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OZET

HEMATOLOJIK MALIGNITELi HASTALARDA SEN VIiRUS SIKLIGI VE KAN
TRANSFUZYONU iLE ILISKISININ INCELENMESI
AKTAS Eray, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik
Mikrobiyolji Anabilim Dali, 35340, Inciralti/IZMIR

Amag: SEN virlis, kan transfiizyonu ile bulasan ve hepatit tablosu olusturabilen bir
etkendir. Hematolojik maligniteli hastalar tedavileri sirasinda sik olarak kan iirlinii almaktadir.
SEN viriis agisindan risk altinda olan bu hasta grubunda viremi sikligin1 ve bunun kan iiriinii
nakil sayisi ile iligkisini incelemeyi amacladik.

Yontem: Dokuz Eyliil Universitesi Hematoloji Bilim Dal1 servisinde 27.5.2010 ile
27.5.2011 tarihleri arasinda yatarak tedavi goren, goniillii, hematolojik kanser tanili, kan
iriini almis olan olgular ¢alisma kapsamina alindi. Kontrol grubuna ise Dokuz Eyliil
Universitesi Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali servisinde
27.5.2010 ile 27.5.2011 tarihleri arasinda ¢esitli tanilar ile yatarak izlenen, goniillii ve hi¢ kan
irtinli almamis olgular dahil edildi. Olgulardan birer kez 6rnek alindi ve gergek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu ile SEN virlis viremisi agisindan degerlendirildi.

Bulgular: Hematolojik maligniteli 80 hastanin 30’unda (%37,5) ve kontrol grubundaki
80 olgunun 40’mnda (%50) SEN viriis viremisi saptandi. Tki grup arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark saptanmadi(ki kare=2,535, p=0,1). Lenfoma tanisi ile izlenen 26 olgunun
15’inde (%57,7), 16semi ile izlenen 45 olgunun 10’unda (%22,2) SEN viriis bulundu. Iki grup
arasindaki fark anlamli olarak bulundu(ki kare =9,088, p=0,003). Notropenik 38 olgunun
11’inde (%28,8) SENV saptanirken, bu rakam notropenik olmayan 42 olgunun 19’unda
(%45,2) saptandi ve anlamli bir fark saptanmadi(ki kare= 2,259 p=0,133). Notropenik
olgularin yedisinde (%]18,4) SEN viriisiin H genotipi saptanirken, nodtropenik olmayan
hastalarin ise 17’sinde (%40,5) saptandi. Iki grup arasindaki fark anlamli olarak saptandi( ki
kare= 4,621, p=0,032). Bir ile bes kan {iriinii almis 28 olgunun 13’{inde (%46.,4), alt1 ile 30
kan {rini almis 28 olgunun 11’inde (%39,3), 31 ve lizerinde kan iiriinii almig olan 24
olgunun ise 6’sinda (%25,0) SEN viriis viremisi saptandi. Fakat, gruplar arasinda anlaml1 bir

fark saptanmadi(ki kare=2,590, p=0,274).
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Sonu¢: Hematolojik maligniteli hastalarda SEN viriis siklig1 %37,5 olarak saptandi.
Kontrol grubu ile arasinda fark saptanmadi. Notropenik hastalarda SEN viriis genotip H
viremisi, notropenik olmayanlara gore diisiik saptandi. Bu bulgu virlisiin kemik iliginde
replikasyonunu ve beyaz kiireler araciligi ile tagintyor olabilecegini diisiindiirdii. Kan {iriinii
sayist ile SEN viremisi sikliginin degismemesi ise zaman igersinde immiinitenin gelisiyor

olabilecegini akla getirdi.

Anahtar Kelimeler: Hematolojik malignite, SEN virtis, kan transfiizyonu
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SUMMARY

THE PREVALENCE OF SEN VIRUS IN HEMATOLOGICAL CANCER PATIENTS
AND RELATIONSHIP BETWEEN BLOOD TRANSFUSION

AKTAS Eray, Department of Infectious Diseases and Clinical Microbiology, Faculty of
Medicine, Dokuz Eyliil University Hospital, 35340, Inciralti/IZMIR

Aim: SEN virus transmitted by the blood transfusion and 1t can cause hepatitis.
Hematologic cancer patients during treatment often takes of blood transfusions. This group of
patients are at risk for SEN virus infections. We aimed to find prevalence of viremia and the
relationship between the blood transfusions.

Materials and Methods: This study was performed in the Dokuz Eyliil Universitesi
Infectious Diseases And Clinical Servise Department and Dokuz Eyliil Universitesi
Hematology Ward Branch Of Science between 27.5.2010 and 27.5.2011. Working group
consisted patients with hematologic cancer in blood transfusion. Control group included
patients without blood transfusion and non hematologic cancer. Patients blood was collected
once. Samples were studied by real time polymerase chain reaction.

Results: Thirty (%37,5) of eight hematologic cancer patients were positive for SEN
virus. SEN virus viremia detected in forty (%50) of eight control patients. There was no
difference between the two groups(p=0,1). SEN virus was present in fifteen (%57,7) of the
twenty-six patients with lymphoma. Ten (%22,2) of the forty five leukemia patients were
positive for SEN virus. This study suggest that SEN virus viremia was significantly more
prevalent in patients with lymphoma (p=0,003). SEN virus genotip H was detected in seven
(%18,4) of thirty eight patients with neutropenia, in seventeen (%40,5) of forty two patients
with out neutropenia. This result indicate SEN virus genotip H viremia was significantly more
prevalent in patients with out neutropenia(p=0,032). Thirteen (%46.,4) of twenty eight patients
positive for SEN virus who received blood transfusion from one to five. SEN virus viremia
detected in eleven (%39,3) of twenty eight patients who received blood transfusion from six
to thirty. SEN virus detected in six (%25) of twenty four patients who received blood

transfusion from thirty one and over. There was no difference between groups.
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Conclusions: SEN virus H genotip viremia wasn’t more prevalent in patients with
neutropenia. This finding suggesting that SEN virus may replicate in bone marrow or may be
carried by leukocytes. The number of blood transfusions did not change the frequency of SEN

virus.improved immunity. This may be due to the development of immune.

Key Words: Hematologic cancer, SEN virus, blood transfusion
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1.GIRIS

Hepatit, karacigerin enflamasyonu olarak tanimlanmistir. Hepatit yapabilen bir¢ok
etken bulunmaktadir. Bunlarin siklig1 cografi bolgelere gére degismektedir. