstermesi bu iki virGsun kan nakli ile bulastigini kuvvetli bir sekilde
desteklemistir. Gunumuizde bu virisun tespitinde, akut ve kronik infeksiyon
ayiriminda henuz serolojik bir antikor testi mevcut degildir. SEN virUs
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile saptanabilmektedir. SENV-D ve SENV-
H karaciger hastaliklari ile daha ¢ok iliskilendiriimis ve kan nakli sonrasi
hepatit olusturabilecedi dustunulmuastir. Yukarda bahsi gecen diger SENV
genotipleri ise saglikli kan vericilerinde ¢ok daha az siklikta gortulmekle
birlikte, kan transflzyonu ile iligkili hepatitierden sorumlu degillerdir (1,10).

Hemodiyaliz hastalari sik parenteral uygulamalara maruz kalan, sik kan
transfuzyonu alma ihtiyaci olan, kan yolu ile bulasan viral infeksiyonlar
acisindan risk altinda olan bir hasta grubudur. Calismamizda bu hasta
grubunda yeni bir viral hepatit etkeni olabilecegi dustinulen SENV sikliginin

arastiriimasi ve saglikli kan vericileri ile karsilastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.SEN Virus (SENV)

Hepatit virtsleri ile ilgili arastirmalar 50 yildan daha uzun siredir devam
etmektedir. Hepatitlerin %15 - %17’ sinin nedeni gunumuzde hala
aydinlatilamamistir (11). 20. yuzyilin sonlarinda etiyolojisi aciklanamayan
hepatit olgulari ve gelisen serolojik ve molekuller yontemler, arastirmacilari
hepatite neden olabilecek yeni virls izolatlarini incelemeye sevk etmigtir.
1995 yilinda Simons ve arkadaslari tarafindan HGV’nin kesfi, ardindan 1997’
de Nishizawa ve arkadaslar tarafindan TTV’'nin kesfi ile bu viraslerin
etiyolojisi bilinmeyen non A-E hepatitli hastalarda etken olabilecekleri
dugsunulmustar (12,13). Her iki viruste dunyada bolgesel farkliliklar
gOstermekle birlikte olduk¢a yaygindir. Ancak hem HGV hem de TTV’nin
insanlarda hastalik olusturduklarina dair kesin kanitlar yoktur (1,14).

SEN viris, ilk kez 20.07.1999' da italya’nin Saluggia kentinde bulunan
DiaSorin Biyomolekller Arastirma Enstitisinde, Dr. Daniella Pirimi ve
arkadaglar tarafindan, intravenoéz ilag bagimlisi, HIV ile enfekte ve nedeni
bilinmeyen transfuzyon sonrasi hepatitli bir hastanin serumundan izole
edilmistir. VirGsun kesfi bilimsel bir konferansta ya da bilimsel bir dergide
yayimlanmadan dénce, bir basin toplantisi ile duyurulmus ve The New York
Times isimli gazetede yayimlanmistir (7,15). 18.05.2000 tarihinde SENV
nikleik asit sekansi tescillenmistir (16). 2000 yilindan sonra birgok
arastirmacinin SENV ile ilgili ¢alismalari yayimlanmistir. SENV ile ilgili
yapilan ilk ¢calismalarda bazi genotiplerinin 6zellikle SENV-H ve SENV-D’nin

kan transfuzyonu sonrasi hepatit yapabilecedi gosterilmigstir (1).



2.1.1. SEN Viriisiin Mikrobiyolojik Ozellikleri ve Siniflandiriimasi

SENYV; tek zincirli sirkiler DNA (ssDNA) iceren zarfsiz bir virGstur. Viras
26 nm boyutunda, 3600-3800 nukleotid iceren genomu yaklasik 3,8 kb
uzunlugundadir. TTV ile yakin filogenetik benzerlige sahiptir. SENV TTV ile
%55'den az sekans homolojisi ve %37'den az aminoasit homolojisine
sahiptir. SENV yeni bir virls olarak duslnulmis ama daha sonra yapilan
genomik analizler sonucu TTV'nin alt tipi oldugu saptanmistir (1, 6, 17, 18).
ilk zamanlar TTV ile birlikte Circoviridae ailesinde ve anellovirus genusu
icinde siniflandinimisdir. Sonraki yillarda yapilan TTV DNA sekans analizleri
sonunda, bu virtsler ile Circoviridae ailesi arasinda benzerlik saptanmamistir
(19).

GUnumuzde SENV, TTV’' nudn bir alt tiri olarak Anelloviridae ailesi
icerisinde siniflandirilmaktadir. 2009 yilinda Circoviridae - Anellovirus
g¢alisma grubunun raporu dogrultusunda, Uluslararasi Viris Taksonomi
Komitesi (International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) tarafindan
Anelloviridae ailesi olusturulmustur. Olusturulan bu aile dokuz cinse ve 47
tire ayrilmistir. SENV-D ve SENV-H Alphatorquevirus cinsinin igerisinde
sirasiyla Torque teno virus 15 ve Torque teno virus 18 turleri olarak
siniflandinimaktadir (20).

Alphatorquevirus cinsi i¢inde tanimlanan Torque teno virus (TTV),
Betatorquevirus cinsi icinde tanimlanan Torque teno mini virus (TTMV),
Gammatorquevirus cinsi icinde tanimlanan Torque teno midi virus (TTMDV)
insan anelloviruslari olarak tanimlanmigtir. Diger TTV varyantlari ise hayvan
izolatlaridir (21). Anelloviridae ailesinin taksonomisi Tablo—1'de gosterilmistir
(22).



Tablo 1: Anelloviridae taksonomisi ve SENV (22)

Aile Anelloviridae

Cins Alphatorquevirus (29 tar)

Tar Torque teno virus 1

Tar Torque teno virus 2

Tar Torque teno virus 3

Tar Torque teno virus 4

Tar Torque teno virus 5

Tar Torque teno virus 6

Tar Torque teno virus 7

Tar Torque teno virus 8

Tar Torque teno virus 9

Tar Torque teno virus 10

Tar Torque teno virus 11

Tar Torque teno virus 12

Tar Torque teno virus 13

Tar Torque teno virus 14

Tar Torque teno virus 15 (SENV-D)
Tar Torque teno virus 16

Tar Torque teno virus 17

Tar Torque teno virus 18 (SENV-H)




Cins

Tar
Tar
Tar
Tar
Tar
Tar
Tar
Tar
Tar
Tar
Tar
Betatorquevirus
Tar
Tar
Tar
Tar
Tar
Tar
Tar
Tar

Tar

Torque teno virus 19
Torque teno virus 20
Torque teno virus 21
Torque teno virus 22
Torque teno virus 23
Torque teno virus 24
Torque teno virus 25
Torque teno virus 26
Torque teno virus 27
Torque teno virus 28
Torque teno virus 29
(9 tar)
Torque teno mini virus 1
Torque teno mini virus 2
Torque teno mini virus 3
Torque teno mini virus 4
Torque teno mini virus 5
Torque teno mini virus 6
Torque teno mini virus 7
Torque teno mini virus 8

Torque teno mini virus 9




Cins Deltatorquevirus (1 tar)

Tar Torque teno tupaia virus
Cins Epsilontorquevirus (1 tir)

Tar Torque teno tamarin virus
Cins Etatorquevirus (1 tar)

Tar Torque teno felis virus
Cins Gammatorquevirus (2 tur)

Tar Torque teno midi virus 1

Tar Torque teno midi virus 2
Cins lotatorquevirus (2 tar)

Tar Torque teno sus virus 1

Tar Torque teno sus virus 2
Cins Thetatorquevirus (1 tar)

Tar Torque teno canis virus
Cins Zetatorquevirus (1 tar)

Tar Torque teno douroucouli virus

SENV genomununun filogenetik analizine goére 8 farkli genotipi
tanimlanmigtir. (SENV-A, SENV-B, SENV-C, SENV-D, SENV-E, SENV-F,
SENV-G, SENV-H). 2000 yilinda Fiordalisi ve arkadaslari SENV genom
calismalarinda dokuzuncu genotip olan SENV- 'yl tanimlamigtir (23).

SENV’ nin en onemli Ozelligi, ¢cok degisken genom yapisina sahip

olmasidir. Yilda gen lokalizasyonu basina 7,32 x 10* mutasyon hizi olan
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hipervariabl bolgelere sahiptir. SENV’ nin persiste etme yetenedinin bu gen
bdlgelerinin mutasyon hizi ile dodru orantili oldugu dusunulmektedir (17,18).

SENV ORF (Open Reading Frame, agik okuma cergevesi) adi verilen
DNA dizilerine sahiptir. ORF’ deki nukleik asit farklarindan yararlanilarak
tirler genotiplere ayrilabilmektedir. Her genotip digerinden en az %25’lik
nikleotid sekans degisikligiyle ayrilir. SENV’ nun en az u¢ adet ORF’ si
bulunmaktadir (Sekil 1). Bunlar ORF1, ORF2 ve ORF3 olarak
isimlendirilmektedir (17,18). Diger TTV varyantlari ise 3 ya da 4 ORF ( ORF1,
ORF2, ORF3 ve/veya ORF4) icerir (24).

Inverted PCR Inverted PCR

-« SENasl N
SENsl P -

ORF2
(156 aa)

SENV-D

SENV-H

ORF3 3815 nt
(87 aa)

3788 nt

ORF1 (754 aa) ORF1 (762 aa)

Sekil 1. ORF1-3 gosteren SENV-D ve SENV-H gen haritasi (17)

(aa; aminoasit, nt; nukleotid)
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ORF uzunlugu her SENV genotipinde farkhdir. ORF1 arjinin ve lizinden
zengin bolgeler iceren, hidrofilik bir yapiya sahip olan en blyik ORF’ dir ve
dért farkl protein kodlar. Uglincli protein tim SENV’ lerde benzer aminoasit
dizilimi gosterir ve replikasyondan sorumludur. Protein 1, 2 ve 4 ise sadece
bazi genotiplerde mevcuttur ve aminoasit diziliminde farkliliklar
bulunmaktadir. Bu 6zellik siniflamada kullaniimaktadir (17).

ORF1’de; SENV-A, SENV-B, SENV-C, SENV-D, SENV-E, SENV-G ve
SENV-H genotiplerinde sirasiyla 642, 679, 753, 754, 743, 758, 763 ve 762
adet aminoasit bulunmaktadir (17).

Anelloviridae ailesindeki ilk U¢ cins insan anelloviruslari olarak
tanimlanmistir. (Alphatorquevirus, Betatorquevirus ve Gammatorquevirus).
Cinsler arasi % 56’dan fazla ORF1 nikleotid dizilim farklihgi vardir. insan
annelloviruslari ORF1 deki farkliklara gére bes genogruba ayriimistir (25).

TTV-15 (SENV-H) ve TTV-18 (SENV-D) Uguncu grupta yer almigtir. Her
bir izolatin ORF1 nukleotid dizilim farkhhdr >%20 ise farkh bir tur olarak
tanimlanmigtir (25). Sekil-2’de insan anellovirislerinin ORF1 varyasyonlarina

dayandirilarak olusturulmus filogenetik dendogrami gosterilmistir.
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TIVE (BMIC)
5 —gﬂm (CT44F)
TIV10 (JTHE)

TIV 11 (TCHN-O1)

] TIVE (Ki08F)
Twsﬂ; arKfrﬂsa 1) Genus Alphatorguevirus
TIVAS (TuN-01) Torque teno virus (TTV)
TIV 18 (75-W00028039)
TIVAT (187-Wo0028039)
3 TTIV 14 (s-TTV CHES-1) #
TIV 23 (5-TTV CHES-2) +
TIV24 (345-01)
TIV 22 (1-Wo0142299)
TTV 21 (TCHN-B)
TTV 19 (SANBAN)
TTV 20 (SAa-10)
TV 13 (TCHN-A)

TIV4 (P-TTVE *
1 TV (TAZ7E)
TIV 3 (HEL3Z)
TIV2 (s-TTVCHT 1) =
TIVS (TCHN-CH)

4 TV 29 1-H 004
el
TIV 28 (CT43F)
TTV 26 (METTVI)  +
— TTV 25 (METTV)
e S Genus Betatorquevirus
TTMV 4 (PETTVEN) Torgue teno mini virus (TTMV)
TIMV 6 (CDB203)
TIMV 7 (CLC156)
TIMV 8 (PB4TL)
TIMV § (NLCO30)
b TTMV 2 (NLCG23)
pmmml - Genus Gammatorquevirus
L——TTMDV 1 [MD1-073) Torgue teno midi virus (TTMDV)
i

0.1

Sekil-2; insan anellovirisleri ORF1 dizi varyasyonlarina dayandirilarak

olusturulmus filogenetik dendogram (25).

ORF2’'nin fonksiyonu anlasilamamakla birlikte genotipe gére aminoasit
sayisi degismektedir. SENV-A, SENV-B, SENV-C, SENV-D, SENV-E, SENV-
F, SENV-G ve SENV-H’ de sirasiyla 166, 156, 157, 157, 152, 160, 146 ve
156 adet aminoasit icermektedir. ORF3 ‘linde DNA topoizomeraz | enzimi ile
benzer homolojiye sahip bir protein kodladigi ve viral replikasyonda rolu

oldugu dusunulmektedir (17, 18).

2.1.2. Epidemiyoloji

SENV’ nin 1999 yilinda tanimlanmasindan sonra yapilan calismalar
incelendiginde, dunya genelinde farkli cografi bolgelerde, farkli siklikta
goraldugu anlasiimaktadir. SENV’ nin tim genotipleri insanlarda degisik

oranlarda saptanmigtir. Tum SENV’ lerin 6lgimu pratik bir yaklagim degildir
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ve SENV-D ve SENV-H' nin disindaki diger SENV genotiplerinin insanlarda
hepatite neden olmadidi disundlmektedir (1). Bu ytzden 2000 yilindan sonra

yapilan pek ¢ok galismada SENV-D ve SENV-H Uzerine odaklaniimistir.

2.1.2.1. Saglikh Kan Vericilerinde SENV

Degisik cografi bolgelerde ve Ulkelerde saglikli kan vericilerinde yapilan
calismalarda SENV-D ve SENV-H sikhiginin farkli oldugu dikkati cekmektedir.
SENV-D sikliginin %0.5 ile %60.8 arasinda, SENV-H sikliginin %0 ile % 85.8
ve SENV-D+H ko-enfeksiyon sikliginin ise %0 ile % 55.8 arasinda degistigi
bildiriimektedir. iran’in kuzey bodlgesinde Karimi ve arkadaslarinin yaptigi
calismada, SEN-D (%60.8), SENV-H (%85.8) ve SENV-D+H (%55.8)
sikliginin, daha sicak iklimdeki Tahran merkezli yapilan diger galismalara
oranla daha ylksek c¢ikmasi, kullanilan metotlarin farkhligi ile iligkili
olabilecegi gibi, ayni Ulkede farkli iklim kosullari olan bodlgelerde SENV’nin
sikliginin farkh olabilecegi, iklim ve cevresel kosullardan etkilenebilecegi
seklinde vurgulanmistir (26). italya’da ki bir calismada SENV pozitifliginin
erkek kan vericilerinde daha sik gorulmesi, SENV’nin cinsel yolla
bulasabilecegini dustndurmastir (27). SENV-D, SENV-H ve her iki virusle
koenfekte saglikh bireylerde klinik ve laboratuar acidan karaciger hastaligini
dusunduirecek bulgu olmamasi, SENV ‘ nin patojenitesi konusunda kusku ile
yaklasmamiz gerektigini dusundirmektedir. Parenteral bulas agisindan
herhangi bir risk tagimayan saglikli kan vericilerinde SENV’ nin degisik
oranlardaki sikhgi, asil bulas yolunun kan ve kan drunleri olmasina karsin,
diger yollarla da bulasabilecegini gostermektedir (26, 28). Tablo-2' de farkli
ulkelerden kan vericilerindeki SENV-D, SENV-H, SENV-D+H ko-enfeksiyonu
verileri 6zetlenmistir. SENV-H oraninin bir¢ok ¢alismada, SENV-D’ye gore
daha ylksek oldugu dikkat cekmektedir.
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Tablo-2: Saglikli kan vericilerinde SENV-D, SENV-H, SENV-D+H sikligi

( * Oran belirtilmemisg)

Kaynak

Ulke Ornek SENV-D SENV-H SENV-D+H
Sayisi % % %
Almanya 100 3.0 5 0
Almanya 226 * 16.8 *
Almanya 122 25 7.4 0
Amerika 436 0.9 0.9 0
Cek Cumh. 144 2.1 28.5 6.25
Cin 135 6.7 5 19
Gana 198 9.6 45.4 15.6
iskogya 192 0.5 10.9 1
iskogya 200 0.5 13 0
iran 260 1.5 18.08 3.4
iran 120 60.8 85.8 55.8
iran 60 10 13.3 *
italya 99 9.1 24 *
Japonya 277 7 3 10
Japonya 58 14 2
Misir 25 20 0 0
Misir 20 5 5 *
Slovakya 100 10 15 1
Tayland 100 1 3 1
Tayvan 120 18.3 5.8 *
Tayvan 223 19.7 5.8 *
Tayvan 200 32 30.5 11.5
Tayvan 43 16.3 23.4 7
Tarkiye 100 10 15 *
Tarkiye 120 5 20 *
Tarkiye 43 * 16.2 *
Tarkiye 100 5 16 *
Yunanistan 100 16 7 1

Umemura ve ark(59)
Schroéter ve ark.(32)
Sagir ve ark.(57)
Umemura ve ark.(59)
Thom ve ark.(20)

Mu ve ark.(64)

Thom ve ark(20)
Thom ve ark(20)
Thom ve ark(20)
Sharifi ve ark.(58)
Karimi ve ark.(26)
Dehkordi ve ark.(28)
Spataro ve ark.(27)
Shibata ve ark(41)
Umemura ve ark.(59)
Mohamed ve ark(61
Samah ve ark (29)
Schreter ve ark (60)
Tangkijv ve ark.(62)
Dai ve ark. 2005 (31)
Dai ve ark. 2004 (68)
Huang ve ark.(63)
Liu ve ark (33)

Serin ve ark.(56)
Tezcan ve ark(34)
Cakaloglu ve ark(65)
Ogutmen ve ark(66)

Umemura ve ark.(59)
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2.1.2.2. Hemodiyaliz Hastalarinda SENV

Hemodiyaliz hastalari kan yolu ile bulagsan hastaliklar agisindan risk
altinda olan bir hasta grubudur. Bu hasta grubunda tedavi uygulamalari
siklikla parenteral uygulamalari kapsar (18).

Misirda 63 hemodiyaliz, 20 hemodiyalize girmeyen kronik bdbrek
yetmezligi (KBY) hastasi ve 20 saglikli kan vericisinin karsilastiriidigi
calismada, hemodiyaliz grubunda SENV-D %14.3, SENV-H %36.5,
hemodiyalize girmeyen KBY hastalarinda SENV-D %5, SENV-H %50,
saglikh kan vericisi grubunda SENV-D %5 SENV-H %5 oraninda
saptanmigtir ve hemodiyaliz hastalarinda SENV sikhigr anlamli derecede
yuksek bulunmustur (p=0.003). Hemodiyalize girmeyen KBY hastalarinda
SENV-H’ nin yuksek bulunmasinin nedeni, bu hastalarda invaziv girisimlerin
sik olmasina dayandiriimistir. Bu ¢alismada SENV pozitifligi ile yas, cinsiyet,
hemodiyaliz suresi, karacijer hastaligi arasinda anlamhi bir iligki
bulunmamistir. Bazi hastalardaki ALT yuksekligi, anti-HCV pozitifligi ile
iliskilendirilmistir (29). 189 hemodiyaliz hastasi ve 60 kan vericisinin dahil
edildigi bagka bir galismada, SENV-D ve SENV-H DNA’si hemodiyaliz
hastalarinda PZR ydntemiyle %38 pozitif bulunurken, kan vericilerinde ise bu
oran %22 olarak saptanmis ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmistir (p=0.012). Diger calismada oldugu gibi bu ¢alismadaki SENV
pozitif hastalardaki ALT yuksekliginin HCV ile iligkili oldugu ancak SENV
viremisi ile iligkili olmadidi saptanmigtir. Kan transflizyonu sayisi ve
hemodiyaliz slresinin HCV infeksiyonu ile iligkili oldugu ancak SENV
infeksiyonu ile iligskisi olmadigi belirtiimistir. SENV pozitif hemodiyaliz
hastalarinin %3’Unde, SENV negatif hemodiyaliz hastalarinin %5’ inde ALT
yuksekligi gorulmis, SENV prevalansinin hemodiyaliz hastalarinda yuksek
olmasina kargin, SENV ile hepatit arasinda iligki kurulamamistir (30).
Tayvan’da yapilan 99 hemodiyaliz hastasi ve 120 saglikli kan vericisinin dahil
edildigi ¢alismada ise, hemodiyaliz grubunda SENV-D ve SENV-H sikhgi
sirasiyla %46.5 ve %27.3 oraninda saptanmis ve kontrol grubu olan saglikli
kan vericilerine kiyasla oldukga ytuksek bulunmustur (p<0.0001). SENV-D’nin

hem hemodiyaliz grubunda hem de kontrol grubunda daha yuksek oldugu
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belirtilirken SENV sikhd1 ile hemodiyaliz suresi ve transfuzyon oOykusu
arasinda bir iligki kurulamamistir. HCV-SENV ko-enfekte hastalarda
interferon ya da interferon + ribavirin kombinasyonunun HCV ve SENV'yi
eradike etmede yeterli ve etkin oldugu bildiriimistir (31). Bagka bir ¢galismada
78 hemodiyaliz hastasi ve 226 saglikli kontrol grubunda SENV-H DNA
arastinimistir. SENV-H prevalansi hemodiyaliz hasta grubunda %12.8 ve
saglikh  kontrol grubunda %16.8 saptanmistir.  SENV-H viremisi olan
vakalarda klinik ve biyokimyasal olarak karaciger hastaligi bulgulari
saptanmadidi ve bu nedenle, SENV-H viremik hastalarda hemodiyaliz
cihazlarinin ayrilmasinin gerekmedigi bildirilmistir (32). Liu ve arkadaslarinin
Tayvan’da 119 hemodiyaliz hastasi ve 43 saglikli kontrol grubunda yaptigi
calismada sasirtici sonuglar bildirilmistir. Hemodiyaliz grubunda SENV-D,
SENV-H ve SENV-D+H orani sirasiyla % 4.2, % 7.6, % 0.8 iken saglikl
kontrol grubunda ise % 16.3, %23.4, % 7 olarak saptanmistir. Hemodiyaliz
grubunda, saglikli kontrol grubuna goére prevalans daha dustk bulunmus ve
istatistiksel olarak SENV infeksiyonu ile yas, cinsiyet, kan transfizyonu
Oykusu, AST/ALT seviyesi, HBsAg durumu arasinda bir iligki bulunmadigi
bildirilmigtir (33).

Ulkemizde, Tezcan ve arkadaslarinin Mersin Universitesi’nde yapmis
olduklari galismada 100 hemodiyaliz hastasi incelenmis olup, SENV-D igin
%33, SENV-H igin %22 pozitiflik saptanmistir. 120 saglikli kan vericisinden
olugsan kontrol grubunda SENV-D %5, SENV-H %20 oranindadir. SENV-D
orani hasta grubunda daha yuksek bulunurken (p<0.05), SENV-H oraninda
hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05)
(34). Tablo-3 de farkl Ulkelerden hemodiyaliz hastalarindaki SENV-D,
SENV-H ve SENV sikhgi verileri gosterilmistir.
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Tablo-3: Hemodiyaliz hastalarinda SENV-D, SENV-H, SENV sikhgi

(* Oran belirtiimemis)

Ulke Ornek  SENV-D SENV-H SENV Kaynak

Sayisi % % %
Almanya 78 * 12.8 * Shroter ve ark.(32)
Japonya 189 * * 38 Kobashi ve ark(30)
italya 171 * * 40.9 Pirovano ve ark(67)
Misir 63 14.3 36.5 * Samah ve ark.(29)
Misir 60 * * 45 Mohamed ve ark(61
Slovakya 72 27.8 34.7 50 Schreter ve ark(60)
Tayvan 99 46.5 27.3 * Dai ve ark.(31)
Tayvan 119 4.2 7.6 * Liu ve ark.(33)
Tayvan 50 22 68 * Kao ve ark(55)
Tarkiye 100 33 22 55 Tezcan ve ark.(34)

2.1.2.3. Kan Transfuzyon Gereksinimi Olan Diger Hastalarda SENV

Hemodiyaliz hastalari diginda 06zellikle hematolojik kanserli hastalar,
talasemi hastalari ve cerrahi uygulanan hastalarda da siklikla kan ve kan
aranleri kullanilmaktadir.

iran’da Karimi ve arkadaslarinin yaptigi calismada 120 saglikl kan vericisi
ile 100 talasemik hasta SENV pozitifligi agisindan arastirilmistir. Talasemik
hastalarda SENV-D, SENV-H, SENV-D+H oranlari sirasiyla, % 86, % 93, %
81, kontrol grubunda ise % 60.8, % 85.8, % 55.8 olarak saptanmis ve
talasemik hastalarda anlamli dizeyde yuksek oldugu bildirilmistir (p<0.05).
SENV pozitif talasemik hastalarda ve kontrol grubunda, SENV negatiflere
gore AST, ALT degerlerinde fark olmadigi goérulmagstur. Saglikh kan
vericilerinde ve talasemik hastalarda benzer SENV homolojisi gorulmesi,

saglikli kan vericilerinin, talasemik hastalari enfekte ettigini ve SENV
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bulagsinda kan transfuzyonunun &nemini gostermistir. Diger taraftan
calismada saglikli kan vericilerindeki yuksek SENV pozitiflik orani, bulagta
kan yolu disindaki diger yollarinda olabilecegi gértusini desteklemektedir
(26).

ABD’de kardiyak cerrahi yapilan hastalar operasyon sonrasi SENV
pozitifligi agisindan incelenmistir. Operasyon sirasinda transfizyon almayan
hastalarda %3, transfuzyon alanlarda %30 oraninda SENV DNA pozitiflik
saptandigi bildirilmistir. Hastanede transfuzyon almadigi halde SENV
infeksiyonu gelisen hastalar olmasi SENV’nin nozokomiyal olarak
bulasabildigini dUsundurmektedir. Transfuzyon sonrasi enfekte olan
hastalarin %55’i infeksiyondan 6 ay sonra ve %74’Unun de 5 yillik izlemde
SENV DNA’larinin kayboldugu saptanmistir (1).

Ulkemizde hematolojik kanserli 80 hasta ile daha dnce kan transflizyon
Ooykusu olmayan farkli tanilarla hastanede yatan 80 goénulli hastada yapilan
calismada, hematolojik kanserli hastalarda SENV-D ve SENV-H sikligi
siraslyla, %18.8, %30, kontrol grubunda ise %16.3, % 42.5 saptanmis, her
iki grup arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (p=0.111). Transfuzyon
OyklUsu olmayan hastalarda yuksek SENV pozitifligi, bagka bulas yollarinin
olabilecegini dusundirmustir. Calismada nétropenik hastalarda daha dusik
oranda SENV viremisi saptanmasi, benzer galismalarda bagisik yetmezlikli
hastalarda ve sik kan transflzyonu alanlarda SENV sikhginin fazla olmasi,
SENV’nin karaciger disinda, kemik iliginde de replike olabilecegini veya
beyaz kureler ile tasiniyor olabilecegini dusindurmuastur. Ayrica, hematolojik
kanserli hastalara verilen kan Urunlerinin buyUk bir kisminin iginlaniyor ve
I6kosit filtresinden gegiriliyor olmasinin SENV’nin gegisinin azalmasina neden

olabilecegi gorusu de vurgulanmigtir (35).

2.1.2.4. Non A-E Hepatitlerde SENV

Birgok arastirmaci etiyolojisi agiklanamayan non A-E hepatitlerinde SENV*
lerin, Ozellikle SENV-D ve SENV-H genotiplerinin bu hastalarda rolu
olabilecegi hipotezini savunmuslardir (1, 10, 17).

Cin'de Tang ve arkadaglarinin yaptigi calismada 30 non A-E hepatit
hastasi ile 30 saglikli kan vericisi karsilastirimistir. Non A-E hepatit

19



olgularinin % 53.3’Unde, saglikli kan vericilerinin % 10’unda SENV DNA’sI
tespit edilmistir. Non A-E hepatit olgularinda SENV’ nin anlamli derecede
yuksek oldugu gorulmuastar (p=0.0002) (36). Umemura ve arkadaslarinin
yaptidl ¢alismada transflzyon sonrasi non A-E hepatit gelisen 12 olgunun
11'inde (%92) SENV DNA pozitifligi saptanirken, transfizyon almig ancak
hepatit gelismemis 225 olgunun ise 55 inde (%24) SENV DNA pozitifligi
bildirilmistir. Bu iki grup karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur (p<0.01). SENV ile enfekte hastalarin hepsinde hepatit
gelismemesine ragmen, bazi hastalarda posttransfuzyon hepatit nedeni
olabilecegi dugunulmuagtur (1).

Japonya’da non A-E karaciger hastahig ile iliskili 67 hastada
(Hepatoseluler karsinom (HSK), siroz, kronik hepatit, akut hepatit) ve 49 kan
vericisinde SENV DNA prevalansinin arastirildigi bir ¢alismada; non A-E
karaciger hastaligi olan hastalarda SENV prevalansi yuksek bulunmustur.
Akut hepatitli hastalarda (%48), HSK’ da (%42), sirozlularda (%57), kronik
hepatitli (%56), kontrol grubunda (%28.6) SENV DNA saptanmis. Ancak
SENV pozitif ya da SENV negatif olan karaciger hastalarinda klinik agidan
farklhilik bulunmamstir (37).

Ulkemizde, Serin ve arkadaslarinin ALT, AST degerleri yiiksek HBV/HCV’
si negatif 100 hasta ile ALT, AST degerleri normal HBV/HCV’ si negatif 50
hastanin kontrol grubu olarak alindigi ¢alismada; hasta grubunda SENV-D
ve SENV-H orani sirasiyla %5, %8 (toplam %13), kontrol grubunda ise %4,
%6 (toplam %10) bildirmiglerdir. Hasta ve kontrol grubunda SENV sikliginda
anlamli bir fark olmadigi belirtiimistir (p>0.05) (38).

2.1.2.5. SENV, HIV, HBV, HCV Koenfeksiyonu

ilk kez HIV pozitif bir hastada kesfedilen SENV icin Sagir ve
arkadaslarinin Almanya’da 217 HIV ile enfekte hasta Uzerinde yaptiklari
calismada, SENV-D %0.9, SENV-H %23 ve her ikisi ile birlikte enfekte
olanlarin orani ise %25.6 olarak goézlenmistir. SENV-Hnin HIV pozitif
hastalarda kan vericilerine gore daha ylksek oranda bulundugu gosterilmigstir

(p<0.001) (39). Italya’da Pirovano ve arkadaslari ise IV ilag kullanimi ile HIV
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pozitif olan hastalarda SENV prevalansi %71, seksuel yolla HIV pozitif olan
hastalarda SENV prevalansini %26 olarak saptamiglar ve parental bulasin
onemini vurgulamislardir (40). SENV prevalansi kronik hepatit B ve C
enfeksiyonlu hastalarda saglikli bireylerden ylksek bulunmustur (p<0.0001)
(41). SENV ile koenfekte kronik HCV hastalarinda, SENV’nin interferon alfa
tedavisine yaniti etkilemedigi, tedavi alan hastalarda SENV DNA’nin
negatiflestigi ve SENV’nin interferon alfa’ya duyarli oldugu bildirilmigtir (42).
SENV ile koenfekte kronik HCV hastalarinda yapilan baska bir ¢alismada,
pegile interferon + ribavirin kombinasyon tedavisi alan koenfekte hastalarda
ve SENV negatif kronik HCV hastalarinda HCV eradikasyonunun
dedismedigi ve SENV’nin kombinasyon tedavisine yaniti etkilemedigi
belirtiimisgtir (43). SENV ile koenfekte kronik hepatit B hastalarinda yapilan
bagka bir ¢alismada ise SENV pozitifliginin lamivudin tedavisine olan yaniti
da etkilemedigi bildirilmistir (44).

2.1.2.6. SENV ile ilgili Diger Epidemiyolojik Calismalar

SENV’nin kan transflizyonu olmayan bireylerde de ylksek oranda
saptaniyor olmasi tek bulas yolunun kan transfuzyonu olmadigi gorusunu
desteklemektedir.

Anneden bebege SENV gegcisi ile ilgili bir calismada, SENV pozitifligi olan
15 gebenin bebekleri dogum sonrasi izlenmis ve 13’Unde SENV pozitifligi
saptanmistir. Bunlardan bir bebek dogumda, sekiz bebek dogumdan sonraki
alti ay icinde ve dort bebekte daha sonraki aylarda SENV DNA pozitifligi
saptanmistir. Anne ve bebeklerdeki SENV sekans homolojisisinin benzer
olmasi, SENV’nin vertikal yolla bulasabilecegini dusundurmustir. SENV
pozitif bebeklerin gbzleminde herhangi bir klinik bulguya rastlanmamistir (45).

Karaciger transplantli 58 hasta Uzerinde yapilan bir ¢alismada, SENV
pozitifligi %51.7 oraninda saptanmis. SENV pozitif hastalardaki ALT
yuksekliginin SENV’'den kaynaklanmadigi, bu hastalardaki HCV infeksiyonu
ile iligkili oldugu dusunulmastur. SENV ve HCV negatif hastalarda ALT
yuksekligi  goriimemigtir.  SENV infeksiyonunun karaciger transplant
alicilarinda daha sik goruldigu ancak graft disfonksiyonuna neden olmadigi
dugunulmektedir (46).
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ABD’'de San Francisco sehrinde 531 iV ila¢ kullanicisinda, SENV A
%45.7, SENV C/H %35.6, SENV D %10.3 oraninda tespit edilmis. iV ilag
kullanicilarinda surekli maruziyetten dolayr SENV infeksiyon suresinin daha
uzun oldugu belirtilmistir (47).

Servikal biyopsi alinan 117 kadinda, biyopsi sonucu servikal kanser ¢ikan
45 olgunun doérdinde SENV pozitifligi saptanmig, biyopsi sonucu servisit
tanisi konan 72 olgunun 22’sinde SENV pozitif bulunmus. SENV serviks
kanserli olgulara kiyasla servisit olgularinda anlamli derecede yuksek olarak
gOzlenmistir (p<0.05). Etiyolojisi bilinmeyen kronik servisit hastalarinda
SENV’ nin roli olabilecegi ancak ileri calismalara gerek duyuldugu
bildirilmistir (48).

2.1.3. Patogenez

SENV ile ilgili ilk galismalari yapan Umemura ve arkadaslari SENV ile non
A-E hepatitler arasinda iligki kurabilmek igin, SENV’nin hepatotropik
oldugunun ve hepatositler icinde replikasyonunun gosterilmesi gerektigini
belirtmiglerdir (1).

2001 yilinda yapilan ¢alismada hepatoseluler karsinomu olan iki hastada,
tumor dokusu ve etrafindaki saglam karaciger dokusunu DNAaz isleminden
gegirerek, hucresel ve viral DNA ortamdan uzaklastiriimistir. Ortamda kalan
RNA’lardan revers transkriptaz enzimi ile komplementer DNA’lar (cDNA) elde
edilmistir. Hem tamodrli dokuda hem de saglikh karaciger dokusunda
SENV’ye ait cDNA lar gostererek SENV’nin karacigerde replike oldugu
ispatlanmistir (1). Benzer bir galismaylr Momosaki ve arkadaslari 2005 yilinda
yapmistir. Calismada hepatosellller karsinomu olan hastalarin karaciger
dokulari incelenmis, hem saglam karaciger dokusunda, hem de tumorlu
dokuda SENV varligi teyit edilmigtir (49).

Umemura ve arkadaslarinin ayni ¢alismasinda kan transfizyonu oncesi
SENV negatif olan ve kan transfizyonu sonrasi SENV infeksiyonu gelisen
hastalar incelenmistir. Kan transflizyonu sonrasinda PZR ile SENV tespitinin
yaklasik 4—8 hafta sonra oldugu belirtilmistir. SENV viremili 31 hastanin 17’

sinde SENV viremisi 6 ay surmus, u¢ hastanin iki yil iginde SENV viremisi
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sona ermig ve iki yill sonunda viral klirens %65 olarak bildirilmigtir. Dort
hastanin SENV viremisi 2-7 yiIl devam etmis, yedinci yilin sonunda viral
klirens %77 saptanmistir. Geriye kalan 7 hastada ise SENV viremisinin 12
yila kadar devam ettigi belirtiimistir. Bu hastalardan ikisinin ayni zamanda
non A-E hepatit hastasi oldugu, bu hastalardaki SENV viremisinin en az 4-8
yil devam ettigi ve kronik ALT yuksekliginin de eglik ettigi bildirilmigtir. SENV
bu hastalarda kronik non A-E hepatiti ile iliskilendirilmistir (1).

SENV genomundaki hipervariabl bolgeleri ile yuUksek mutasyon
yeteneg@ine sahiptir ve yillarca viremi yapabilmektedir. Bu ozelligi ile diger
DNA viruslerinden ziyade HCV gibi RNA virtslerine benzetilmistir (50).

Umemura ve arkadaslarinin ¢alismasinda kan transflzyonu sonrasinda
non A-E hepatit gelisen 12 hastanin 11 inde (%92), transfuzyon oncesi
SENV negatif iken, transflzyon sonrasi SENV pozitifligi gelismesi, ayrica
SENV viremi duzeyi ile ALT yuksekliginin paralel olmasi, SENV’ nun hepatit
ile iligkilendirilmesindeki en gugli kanit gibi durmaktadir. Ancak transfizyon
sonrasi SENV pozitif olan olgularin gogunda hepatit gelismemesi, saglkli kan
vericilerinde yuksek oranda SENV saptanmasi, SENV pozitif non A-E
hepatitli olgu sayisinin az olmasi, SENV ile hepatit arasinda iligkinin
kesinlesmesinde kusku olusturmaktadir (1).

SENV ile hastalik arasinda nedensel bir iliski kurmak zordur. Bu
mikroorganizmalar patojen olmayabilir ya da bakterilerde oldugu gibi normal
viral flora Uyesi olabilirler. Bagisikligi normal olan bireylerde, hepatit A ve
hepatit B infeksiyonlarinda oldugu gibi SENV bazi kisilerde semptomatik bazi
kisilerde ise asemptomatik seyir gosterebilir ya da kazanilmis bagisiklik
yetmezligi durumu gibi 6zel durumlarda patojen olabilirler. Calismalar sonrasi
olusan SENV non A-E hepatit ya da ekstrahepatik hastalik etkeni midir, eger
Oyleyse sikligi ve klinik 6nemi nedir, hastalik etkeni ise kan vericilerinde
SENV testi yapilmali midir gibi sorulari yanitlamak igin ise veriler henuz

yetersizdir (1).
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2.1.4. SEN Virusunun Laboratuar Tanisi

SENV ilk kez Diasorin arastirma merkezinde gelistirien DNA enzyme
immunoassay (DEIA) yéntemi ile tespit edilmistir. Bu ydntemde viral DNA
PZR ile cogaltiimakta, sonrasinda biotinle isaretlenmis problarla EIiA yéntemi
ile saptanmaktadir (17, 47). Sonraki yillarda EiA yénteminden daha duyarli
ve Ozgun oldugu kabul edilen genotip spesifik PZR ydntemleri 6n plana
cikmistir. SENV tespitinde PZR-Southern blot, single step PZR sonrasi
ethidium bromid jel elektroforez, yari nested PZR, nested PZR ve
calismamizda oldugu gibi gercek zamanli PZR (real time PZR) yontemleri
kullanilabilmektedir (9, 10, 43).

Kojima ve arkadaslari genel SEN-V izleme ve genotip spesifik teknik adi
verilen 2 PZR teknigini gelistirmislerdir. PZR izleme ile gdsterilen butun SEN-
V genotiplerinin ve SEN-V ile iligkili sekanslarin 6zgullugu 20/20’dir (%100).
Genotip spesifik PZR ile SENV-D ve SENV-H’nin 6zgulligu 7/7 (%100) ve
7111 (%64) olarak bildirilmistir. SEN-V’nin tespit edildigi PZR ydnteminin
duyarhiligi  kullanilan primerlere baghdir. SEN-V prevalansinin; ayni
hastalarda farkli primerleri kullanan arastiricilarin galismalarinda, degisik
oranlarda oldugu goérulmektedir. Bunun nedeni SENV genomundaki ylksek
heterojenitedir (10,18).

SENYV infeksiyonlarinda infeksiyonun seyrini izlemede, akut, kronik ayirimi
yapmada henuz SENV antikorlarinin tespiti igin gelistiriimis serolojik bir test
yoktur. Umemura ve arkadaslari, SENV antikorlarinin tespitine yonelik
serolojik testlerin gelistiriimesinin SENV'’yi daha iyi anlamamiza yardimci

olacagini belirtmiglerdir (1, 17).

2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Teknigi

Tip biliminde molekuler tani yontemleri iginde genis uygulama alanina
sahip olan PZR ilk kez 1983 yilinda Karry Mullis tarafindan tanimlanmigtir.
Ayni tarihte Karry Mullis’ in Thermus aquaticus’ dan izole ettigi Tag DNA
polimerazin PZR tekniginde basari ile uygulanmasi, spesifik DNA bolgelerinin

in vitro sartlarda ¢cogaltilmasini mimkun hale getirmistir.
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PZR, nukleik asitlerin in vitro sartlarda replikasyonu igin gelistirilmis, bir
test tup sistemidir. Hedef DNA/RNA'nin selektif olarak amplifikasyonuna
imkan verir. in vivo sartlarda boliinen bir hiicrede DNA'nin replikasyonu
cesiti enzimler tarafindan duzenlenen ve genomun kopyalanmasi ile
sonuglanan bir iglemdir. Bir test tupU igerisinde gergeklestirilen PZR' da, in
vivo gogalma ornek olarak alinmigtir. Yalnizca DNA polimeraz enzimi yardimi
ile genomun tamami degil, spesifik bolgelerin kopyalanmasi gergeklestirilir.
PZR c¢alismalarinda reaksiyonunun gerceklesmesi i¢in kiigik miktarda hedef
DNA (1-100 ng kadar) iceren ornek, ¢alisma sollisyonu igerisine ilave edilir.
Daha sonra ornekteki hedef ¢ift sarmal (ds) DNA'nin, tek sarmal (ss) DNA'ya
donagturalmesi saglanir (denaturasyon). Tek sarmal DNA iplikgiklerinin
karsiti, 2030 baz cifti (bg) uzunlugundaki sentetik oligonukleotit diziler,
RNA/DNA heterodupleksini olusturmak Uzere primer gibi kullanilir. Spesifik
bir bdlgenin amplifikasyonu icin hedefi sinirlamak amaciyla ikinci primer
kullanilir. Primerler den birisi ssDNA zincirinde baslatici bdlgeyi olustururken,
ikincisi de diger zincir Uzerinde sonlandirici boélgeye badlanir (annealing). Taq
DNA polimeraz enziminin yardimiyla, primerlerin baglandidi bdlgeden
itibaren her ssDNA zincirinin komplementeri olusturulur (extension). Bdylece
iki adet dsDNA olusur. Olusan dsDNA'lar, yeni amplifikasyon igin kalip
gorevini ustlenirler. Bu islem 30 siklus tekrarlandiginda birka¢ saat igerisinde,
hedefin milyarlarca kopyasi elde edilebilir (52).

PZR temel olarak tekrarlayan G¢ asamali bir yontemdir. Bunlar;
1-Denatiirasyon: Cift iplikli DNA'nin birka¢ saniye 94-96°C isi ile tek iplikli
DNA'ya ayrilmasidir. Bazi galismalarda; amplifikasyon sikluslari baslamadan
once 3-5 dakikalik bir 6n denaturasyon igleminin, 6zellikle denatirasyonu zor
olan kalip DNA'lar i¢in yararli oldugu bildirilmigtir.
2-Baglanma (annealing): Ornek, birkac dakika 30-60°C'de tutularak,
primerin (spesifik sentetik oligonukleotitler) ssDNA'daki hedef bdlgelere
hibridizasyonu saglanir. Bu, hidrojen baglarinin yardimi ile olur. Baglanma
Isisi sadece DNA/DNA eslesmesine imkan saglayacak kadar yuksek

olmalidir. Isi, primerlerin yapisi ve Tm derecelerine goére hesaplanarak
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optimize edilebilirse de, yaklasik olarak 20 b¢ uzunluguna sahip primerlerin
kullanilmasi halinde 54°C olarak belirlenmesi optimal sonuglari vermektedir.

3-Uzama (extension): Polimeraz enzimi yardimi ile ssDNA kaliplarina
baglanan primerlerin 5'—3' yonde uzatiimasidir. Uzama iglemi 65-72°C’de
birka¢ dakika icinde gerceklesir. Sekil-3° de PZR’ in temelini olusturan Ug

basamak gdsterilmigtir.

26



SWWWWMWWMM .
NN AR > 5

o | |

|\\ e

.

gl ™3 « I | \
3'
] | 3

Sekil-3: PZR basamaklari (51)

27

1. Asama

Denatirasyon

2. Asama

Primer
Baglanmasi

3. Asama

Uzama



Baglanma sikluslarini  takiben, orijinal DNA segmenti yeni
komplementer DNA'lar ve yeni kalip DNA'lar olusturur. Boylece her PZR
siklusunda mevcut spesifik DNA miktari iki katina ¢ikar. Bu islem 30 defa
tekrarlanarak milyardan fazla hedef DNA eldesi mUmkun hale gelir.  Eger
ornekte rRNA veya mRNA arastirilacaksa; o zaman RT-PZR kullanilir. Once
reverz transkriptaz ve bir primer yardimi ile RNA'dan cDNA uretilir. Meydana
gelen rRNA/cDNA heterodupleksi, polimeraz enziminin RNaz aktivitesi ile
parcalanir. cDNA tek iplikgik haline déner. Baglanma sirasinda, cDNA'daki
hedef diziye baglanan primer, Tag DNA polimeraz i¢cin hedef haline gelir ve
uzamay! baslatir. Bdylece 30 siklus sonunda milyarlarca rRNA dretilir.
Amplifikasyondan sonra PZR Urunleri genellikle agaroz jel uzerindeki

kuyucuklara yuklenir ve daha sonra elektroforez uygulanir (52).
2.21. PZR Tipleri

2.2.1.1. Multipleks PZR

PZR teknolojisinin bir versiyonu olan multipleks PZR ydntemi, birgok
infeksiyonun tanisinda kullaniimaya baslanmistir. Bu yontemle; amplifikasyon
tupU icerisine klinik 6rnekte bulunabilecek her mikroorganizma veya ayni
bakteri geni Uzerindeki farkh hedef bdlgeler icin 6zgul olan primerler
kullanilarak, ¢ok sayida hedef ayni zamanda c¢ogaltilabilmektedir. Her bir
primer ciftine 6zgul, farkli buyukltkteki amplifikasyon Urlnlerinin agaroz jelde
g6zlenmesi ile klinik dérnekte mikroorganizmalarin varligi ve identifikasyonu

ayni anda yapilabilmektedir (53).

2.2.1.2. "Broad-Range" PZR veya "Consensus" PZR

Bu yontemde, butin patojenler veya bir cinsin tim tirleri i¢in ortak olan
gen bolgesini g¢ogaltabilecek 06zellikte bir ¢ift primer ile amplifikasyon
yapilmaktadir. Takiben ya amplikonun baz dizi analizi yapilarak veya belirli
bir patojene 6zgul probla hibridizasyon uygulanarak spesifik etkenin tanisi
konulmaktadir (53).

28



2.2.1.3. "Nested" ve "Semi-Nested" PZR

iki asamali amplifikasyon yéntemleridir. "Nested" PZR' de, ilk asamada iki
adet dis (outer) primer kullanilarak hedef molekll Uzerinde uzunca bir
bdlgenin amplifikasyonu yapiimaktadir (15-30 siklus). Sonra bu amplifikasyon
tupunden alinan drnekteki DNA'nin daha kisa bir bolumu i¢ (inner) primerlerle
cogaltiimaktadir (15-30 siklus). Ornekte tek bir hedef DNA molekiil bulunsa
bile, iki asamali olarak yapilan amplifikasyonlarla ¢ok sayida DNA elde etmek
mumkin olmaktadir. Boylece amplifikasyon sonucu olusan fazla miktardaki
hedef molekul -herhangi bir yalanci negatifik olmadan- kolayca
gOzlenebilmektedir. Bu yontemler ile pozitif sonug alma olasiligi arttigi icin
testin duyarliligi da artmaktadir. Duyarliigin ¢cok yuksek olmasina bagli
olarak go6zlenebilen 6énemli bir dezavantaj; birinci amplifikasyondan sonra
tupteki DNA ikinci amplifikasyon tlipune aktarilirken, Griin ¢ok az miktarda
dahi gcevreye sagilirsa sonraki denemelerde hava yolu ile kontaminasyona yol
acabilmektedir.

Nested PZR' nin ilk asamasinda "broad-range" PZR, ikinci agsamasinda
multipleks PZR uygulanarak, klinik 6rneklerde bulunabilecek birden fazla
mikroorganizmanin ayni anda, duyarli bir sekilde saptanmasi mumkin
olabilmektedir (53).

2.2.1.4. "IN SITU" PZR

PZR ile ilgili calismalarda diger 6nemli bir asama, lam Uzerine tespit
edilen enfekte hucrede bulunan mikroorganizmaya ait hedef DNA'nin
amplifikasyonu ve sonucun "in situ" hibridizasyon ile gosteriimesidir. Bu
yontemin en dnemli avantaji, amplifikasyon htcre iginde gerceklestigi icin

amplikonlara bagli kontaminasyon olmamasidir (53).

2.2.1.5. "Real -Time" PZR

Nukleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artig gosteren floresans
sinyalin dlgulmesiyle kisa surede, kantitatif sonug verebilen PZR yontemidir.
PZR’ in her dongusinde, reaksiyon sirasindaki amplikon dretimini, floresan
yaylhimini indikator olarak kullanarak, klasik kantitatif PZR yontemlerine zit bir

sekilde, end-point deteksiyonu goruntuler. Real-time PZR kantitasyonu PZR
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sonras! islemleri ortadan kaldirnr. Bu da daha duyarli sonuglarin elde
edilmesine olanak saglarken, ayni zamanda kontaminasyon riskini azaltir ve
potansiyel hata kaynagdi olan PZR sonrasi islemleri elimine eder. Diger
yandan Real-time PZR konvansiyonel PZR ile karsilastirildiginda, 10" - 10®
gibi ¢cok daha genis bir dinamik aralgi saptar. Dinamik araligin geniglemesi
kantitasyonun dogrulugunu daha da arttirmigtir.

Real-time PZR sistemi floresan reporterin deteksiyonu ve kantitasyonu
esasina baghdir. Bu sinyal artisi reaksiyondaki PZR dran miktari ile dogru
orantihdir. Her dongude floresan emisyon miktarinin kaydi ile, eksponansiyel
fazda PZR Urun miktarinda ilk anlaml artis ile baglangi¢c hedef “template”
miktari arasindaki badlantiya bagll olarak reaksiyonu goéruntilemek
mumkunddar.

Real-time teknolojisi reaksiyonun erken evrelerinde amplifikasyonun
saptanmasina olanak verir. Reaksiyon kinetiginin erken evrelerde
saptanabilmesi geleneksel PZR yontemlerine gore belirgin bir avantaj saglar.
Geleneksel yontemlerde son evrede ya da reaksiyonun son noktasinda
amplifikasyon drininin saptanmasi icin agaroz jel kullanilir. Agaroz jel
sonuglari reaksiyonun son noktasinda elde edilir. Son nokta saptamasi
(endpoint detection) ¢ok zaman alicidir. Sonuglar bazen gunlerce elde
edilemez; c¢cok dogru olmayan buyuklik ayrimina dayalidir. Son nokta
ornekten drnege degiskenlik gosterir.

Real-time PZR kisa surede kantitatif sonu¢c verebilmektedir. Tlpler
acllmadan taniya gidildigi icin kontaminasyon riski dusuktir. Ayrica floresan
veren problar kullanilarak  hedef nukleik asitteki mutasyonlar

saptanabilmektedir (53).

2.2.1.6. "Hot — Start" PZR

Normal PZR protokolinde amplifikasyon karisimi hazirlanirken hedef
DNA ve primerler arasinda 6zgul olmayan baglanmalar olabilmekte, bu
baglanmalarin polimeraz enzimi ile uzatimasi sonucunda ¢ok sayida
istenmeyen bant ortaya ¢ikabilmektedir. Bunu 6nlemek igin gelistiriimis olan
"hot-start" PZR tekniginde temel maddelerden (Polimeraz, niikleotitler, Mg+

veya primerler) biri baglangigta amplifikasyon tlupune konulmamaktadir. Bu
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karisima ilk denatirasyon islemi uygulandiktan sonra eksik olan madde
eklenir ve sicaklik normal baglanma derecesine sogutulur. Bdylece 6zgul
primer baglanmasi gergeklesir. Bu asamadan sonra uygulanan amplifikasyon
sonucunda daha net DNA bandi elde edilir (53).

2.2.1.7. "Touchdown" PZR

"Touchdown" PZR, optimal primer baglanma derecesini saptamak
amaciyla geligtirilen bu yontemde, baglanma sicakhgi, sikluslar arasinda, 1-
2°C dusgurulerek uygun derece belilenmekte ve bu sicaklikta kalan
amplifikasyon sikluslar tamamlanmaktadir. Amplifikasyonun ilk siklusunda,
baglanma derecesi olarak, hesaplanan Tm derecesinin yaklasik 15°C
Uzerinden baslanmakta, takip eden sikluslar esnasinda 1-2 derece
dugurilerek Tm derecesinin takriben 5°C Uzerine kadar gelinmektedir.

Bdylece hedef bolgeye 6zgu amplikonlar elde edilmektedir (53).
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3. OLGULAR, GEREG VE YONTEM

3.1. Olgular

3.1.1. Hemodiyaliz Grubu

25/02/2011 ile 25/02/2012 tarihleri arasinda Celal Bayar Universitesi Tip
Fakultesi Hastanesi hemodiyaliz Gnitesinde ve Manisa ilinde onayi alinan Ug
hemodiyaliz merkezinde tedavi géren 70 erkek, 30 kadin toplam 100 kronik

hemodiyaliz hastasi ¢aligsmaya dahil edilmistir.

3.1.2. Hemodiyaliz Grubu Diglama Kriterleri
1) 18 yasindan kuguk olmak.
2) Gebe olmak.

3.1.3. Kontrol Grubu

25/02/2011 ile 25/02/2012 tarihleri arasinda Celal Bayar Universitesi Tip
Fakulltesi Hastanesi kan merkezine badis icin basvuruda bulunan, kan
transfizyonu ile bulasan infeksiyon hastaliklari agisindan herhangi bir risk
faktort bulunmayan ve tarama testleri negatif olan, 70 erkek, 30 kadin toplam

100 saglikli kan vericisi galismaya dahil edilmistir.

3.1.4. Kontrol Grubu Diglama Kriterleri
1) 18 yasindan kugik olmak.
2) Gebe olmak
3) VDRL, HBsAg, Anti-HCV, Anti-HIV testlerinin herhangi birinde pozitiflik.
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3.1.5. Serum Orneklerinin Alinmasi ve Saklanmasi

Calismaya alinan olgulara yas, cinsiyet, meslek gibi sosyodemografik
bilgileri, ne kadar suredir ve ne siklikta hemodiyaliz uygulandigi, ne siklikta
kan transflzyonuna ihtiya¢ duyduklari, HBV, HCV, HIV seropozitiflikleri,
karaciger sirozu, hepatosellller karsinom ve eslik eden diger hastaliklarin
varligini belirleyen bir anket formu doldurulmustur. Hemodiyaliz ve kontrol
grubunda yer alan her olgudan, c¢alisma hakkinda bilgilendiriime ve
onamlarinin alinmasini takiben, yaklagik 8-10 ml kadar kan 6rnegi alindi.
Serumun ayrilmasi igin kan drnekleri 5.000 devir/dakikada, U¢ dakika santrifij
edildi. TUpun Ust kismindan ayrilan serumlar calismanin gerceklesecegi

zamana kadar steril eppendorf tuplerine konularak -20°C’ de saklandi.

3.1.6. Verilerin Toplanmasi ve istatistik

Hemodiyaliz ve kontrol grubuna ait veriler “SPSS 15.0 for Windows”
istatistik programi kullanilarak degerlendirildi. Hasta ve kontrol grubundaki
olgularin yas, cinsiyet, meslek gibi sosyodemografik bilgileri, ne kadar suredir
ve ne siklikta hemodiyaliz uygulandidi, ne siklikta kan transfizyonuna ihtiyac
duyduklari, HBV, HCV, HIV seropozitiflikleri, karaciger sirozu, hepatoselluler
karsinom ve eglik eden diger hastaliklarin varligini belirleyen bilgiler
programa kayit edildi. Hastalarin sosyal siniflandiriimasinda Boratav sosyo-
ekonomik siniflandiriimasi kullaniimistir (51).

istatistiksel analizler icin ki-kare (x°) testi kullanildi. Calismada p<0.05

olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
3.1.7. Galisma Yeri

Calismamiz Celal Bayar Universitesi Tip Fakultesi Mikrobiyoloji Anabilim

Dali seroloji laboratuarinda yapilmigtir.
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3.2. Kullanilan Arag ve Geregler
Calismada asagida turd, cinsi, markasi yazili olan arag ve geregler

kullanilmigtir.
e Sogutmali Hettich Rotina 35 R santrifuj cihazi
e Sogutmali Hettich EBA 21 mikro santrifuj cihazi
e Smart Accumax 100 — 1000 ul mikropipet
e Smart Accumax 10 — 100 pl mikropipet
e Arcelik marka buzdolabi ( maximum sogutma -20 )
e Grenier bio-one FT 1000 G pipet ucu
e Grenier bio-one FT 100 G pipet ucu

e Grenier bio-one FT DNAaz ve RNAaz’dan arindiriimis steril eppendorf

tapd

e Cat VM3 220 V 50 Hz vorteks cihazi

e GFL 1092 Benmari cihazi

e Mikro pipet Seti (Gilson- PIPETMAN- P 10-P100-F1000)

e Thermo scientific nanodrop 2000 spektrofotometre cihazi

e Eppendorf 5430 plate santrifuj cihazi

e Roche® marka Light cycler 480-2 PZR cihazi

e Roche® marka viral niikleik asit izolasyon kiti:
1) Binding Buffer (Baglayici tampon): Guanidium-HCI, TritonX-100
2) Proteinaz K

3) Poly A: RNA tasiyici Poly(A)

34



4) Removel Buffer ( inhibitdr uzaklastirici tampon); Guanidium-HCI
5) Wash Buffer ( Yikama tamponu); NaCl, Tris-HCI

6) Eluation Buffer ( Eltisyon tamponu); NUkleazdan arindiriimis, steril

ve 2 kez damitiimis su
7) Toplayici tupler
8) Filtreli tupler

e Roche® marka Lightcycler PZR kiti:
1) Enzim: ( Taq polimeraz + kofaktor olarak magnezyum)
2) Primerler: Calismada kullanilan primerler Sagir ve arkadaslarinin
real-time PZR ydntemini kullandiklari c¢alismadaki makaleden
secilmistir (43). SENV-D icin primerler ORF1 bdlgesindeki 76 bazlik
korunmus bolgeye gore, SENV-H icin primerler ORF1 bodlgesindeki 69

bazlik korunmus bdlgeye gore hazirlanmistir.

a) SENV-D’ nin sense (F1) primer dizilimi
CCAGACTTRTGCAAAGTTCCTCTTG (R=A/G)

b) SENV- D’ nin antisense (R1) primer dizilimi
GTGGTGAGCAGAACGGATGTT

c) SENV-H'nin sense (F1) primer dizilimi
GGTTAACCKSAGCTGACTTCA (K=G/T; S =G/C)

d) SENV-H’ nin antisense (R1) primer dizilimi
GGAAGGTGTAGCAAGGGTTGTC

3) lIsaretleyici molekiil ( Tagman prob ):
SENV-H igin floresan TagMan® isaretleyici molekulU:
(5-FAM TTTCCGTTCTGCTCACCACAAA3 TAMRA)
SENV-D igin floresan TagMan® isaretleyici molekulU:
(5-FAM AACTTTGCGGTCAACTGCCGCTG3 TAMRA)

4) DNAaz ve RNAaz dan arindirilmig, steril molekuler grade su.
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3.3. Yontem

SENV’nin tespitinde henuz SENV antikorlarini saptamaya yonelik
geligtirilmis serolojik bir test yoktur (1). SENV tespitinde PZR-Southern blot,
single step PZR sonrasi ethidium bromid jel elektroforez, yari nested PZR,
nested PZR ve calismamizda oldugu gibi gercek zamanli PZR (real time
PZR) yontemleri kullanilabilmektedir (9, 10, 43). Nukleik asit amplifikasyonu
ile es zamanh artan floresans sinyalin 6lgim esasina dayanan gergek
zamanli PZR yonteminin Ug¢ ticari tipi bulunmaktadir. Bunlar Lightcycler,
Tagman ve icyclerdir. Gergek zamanli PZR ile kisa siirede kantitatif sonuclar
elde edilebilmekte ve tlpler agilmadan sonug alinabildigi icin kontaminasyon
riski duguk olmaktadir (53). Calismamizda Lightcycler gercek zamanli PZR
teknigi kullanilmigtir. Islemimiz DNA ekstraksiyonu ve PZR uygulamasi olmak

Uzere iki asamada gergeklestirilmistir.

3.3.1. DNA Ekstraksiyon Asamasi

Roche marka viral nikleik asit izolasyon kitindeki kullanim kilavuzunda
belirtilen kurallara ve agamalara dikkatle uyularak spin kolon yontemi ile DNA
ekstraksiyonu yapildi. Hemodiyaliz grubu ve kontrol grubuna ait serum
ornekleri farkhh glnlerde ve yirmiserli gruplar halinde c¢aligilarak
kontaminasyon orani en aza indiriimeye caligildi. DNA ekstraksiyon

asamalari agagida belirtildigi sekilde uygulanmistir.

e Calismaya dahil edilen hasta serumlari -20°C’ den c¢ikartilarak oda
sicakliginda eriyene dek bekletildi.

e Eriyen serum Orneklerinin homojen olmasi igin vorteks isleminden
gegirildi.

e Proteinaz K ve polyA -20°C’ den ¢ikartilarak oda sicakliginda eriyene
kadar bekletildi. Kullanildiktan sonra da proteinaz K ve polyA tekrar
-20°C’ye kaldirild1.

e Eppendorf tipunun igerisine 2500 ul baglayici tampon konuldu. Ayni
eppendorf tipun igine 50 ul polyA konularak karigtirildi.
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Hazirlanan karigim, her bir hasta igin 200 ul’ ler seklinde ayri
eppendorf tlplerine dagitildi. Bu tlplere 50 ul proteinaz K konularak
karigtirildi.

Hazirlanmig olan her bir karisimin igerisine ayri ayri hastalarin 200 pl
serumu filtreli mikropipet uclari degistirilerek konuldu ve tekrar
karistirildi. Eppendorf tlplerinin tGzerine 6rnek sira numaralari yazildi.
Karisimlar 72°C’ de 10 dakika bekletildi.

Ardindan kapaklar acilarak her bir karigsimin tzerine 100 ul baglayici
tampon eklendi.

Her bir 6rnek igin toplayici tipln icine gegecek sekilde filtreli tupler
yerlestirildi.

Karisimlar her bir hasta i¢in hazirlanmis olan filtreli taplerin icerisine
pipetlenerek konuldu.

8000 xg’ de bir dakika santrifuj edildi.

Toplayici tuplerin igerisinde biriken karigsimlar toplayici tupler ile birlikte
atildr.

Filtreli tlpler higbir yere degdiriimeden yeni toplayici tuplerin igine
konuldu.

Filtreli tUplerin kapaklari acilarak Uzerlerine 500 pl inhibitor
uzaklastirici tampon eklendi ve 8000 xg’ de bir dakika santrifuj edildi.
Toplayici tuplerin igerisinde biriken karisimlar, toplayici tapler ile
birlikte atild1.

Filtreli tipler herhangi bir yere konulmadan yeni toplayici tiplerin igine
konuldu.

Filtreli taplerin kapaklari acgilarak 450 ul yikama tamponu eklendi ve
8000 xg’ de bir dakika santrifuj edildi.

Toplayici tuplerin igerisinde biriken karigsimlar toplayici tapler ile birlikte
atildr.

Yikama iglemi 450 ul yikama tamponu ile bir kez daha tekrar edildi.
Toplayici tuplerin igerisinde biriken karigsimlar toplayici tupler ile birlikte
atildr.
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Filtreli tUpler herhangi bir yere degdiriimeden yeni toplayici tlplerin
icerisine konuldu.

13000 xg’ de bir dakika santrifuj edildi.

Toplayici tupler atildi ve filtreli tUpler eppendorf tlplerinin igine
yerlestirildi.

Filtreli tiplerin iglerine 50 ul elisyon tamponu konuldu.

8000 xg bir dakika santrifuj edildi.

Filtreli tipler atildi. Eppendorf tlpler icinde kalan viral nikleik asit PZR

asamasina kadar -20°C’ ye konularak saklandi.
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200 pl serumigine <@ PolyA ile karistirilmis 200 pl baglayici tampon

+

l 50 pul proteinaz K

72 °C’ de 10 dakika bekletilir

+

100 pl baglayici tampon

l

Ornek toplayici tupler icindeki filtreli tiiplere aktarilir

l

8000 devirde 1 dakika santrifuj edilir

l

Toplayici tapler atilir, filtreli tipler yeni toplayici tuplere yerlestirilir

l <@ 500 pl uzaklastirici inhibitér tampon
8000 devirde 1 dakika santrifij edilir

l

Toplayici tapler atilir, filtreli tipler yeni toplayici tuplere yerlestirilir

l <@ 450 pl yikama tamponu
8000 devirde 1 dakika santrifuj edilir

l

Toplayici tapler atilir, filtreli tGpler yeni toplayici tuplere yerlestirilir
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l <@===== 450 yl yikama tamponu
8000 devirde 1 dakika santrifuj edilir

l

13000 devirde 1 dakika santrifuj edilir

l

Toplayici tapler atilir, filtreli tip eppendorflara yerlestirilir

l <@===== 5( l ellisyon tamponu
8000 devirde 1 dakika santrifij edilir

l

Filtreli tapler atilir, eppendorf tipunde viral nikleik asit eldesi kalir

Sekil-4: Kullanim kilavuzuna gore DNA ekstraksiyon asamalari
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3.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Asamasi

PZR asamasi O6ncesinde izole edilen DNAnNnin 260 nanometrede
spektrofotometre ile DNA konsantrasyonu ve safligi kontrol edilerek, yeterli
ve uygun DNA varhgi tespit edildi. PZR asamalari asagdida belirtildigi sekilde
uygulandi.

e Liyofilize halde bulunan primerler ve problar 100 uM olacak sekilde

sulandiriidi.

e Calismada bir kuyucuk igerisinde primerler 0.5 uM, Tagman probu ise
0.2 uM konsantrasyonunda olmasi gerektigi icin, hacimsel islemlerin
kolaylastiriimasi icin, 100 uM konsantrasyondaki primer ve Tagman
problari 20 uM konsantrasyonda olacak sekilde su ile seyreltildi.

e Her bir reaksiyon 10 ul’ lik bir hacimde gerceklesecedi igin hacim
hesabi yapilarak her bir hasta icin reaksiyon bilesenleri, pipetlerin ucu

degistirilerek Tablo-4’ de gosterildigi sira ile hazirlandi.

Tablo-4: SENV-D ve SENV-H icin PZR reaksiyon bilesenleri

SENV-D SENV-H

Reaksiyon Bilesenleri Kullanilacak Miktar Kullanilacak Miktar
(ul) (W)

Molekuler Grade Su 1.90 1.90
Primer 1 (Forward) (20uM) 0.25 0.25
Primer 2 (Reverse) (20uM) 0.25 0.25
Tagman probu (20uM) 0.1 0.1
(isaretleyici molekul)
Enzim karigimi (2x) 5 5
DNA 6rnegi 25 2.5
Toplam 10 10

Bu karigimlar 50 reaksiyonluk parcalar halinde karistirilarak hazirlandi.
Her bir plate kuyucuguna bu karisimdan 7.5 ul dagitildi, ardindan 2.5 yl DNA
ornegdi eklendi. Sonrasinda buharlagmayi minimize etmek igin plate’ in agikta

kalan Ust kismi seffaf bir folyo ile kaplandi (sealing foil). Ardindan plate
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santriftj kullanilarak 2500 rpm’ de 10 saniye santrifuj edildi. Tek bir PZR
¢alismasinda 2 ayri 50 reaksiyonluk karigsim hazirlandi. 96 kuyucuklu plate
kullanilan iglemde, bir tanesi negatif kontrol olmak kaydiyla SENV-D ve
SENV-H igin 48 6rnek incelendi. Bu iglem toplam 4 kez tekrarlandi. Kalan
ornekler ise 5. bir PZR reaksiyonunda incelendi.

PZR iglemi i¢in hazirlanan karisim Light cycler 480-2 PZR cihazina
yerlestirildi, problar 6-FAM (6-carboxyfluorescein) boyasi ile isaretli oldugu
icin tanimlama kanali olarak 465- 510 nm dalga boyunda olan FAM kanali
secildi. Amplifikasyon asamalari Tablo-5" de belirtildigi sirayla uygulandi ve

sonuglar elde edildi.

Tablo-5: Amplifikasyon basamaklarinin sicaklik, sure ve dongu sayisi

Reaksiyon Agsamasi Sicaklik (°C) | Sure Dongu
(saniye) Sayisi

On 1sitma 95 600 1

(Baslangi¢ denaturasyonu)

Denaturasyon 95 10

Primer baglanmasi (Annealing) 55 30 45

Zincir uzamasi (Elongasyon) 72 1

Soguma (Cooling) 40 30 1
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4, BULGULAR

4.1. Hasta ve Kontrol Grubunun Genel Ozellikleri

Yaptigimiz galismada 100 kronik hemodiyaliz hastasi ile 100 saglikh kan
vericisinden olugan kontrol grubunun serum o6rnekleri SENV-D ve SENV-H
sikligi agisindan real-time RZR yontemi ile ¢alisildi.

Calismamiza hasta grubunda 100, kontrol grubunda 100 olmak Uzere
toplam 200 kisi dahil edilmistir. 100 hasta grubunun 70’i (%70) erkek, yas
ortalamasi 47.5 £ 10.1 yil, 30’u (%30) kadin ve yas ortalamasi 46.5 £ 9.3 yil
ve olgularin yas dagilimi 22 ile 62 arasinda, 100 kontrol grubunun ise 70’i
(%70) erkek, yas ortalamasi 44.7 + 5.9 yil, 30'u (%30) kadin yas ortalamasi
ise 45.8 £ 8.9 yiIl oldugu ve olgularin yas dagiliminin 25 ile 59 arasinda

oldugu saptanmistir.

4.2. Hasta ve Kontrol Grubunda SENV-D, SENV-H ve SENV-D+H Sikhgi

Hasta grubunda yer alan hastalarin %28’i SENV-D viremisi agisindan
pozitif saptanirken, kontrol grubunda ise SENV-D viremisi pozitifligi %12
saptanmistir. SENV-D sikligi agisindan hasta grubunda daha yuksek bir
pozitiflik saptanmis olup, her iki grup arasinda bu iligki anlamli bulunmustur
(p=0.038).

SENV-H viremisi agisindan ise hasta grubunda %53 pozitiflik saptanmis
olup, kontrol grubunda ise %58 pozitiflik saptanmistir. Her iki grup arasinda
anlamli bir fark bulunmamigtir (p=0.760).

SENV-D+H ko-enfeksiyon siklidl incelendiginde ise hasta grubunda
%20 pozitiflik saptanirken, kontrol grubunda ise %9 pozitiflik saptanmistir.
Her iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.080).
Hasta ve kontrol grubundaki SENV-D, SENV-H ve SENV-D+H sikligi Tablo-
6’ da gosterilmistir. Hasta grubunda toplam SENV pozitifligi (en az bir genotip
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pozitifligi) %81 iken, kontrol grubunda toplam SENV pozitifligi %70 olguda
saptanmis olup, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (p=0.071). SENV-H pozitifligi hem hasta hem de kontrol
grubunda SENV-D’ye gore daha ylUksek olarak saptanmistir.

Tablo-6: Hasta ve kontrol grubunda SENV-D, SENV-H ve SENV-D+H sikhgi

Calisma SENV-D (+) SENV-H (+) SENV-D+H (+)
grubu % % %
Hasta grubu 28 53 20
(n=100)
Kontrol grubu 12 58 9
(n=100)
p degeri 0.038 0.760 0.080
4.3. Hemodiyaliz Siiresine Gore SENV Sikligi
Hemodiyaliz uygulanma sdresi uzadikga, hastalarin parenteral

uygulamalara maruz kalma orani artmaktadir. Hasta grubunda hastalarin
bayltk kisminin (%59) bes yildan daha uzun suredir hemodiyaliz hastasi
oldugu dikkat cekmektedir. En az bir SENV genotipi ile enfekte olan hastalar
ve SENV negatif hastalar arasinda hemodiyaliz siresi agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.541). Tablo 7’de hemodiyaliz
uygulanma suresine goére SENV sikhgi verilmistir. Tablo-7’'nin grafiksel

gorinuma Sekil-5’de gosterilmistir.
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Tablo 7: Hemodiyaliz stresi ve SENV sikligi

3-bay

1-3yil

3-5vyil >5yil

Hemodiyaliz | SENV (+) SENV (-) Toplam p degeri
Suresi
(n) (%) | (n) (%) | (n) (%)
3-6 ay 7 63.6 4 36.4 | 11 100 | 0.541
6-12 ay 6 75 | 2 25 |8 100
1-3 yil 6 50 | 6 50 |12 100
3-5yil 8 80 | 2 20 |10 100
>5yil 34 57.6 | 25 42.4 | 59 100
40
35
30
25
20 mSENV(+)
WSENV(-)
15
10
LB
0 n T T

Sekil-5: Hemodiyaliz siresine gore SENV sikligi

45




4.4. Hasta Grubunda Hepatit B ve C Enfeksiyonu Olanlarda SENV Sikhgi

Yaptigimiz bu ¢alismada hasta grubu olarak sectigimiz 100 hemodiyaliz
hastasinin doérdinde HBV(+) pozitif, iki hastada ise HCV(+) saptanmistir.
HBV + HCV ko-enfeksiyonuna rastlanmamigtir. HBV(+) dort hastanin g
unde SENV-H(+) iken higbirinde SENV-D pozitifligine rastlanmamistir. HCV
(+) iki hastadan bir tanesinde SENV-H pozitif iken yine SENV-D varligina
rastlanmamistir. HBV(+) ya da HCV(+) olan hastalar, kan yoluyla bulasan
hastallk tasimayan, yani HBV ve HCV’si negatif olan hastalarla
karsilastiriidiginda SENV varligi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamistir (p=0.707).

4.5. Yas ve Cinsiyetlere Gore SENV Sikhigi

Calismaya alinan hasta grubu ve kontrol grubu birlikte
degerlendirildiginde, SENV(+) olgularin yas ortalamasinin, SENV(-) olgularin
yas ortalamasi ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamistir (p=0.077) Tablo-8’de SENV(+) ve SENV(-) olgularin yas

ortalamasi verilmistir.

Tablo-8: SENV(+) ve SENV(-) olgularin ortalama yasi

SENV Varhigi | Ort.yas * std p degeri
SENV (+) 470 + 83 0.077
(n=122)

SENV (-) 447 + 8.9

(n=78)

SENV pozitifligi cinsiyetler agisindan karsilastirildiginda, erkeklerde SENV
pozitifliginin daha yuksek oldugu goérulmustir (p=0.037). Tablo-9’da

cinsiyetlere gore SENV sikligi gosterilmistir.
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Tablo-9: Cinsiyetlere gore SENV sikligi

Cinsiyet SENV(+) SENV(-) Toplam p degeri
(n) (%) | (n) (%) | (n) (%)

Erkek 92 65.7 | 48 34.3 | 140 100 | 0,037

(n=140)

Kadin 30 50 30 50 | 60 100

(n=60)

Toplam 122 61 78 39 |[200 100

(n=200)

4.6. Hasta Grubunda Kronik Hastalik Varligi ve SENV Sikhgi

Hasta grubu olarak sectigimiz 100 hemodiyaliz hastasinin ayni zamanda

%44’Unde eslik eden en az bir kronik hastalik bulundugu gorulmustir. Bu
%3’inde kalp

hastaligi, %5’inde ise norolojik bir hastalik oldugu saptanmistir. Kronik

hastalarin

%20’sinde diyabet,

%16’sinda hipertansiyon,

hastalik varligi ile SENV siklig1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamistir (p=0.192). Tablo-10’da hasta grubunda kronik hastalik varligi

durumunda SENV sikligi ve mevcut ek hastalik tanilarina gore SENV

sikliginin grafiksel gérinimu Sekil-6’da sunulmustur.
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Tablo-10: Hasta grubunda kronik hastalik varligi ve SENV sikligi

Kronik Hastalik SENV(+) SENV(-) Toplam
Varhigi
(n) (%) | (n) (%) | (n) (%)
Evet 30 68.2 | 14 31.8 | 44 100
Hayir 31 55.4 | 25 446 | 56 100
p degeri = 0.192
80
70
HSENV(+)
WSENV(-)

Diyabet

Hipertansiyon

Kalp Hastalhg

60
50
40
30
20
10 -
0 . . . . , . . ]

Norolojik Hastalik

Sekil-6: Hasta grubunda kronik hastalik tanilarina gére SENV sikhgi
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4.7. Hasta ve Kontrol Grubundaki Olgularin Sosyo-Ekonomik Ozellikleri
ve SENV Sikhgi

Hem hasta grubuna, hem de kontrol grubuna anketimizde ydnelttigimiz
sorularla, galismaya katilan olgularin sosyodemografik yapisi incelenmistir.
EQitim durumu, is, sosyal glvence, gelir dizeyi, ikamet edilen konut tipi
sorgulanmigtir. Sosyal sinif belirlemesinde Boratav’'in skalasi kullaniimistir
(54). Olgularin sosyo-ekonomik 6zellikleri ile SENV varligi arasinda, belirtilen
parametreler dogrultusunda istatistiksel olarak anlamli  bir fark
saptanmamistir. Tablo-11’de olgularin sosyo-ekonomik 6zellikler ile SENV

sikligi oranlari belirtilmistir.
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Tablo-11: Sosyo-ekonomik 6zellikler ve SENV sikligi

Sosyo-ekonomik SENV(+) SENV(-) | Toplam p
Ozellik (n) (%) | (n) (%) | (n) (%) [ degeri
Egitim ik dgretim | 88 595 |60 40.51148 100 | 0.451
[ alti
Lise / Uzeri | 34 654 |18 346|152 100
Sosyal Alt sosyal 72 61| 46 391118 100 | 0.995
Sinif sinif
Ust sosyal | 50 61|32 39182 100
sinif
Sosyal SGK 113 60.8 |73 39.21186 100 | 0.794
Giivence
Yesilkart 9 64.3 (5 357114 100
Gelir Gelir az 35 63.6 | 20 36.4|55 100 |0.844
Diizeyi
Gelir=Gider | 83 59.7 | 56 40.31139 100
Gelirfazla | 4 66.7 | 2 33.3|6 100
Ev Tipi Apartman 76 59.4 | 52 40.6 | 128 100 | 0.227
Dairesi
Mustakil 44 66.7 | 22 33.3|66 100
Ev
Gecekondu | 2 33.3 14 66.7 | 6 100
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5. TARTISMA

Etiyolojisi agiklanamayan infeksiydz hepatit olgularinda etken olabilecegi
one surilen SENYV ile ilgili ilk calismalar italyan arastirmaci Dr. Daniel Primi
ve ekibi tarafindan yapilmistir (7). 2001 yilinda Umemura ve arkadaslarinin
SENV’nin hem tumoral hem de saglikh karaciger dokusunda saptamasi
virusun hepatotropik oldugunu diasundurmustar. Kan transflizyonu yapilan
hastalarda, verici kanlari ile benzer aminoasit diziliminde SENV varliginin
goOsterilmesi ise SENV’ Un kan nakli ile bulastigini ve posttransfiuzyon
hepatitinden sorumlu olabilecegini ortaya koymustur (1).

SENV’nin bir¢cok genotipi olmasina ragmen 6zellikle SENV-D ve SENV-H’
nin siklikla kan transfiuzyonu ile bulasabilecegi ve diger genotiplere gore
daha patojen olabilecekleri belirtiimigtir (1, 10, 32).

Cesitli yayinlarda SENV’nin kan yolu ile bulastiginin vurgulanmasi nedeni
ile calismamizda hasta grubunu siklikla parenteral uygulamalara ve kan
transfizyonuna gereksinim duyan kronik hemodiyaliz hastalari, kontrol
grubunu ise parenteral bulas agisindan daha dusuk riske sahip olan saglkh
kan vericileri olusturmustur. Hasta grubunda yer alan hastalarin %28’'i SENV-
D acisindan pozitif saptanirken, kontrol grubunda ise pozitiflik %12 olarak
bulunmustur. SENV-D sikhdi acgisindan hasta grubunda daha ylksek
pozitiflik saptanmis olup istatistiksel olarak her iki grup arasindaki iliski
anlamhdir (p=0.038). SENV-H sikligi ise hasta grubunda %53, kontrol
grubunda ise %58 olarak saptanmis ve her iki grup arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir (p=0.760). SENV-D ve SENV-H ko-enfeksiyon sikhgi
degerlendirildiginde ise pozitiflik hasta grubunda %20, kontrol grubunda ise
%9’dur ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamigstir
(p=0.080). Hasta grubunda toplam SENV pozitifligi %81 iken, kontrol

grubunda ise bu oran %70 olup, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
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bir fark bulunmamistir (p=0.071). SENV-H viremisi hem hasta hem de kontrol
grubunda SENV-D’ye gore daha yuksek duzeydedir.

Ulkemizde Mersin ilinde Tezcan ve arkadaslarinin yaptigi calismada, 100
hemodiyaliz hastasi ile 120 saglikli kan vericisi ¢alismaya dahil edilmig, hasta
grubunda SENV prevalansi %55 (%33'0U SENV-D ve %22’si SENV-H)
kontrol grubunda ise %25 (%50 SENV-D ve %20’si SENV-H) olarak
saptanmistir (34). Hemodiyaliz uygulanan hastalardan elde edilen sonug
saglikh kan vericilerinden elde edilen sonu¢ ile karsilastinidiginda,
hemodiyaliz hastalarindaki SENV-D pozitifik oranlari hasta ve kontrol
grubunda farkli olarak bulunmustur (p<0.05), SENV-H pozitiflik oranlari ise
hasta ve kontrol grubunda farkli degildir (p>0.05). Calismalarinda sonug
olarak SENV sikhiginin hemodiyaliz hastalarinda kontrol grubuna goére
oldukga yuksek oldugu belirtilerek bu durumun hemodiyaliz hastalarina uzun
sureli  kan transfuzyonu ve parenteral ila¢  uygulamalarindan
kaynaklanabilecegi 6ne surilmis ve SENV bulagsmasinda parenteral yolun
onemi vurgulanmistir. Bizim calismamizda ise, SENV prevalansi hasta
grubunda % 81, kontrol grubunda ise % 70 olarak bulunmus ve her iki grup
arasinda anlamli  bir fark saptanmamistir (p=0.071). SENV’nin
tanimlanmasindan itibaren yapilan birgok calismada, SENV’nin parenteral
yolla bulastigi belirtimesine ragmen, transfuzyon ve invazif girisim riski
olmayan saglikli kan vericilerindeki ylUksek SENV prevalanslari SENV
bulagsmasindaki temel yolun yalnizca parenteral yolla gegis olmadigini
dusundurmektedir. Tezcan ve arkadaslarinin ¢alismasinda oldugu gibi bizim
calismamizda da SENV-D sikligi hasta grubunda anlamli dizeyde yuksek
iken, SENV-H oranlari her iki grupta da benzerdir. Calismamizda SENV-D
sikhgmnin hemodiyaliz hastalarinda yuksek saptanmasi, SENV-D’nin primer
bulas yolunun parenteral yol oldugunu dusundirmektedir.

Serin ve arkadaslarinin Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi’nde
saglikh kan vericilerinde SENV-D ve H genotipini arastirdiklari, 100 olgunun
dahil edildigi calismada ise SENV-D, SENV-H ve SENV prevalansi % 10,
%15, %25 olarak tespit edilmistir (56). Bu ¢alismada da SENV-H varliginin
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bizim ¢alismamizda oldugu gibi parenteral yolla bulas riski olmayan kisilerde
SENV-D’ye gore daha ylUksek oldugu gorilmektedir.

istanbul’da Cakaloglu ve arkadagslarinin 85 kronik viral hepatitli hasta
(30 HCV, 30 HBV, 25 HDV) ve 43 saglikh kan vericisinde SENV- H viremisini
arastirdiklari ¢galismada; saglikli kan vericilerinde SENV-H prevalansi %16.2
olarak saptanmigtir (65).

Yine istanbul’da Ogitmen ve arkadaslarinin 100 saglikl kan vericisi ve 43
periton diyalizi hastasinda SENV-D ve H varliginin arastirildigi ¢alismada,
periton diyalizi uygulanan hastalarda SENV-D ve H sirasiyla, %23.2, % 20.9,
saglikh kan vericilerinde ise % 5, % 16 olarak saptanmistir (66). SENV-D
periton diyalizi uygulanan hastalarda, saglikli kan vericilerine gére anlamli
dizeyde ylUksek bulunmustur (p=0.001). Bu ¢alisma ile hasta grubumuz farkl
olsa da, periton diyalizi hastalarinin invaziv girisimlere, hemodiyaliz
hastalarinda oldugu gibi sik maruz kaldiklari bilinmektedir.

Yaptigimiz galismada Manisa ilinde hem hasta hem de kontrol grubunda
SENV pozitifliginin ve 6zellikle SENV-H pozitifliginin Mersin ve Istanbul’da
yapilan g¢alismalardaki sonuclara gore daha yuksek olmasi, SENV ve SENV
genotiplerinin ayni Ulkede, farkh cografi bolgelerde, farkli dagihm
sergileyebilecegini dusundlrmektedir. Bizim c¢alismamizda ydntem olarak
bahsi edilen ¢alismalarda kullanilan jel elektroforez yerine, farkli bir yontem
olan gergek zamanli PZR yodntemi veya farkli primerlerin kullaniimis olmasi
da bodyle bir sonucun nedeni olabilir.

2011 yilinda izmir Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiiltesi'nde Aktas ve
arkadaslarinin galismasinda, hemodiyaliz hastalari gibi sik kan transfiizyonu
ve parenteral uygulamalara maruz kalan hematolojik kanserli hastalarda
SENV varhgi arastinimistir. Hematolojik kanserli 80 hasta ile daha 6nce kan
transfuzyon Oykusu olmayan, farkli tanilarla hastanede yatan 80 gonulli
hastada yapilan c¢alismada, hematolojik kanserli hastalarda SENV-D ve
SENV-H sikligi sirasiyla, %18.8, %30, kontrol grubunda ise %16.3, %42.5
saptanmisg, her iki grup arasinda anlaml bir fark bulunmamistir (p=0.111).
Calismacilar, bagisik yetmezlikli ve sik kan transfizyonu uygulanan

olgularda SENV sikhginin yuksek olmasina kargin noétropenik hastalarda
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daha dusuk oranda SENV pozitifligi saptanmasini, SENV’nin karaciger
disinda, kemik iliginde de replike olabilecegi veya beyaz kureler ile tasiniyor
olabilecegi seklinde aciklamislardir (35). Ayni yontemi kullanmig olmamiza
ragmen bizim c¢alismamizdaki daha ylksek SENV pozitifliginin, hasta
gruplarinin farkli olmasindan kaynaklandigini diguinmekteyiz. Ayrica, Aktas
ve arkadaslarinin ¢alismasinda belirtildigi gibi, hematolojik kanserli hastalara
verilen kan drunlerinin buyuk bir kisminin isinlaniyor ve I6kosit filtresinden
gegiriliyor olmasi SENV gecisinin azalmasina neden olmus olabilir. Aktas ve
arkadaglarinin kontrol grubunda SENV-D (%16.3) sikhiginin, calismamiz
kontrol grubundaki SENV-D (%12) sikligina gore nispeten yuksek olmasi,
grubun kan transflzyon oykisU olmasa da hastanede yatan hastalardan
olusmasi ve SENV’ Un olasi nozokomiyal bulagindan kaynaklanmis olabilir.
Yine kontrol grubunda, SENV-H sikliginin bizim ¢alismamizda (%58), Aktas
ve arkadaslarinin galismasindan (%42.5) daha yuksek dizeyde bulunmasi,
ayni cografi bolgede olan farkli sehirlerde bile SENV dagiliminin farkh
olabilecegini disundirmektedir.

Dunyada SENV ile ilgili diger ¢alismalar incelendiginde; ayni Glkenin farkl
cografik bolgelerinde, farkli SENV prevalanslar izlenmektedir. Dai ve
arkadaglarinin calismasinda Tayvan’'in guney bdlgesindeki hemodiyaliz
hastalarinda SENV, SENV-D, SENV-H prevalansi %61, %46.5, %27.3 olarak
saptanmis ve saglikli kan vericilerine gére daha yuksek oldugu goruimustar
(31). Tayvan’in dogu bodlgesinde Liu ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise
hemodiyaliz hastalarinda, SENV, SENV-D, SENV-H prevalansi %10.9, %4.2,
%7.6, saglikli kan vericilerinde ise %32.6, %16.3, %23.4 olarak bildiriimis ve
hemodiyaliz hastalarinda SENV prevalansinin saglikli kan vericilerine gore
daha dusik oldugu goézlenmistir (33). Hasta grubunda dusik olmasinin
nedeni farkli cografi bolgelerde dagiimin farkli olabileceginin yanisira,
virlsin bulagsmasinda parenteral yol disinda farkli bulas yollarinin da rol
oynayabilecedi seklinde agiklanmistir. Liu ve arkadaslari hemodiyaliz
hastalarindaki duigsuk SENV prevalansinin Tayvan’da hemodiyaliz
cihazlarinin dezenfeksiyonunda % 6’lik hipoklorit sodyum kullaniimasi ile

iligkili olabilecegini belirtmislerdir (33).
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Tayvan gibi bir diger uzak dogu ulkesi olan Japonya’da Kobayashi ve
arkadaslarinin yaptigi ¢calismada, hemodiyaliz hastalarinda SENV prevalansi
%38, saglikli kan vericilerinde ise %22 olarak bildirilmigtir (30). Hemodiyaliz
hastalarindaki SENV viremisinin ylksek olmasinin, Japonya’ da zaten
toplumda SENV pozitifliginin yiuksek olmasi ile iligkili olabilecegi ve bu
yuksekliginde viristn bulasmasinda parenteral yol disinda fekal-oral yolunda
rol oynamasindan kaynaklanabilecegini belirtmiglerdir. Kobayashi ve
arkadaglari SENV(-) hemodiyaliz hastalarinin izlemlerinde, kan transfizyonu
yapllmamasina ragmen, hastalarda SENV(+)ligi saptamislar, ayrica
hemodiyaliz uygulaniimasi sirasinda kullanilan araglarin tek kullanimlik
olmasindan dolayl, hemodiyaliz uygulamasi esnasinda SENV bulasinin zor
bir olasilik oldugunu vurgulamislardir (30). Kao ve arkadaslari akut hepatit A
infeksiyonu gegcirenlerde saglikli erigkinlere gore ylksek SENV pozitifligi
saptamis olmalari fekal-oral yol gibi parenteral olmayan bulas yolu hipotezini
desteklemektedir (55).

Calismamizda SENV-H genotipinde hemodiyaliz ve saglikli kan vericileri
arasindan anlamli bir fark bulunmamigtir (p=0.760). Almanya’da Schroter ve
arkadaslarinin  calismasinda hemodiyaliz hastalari ile saglikh kan
vericilerinde SENV-H varligi arastinimis, her iki grup arasinda kendi
calismamizda oldugu gibi SENV-H sikliginin benzer oldugu goéralmustar.
SENV-H(+) hastalarda klinik ve biyokimyasal olarak karaciger hastaligina
rasttanmamis ve HCV(+) hastalarda eglik eden SENV(+) liginin herhangi bir
klinik kétilesmeye neden olmadigi, HCV(+) hastalarda oldugu gibi SENV(+)
hastalarda diyaliz cihazlarinin ayrilmasina gerek olmadigini belirtmislerdir
(32).

Saglikl kan vericilerinde SENV ve SENV genotiplerinin siklhigi ulkeler
arasinda da farkhlik gostermektedir. SENV-D sikligi %0.5 ile %60.8 arasinda,
SENV-H sikhgdi1 %0 ile % 85.8, SENV-D ve SENV-H ko-enfeksiyon sikhdi ise
%0 ile % 55.8 arasinda degismektedir. Amerika ve Avrupa ulkelerinde SENV-
D ve SENV-H prevalansinin Afrika ve Asya Ulkelerine gbore daha dusuk
oldugu dikkat ¢gekmektedir (Tablo 2). Farkli kitalarda birgok Ulkede yapilan

calismalarda ve kendi Uulkemizdeki calismalarda oldugu gibi bizim
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calismamizda da saglikli kan vericilerinde SENV-H, SENV-D’ye gore daha
yuksek oranda saptanmistir. Saglikli kan vericilerinde yluksek oranda SENV
viremisi olmasina ragmen, klinik ve biyokimyasal olarak herhangi bir hastalik
olusturduguna iligkin kanit olmamasi, SENV’nin klinik énemi ve patojenligi
hakkinda kusku olusturmaktadir. Bagisikligi normal olan bireylerde, HAV,
HBV, CMV, EBV infeksiyonlarinda oldugu gibi SENV bazi Kkisilerde
semptomatik bazi kisilerde ise asemptomatik infeksiyon olusturuyor ya da
kazanilmis bagisik yetmezligi gibi 6zel durumlarda virulan bir klinik seyir
gOsteriyor olabilir (1). Bu nedenle, SENV ile ilgili henlz aydinlanmamig birgok
soruya yanit verebilmek icin daha genis galismalara gerek vardir.

HBV ve HCV gibi parenteral yolla bulasan virlsler, hemodiyaliz
hastalarinda saglikli bireylere gore daha siktir. Calismamizda hemodiyaliz
hastalarinda HBV ve HCV ile SENV birlikteligi arasinda anlamli bir iligki
saptanmamigtir (p=0.707). Hemodiyaliz hastalarinda yapilan birgok
calismada da HBV ve HCV ile SENV sikhgi arasinda bir iligki gorulmemistir
(31, 32, 55, 60). Ulkemizde Ogiitmen ve arkadaslarinin yaptigi, hasta grubu
olarak hemodiyaliz hastalarinda oldugu gibi sik parenteral uygulamalara
maruz kalan periton diyalizi hastalarinin dahil edildigi calismada da SENV ile
HCV arasinda bir birliktelik saptanmamistir (66). Liu ve arkadaslarinin yaptigi
calismada SENV(+) hemodiyaliz hastalarinda HCV pozitifligi daha dusuk
bulunmus ve bunun nedenini HCV(+) hastalarin diyaliz cihazlarinin ayriimasi
ile iligkili olabilecegini belirtmislerdir (33).

Hemodiyaliz suresi ile SENV pozitifligi arasindaki iliskiye bakacak olursak,
¢alismamizda hemodiyaliz hastalarinin bayuk bir kisminin (%59) bes yildan
daha uzun sidredir hemodiyalize girdigi gorulmektedir. Daha uzun sureden
beri hemodiyaliz uygulanan hastalarin daha ¢ok parenteral girisime maruz
kalmasina ragmen, bizim c¢alismamizda hemodiyaliz siresi ile SENV
pozitifligi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamigtir
(p=0.541). Bu durum yine SENV bulasin da parenteral yol diginda diger
bulas yollarinin yer alabilecegi goérusunu desteklemektedir. Farkli Ulkelerde
hemodiyaliz hastalarinda yapilan diger tim galismalarda, hemodiyaliz slresi
ile SENV sikhgl arasinda bir iliski saptanmamistir (29, 30, 31, 32, 61, 67).

56



Cahgsmamiz verileri cinsiyetlere gore incelendiginde SENV pozitifliginin,
erkeklerde kadinlara gore ylksek oldugu goézlenmistir (Erkeklerde: %65.7
Kadinlarda: %50) Kobayashi ve arkadaslarinin yaptigi calismada da
erkeklerde SENV viremisi kadinlara goére daha yuksek bulunmustur (30). Bu
durum SENV bulagin da cinsel yolun dnemli olabilecedini dustindirmektedir.
SENV prevalansinin saglikh bireylerde hem bizim calismamiz hem de
ulkemizdeki diger calismalarda ylksek olarak tespit edilmis olmasi, Japon
toplumunda oldugu gibi, SENV’nin Ulkemizde de sik rastlanabilen bir etken
oldugunu ve bulagsmasinda parenteral yol diginda diger bulas yollarinin da
yer alabilece@i gorisunu desteklemektedir.

SENV pozitifligi ile yas faktdrl incelendiginde calismamizda istatistiksel
olarak anlamli bir iligki tespit edilmemistir (p=0.077) Farkh Ulkelerde yapilan
birgok ¢alismada, ¢alismamizda oldugu gibi SENV ile yas arasinda bir iligki
kurulamamistir ( 29, 30, 33, 61, 67).

Calismamizda hemodiyaliz hastalarinda eslik eden kronik hastalik
(diyabet, hipertansiyon, kalp hastalidi, norolojik hastalik gibi) varligi ile SENV
pozitifligi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamistir
(p=0.192). Sonuglar, bu tur hastaliklarin varliginda hem parenteral hem de
invaziv islemlerin daha sik uygulaniyor olmasina karsin hemodiyaliz hastalar
bu islemler agisindan zaten risk grubunda oldugundan eslik eden kronik
hastaliklarin ayri bir risk yaratmadigi seklinde yorumlanmistir.

Thom ve arkadaslarinin iskogya, Cek Cumhuriyeti ve Gana’da SENV-D ve
SENV-H prevalansini aragtirdiklari ¢alismada, Gana’da her iki genotipinde
iskogya ve Cek Cumhuriyeti'ne gore daha yiiksek olmasi, cografi farkliigin,
iklim kosullarinin, dlkelerin gelismislik duzeylerinin ve saglik sartlarinin
dunyadaki SENV dagiliminda etkili olabilecegi seklinde agiklanmistir (20). Bu
nedenle calismamizda olgularin egitim, sosyal sinif, sosyal guvence, gelir
dizeyi gibi sosyo-ekonomik o&zellikleri de bir anket formu araciligi ile
sorgulanmis ancak bu ozellikler ile SENV pozitifligi arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iliski saptanmamistir.

Saglikli populasyonda SENV prevalansinin yuksek olmasi, SENV(+)

hemodiyaliz hastalarinda bildirilen akut hepatit olgusu olmamasi, Umemura
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ve arkadaslarinin bildirdigi kan transfizyonu sonrasi gelisen SENV(+) non A-
E hepatit olgularinin sayisinin az olmasi, SENV ile karaciger hastaligi
arasindaki iliskinin hentz net bir sekilde kanitlanmis olmamasi, SENV
pozitifliginin diyaliz cihazlarinin ayrilmasi igin gerekli bir neden olusturmadigi
seklinde yorumlanabilir.

Calismamizda; SENV-D pozitifligi hemodiyaliz hastalarinda saglikli kan
vericilerine gore anlamli dizeyde ylksek olarak bulunmustur. Bu sonug,
SENV-D’nin bulaginda parenteral yolun SENV-H'ye goére daha oOnemli
oldugunu dusundurmektedir. Hem hasta hem de kontrol grubunda izlenen
SENV-H yuksekligi ise SENV-H'nin yayihiminda farkli bulas yollarinin da rol
oynayabilecegini gostermektedir. Ayrica SENV’nin erkeklerde kadinlara gore
daha yuksek olmasi cinsel yolla bulasin bu yollardan biri olabilecegi seklinde
yorumlanabilmektedir. Ancak SENV hakkinda daha kesin sonuclara

varabilmek i¢in daha genis ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir.
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6. SONUGLAR VE ONERILER

Yaptigimiz ¢alismada, parenteral bulas agisindan riskli bir hasta grubu

olan hemodiyaliz hastalari ile saglikli kan vericilerinde, yeni bir viral hepatit

etkeni olarak 6ne surulen SENV’ lerin iki genotipi olan SEN-D ve SENV-H

sikligi arastiriimigtir. Elde edilen sonuglar asagida belirtilmistir.

1.

4.

SENV-D pozitifligi hemodiyaliz hastalarinda, saglikh kan vericilerine
gore anlamli derecede daha yuksek bulunmustur. SENV-H ise her iki
grupta da benzer orandadir. Her iki grupta toplam SENV orani
acisindan anlamli bir fark gézlenmemistir. SENV-H hem hasta hem de

kontrol grubunda, SENV-D’ye gore daha yuksek olarak saptanmistir.

. Hemodiyaliz hastalarinda, hemodiyaliz suresi ile SENV sikli§i arasinda

anlamli bir iligki gézlenmemigtir.

Hemodiyaliz hastalarinda parenteral yol ile bulasabilen HBV ve/veya
HCV wvarhgl ile SENV birlikteligi arasinda anlamli bir iligki
bulunmamistir.

Yas, eslik eden kronik hastalik varligi, sosyo-ekonomik o&zellikler ile
SENV sikhgr arasinda anlamli bir iliski bulunmamasina karsin,
erkeklerde kadinlara gore daha yuksek oranda SENV viremisi

saptanmistir.

Elde edilen bu veriler dogrultusunda, SENV-D’nin hemodiyaliz grubunda

daha yuksek saptanmasi, SENV-D bulasinda parenteral yolun &énemili

olabilecegini diusundurmektedir. SENV-H'nin parenteral bulas agisindan risk

grubunda olmayan saglikli kan vericilerindeki yuksek prevalansi, SENV-H’

nin yayilliminda diger bulas yollarinin da yer alabilecedini desteklemektedir.

Erkeklerde gozlenen daha yuksek oranda SENV varligi cinsel yolla bulag bu
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yollardan biri olabilir mi sorusunu akla getirmektedir. Daha uzun suredir
hemodiyalize giren hastalar daha ¢ok parenteral girisime maruz kalmalarina
ragmen yapilan birgok ¢alismada oldugu gibi ¢alismamizda da SENV viremi
sikligi ile hemodiyaliz suresi arasinda anlamli bir iliski bulunmamasi, SENV
bulagsmasinda tek yolun parenteral bulas olmadigi dudsuncesini
desteklemektedir. Dunyada SENV pozitifik oranlarinin Ulkeler arasinda
belirgin degisiklik gostermesi, cografi sartlarin, iklim kosullarinin, Glkelerin
gelismiglik derecesinin, beslenme aligkanliklarinin ve hijyenik sartlarin
farkliligina baglanabilir. Ulkemizdeki diger calismalara goére, hem hemodiyaliz
hastalarinda hem de saglikli kan vericilerinde saptanan daha ylksek oranda
SENV pozitifligi bu tir nedenlerin yani sira ¢alismamizda farkl primerler ve
yontemin kullanilmasindan kaynaklanmig olabilir.

SENYV ile iligkili hepatit olgularinin az sayida olmasina karsin, sagliklh
bireylerde ylksek oranda SENV viremisi gorilmesi, bu kisilerde klinik ve
laboratuar olarak hepatiti dustindurecek bulgularin olmamasi SENV ile
karaciger hastaligi arasinda dogrudan bir iliski kurmayi zorlagtirmaktadir.
SENV ile ilgili gUnumizdeki bilgilerimiz dogrultusunda, HCV pozitif
hemodiyaliz hastalarinda oldugu gibi SENV pozitif hastalarda hemodiyaliz
cihazlarinin ayriimasinin ve saglikli kan vericilerinde rutin SENV taramasi
yapilmasinin gerekli olmadigi dusuncesindeyiz.

Sonug olarak; SENV’nin patogenezi ve hepatit etiyolojisinde ki rolinun

aydinlatilabilmesi igin bu konuda daha genis ¢alismalara gereksinim vardir.
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7. OZET
Hemodiyaliz Hastalarinda SEN Virus Prevalansi

Amag: SEN virus (SENV) kan transfuzyonu ile bulagsan ve etiyolojisi
aciklanamayan non A-E hepatitlerden sorumlu bulunmustur. SENV
genomunun filogenetik analizi, bu virusun 9 farkh genotipi (A-l) oldugunu
gostermigtir. Bu genotiplerden SEN virus genotip D (SENV-D) ve SEN virus
genotip H’ nin (SENV-H) kan transfizyonu sonrasi gelisen hepatitler ile iligkili
oldugu belirtiimigtir. Calismamizda parenteral bulas agisindan riskli bir hasta
grubu olan hemodiyaliz hastalarindaki SENV sikligi ve SENV bulasinda ki
olasi risk faktorleri incelenmigtir.

Yontem: Manisa bolgesinde hemodiyalize giren 100 hasta (70 erkek, 30
kadin) ile kontrol grubu olarak parenteral bulas acgisindan risk grubunda
olmayan 100 saglikh kan vericisi (70 erkek, 30 kadin) calismaya alindi.
Olgulardan alinan o6rnekler gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile
SENV-D ve SENV-H varligi agisindan incelendi.

Bulgular: Hasta grubunda SENV-D viremisi %28 olarak saptanirken,
kontrol grubunda %12’'dir. SENV-D viremisi hasta grubunda daha yuksek
orandadir ve her iki grup arasindaki iliski anlamli bulunmustur (p=0.038).
SENV-H viremisi ise hasta grubunda %53, kontrol grubunda %58’dir ve her
iki grup arasindaki fark anlamli degildir (p=0.760). SENV-D+H ko-enfeksiyon
sikligi hasta grubunda %20, kontrol grubunda %9 olarak saptanmis ve iki
grup arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.080). Hemodiyaliz siresi
ile SENV viremisi arasinda bir iliski gozlenmemistir (p=0.541). SENV
erkeklerin %65.7’sinde, kadinlarin %50’sinde pozitif bulunmus ve cinsiyetler
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p=0.037).

Sonug: SENV-D pozitifligi hemodiyaliz hastalarinda, kontrol grubuna gore
daha vyuksektir ve hemodiyaliz hastalarindaki bu ylkseklik, SENV-D
bulasinda parenteral yolun 6nemini vurgulamaktadir. Her iki c¢alisma
grubunda SENV-H prevalansinin yuksek bulunmasi, SENV-H'nin yayiliminda
diger bulas yollarinin da yer alabilecegini disundirmektedir.

Anahtar Kelimeler: SENV, SENV-D, SENV-H, Hemodiyaliz
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8. SUMMARY
The Prevalence of SEN Virus among Hemodialysis Patients

Aim: SEN virus (SENV) was thought to be responsible for unknown
etiologies of non-A—E hepatitis and transmitted by blood transfusions.
Phylogenetic analysis of SENV has shown nine different strains (A-1). SEN
virus genotype D (SENV-D) and SEN virus genotype H (SENV-H) is
indicated to be related to the development of hepatitis after blood transfusion.
In our study, SENV incidence and possible risk factors for SENV
transmission was investigated in hemodialysis patients who were at high risk
group for parenteral transmission.

Methods: 100 hemodialysis patients (70 males, 30 females) and 100
healthy blood donors (70 males, 30 females) who are not in risk group for
parenteral transmission as a control group were involved in to the study in
Manisa region. Samples were studied for presence of SENV-D and SENV-H
by real time polymerase chain reaction.

Results: SENV-D viremia among hemodialysis patients (28%) was more
significant according to the control group (12%) (p=0.038). There was no
difference in SENV-H viremia between hemodialysis patients (53%) and
control group (58%) (p=0.760). No significant difference was found in SENV-
D + H co-infection between hemodialysis patients (20%) and control group
(9%) (p=0.080). There was no significant correlation between duration of
hemodialysis with SENV viremia (p=0.541). SENV viremia was higher in
males (65.7%) than females (50%) (p=0.037).

Conclusions: SENV-D is more prevalent in hemodialysis patients than
healthy blood donors The high frequency of SENV-D infection among
hemodialysis patients emphasized the importance of parenteral route in
transmission. Because of high SENV-H prevalence in both study groups,
other transmission routes in the distribution of SENV-H might be considered.

Key Words: SENV, SENV-D, SENV-H, Hemodialysis
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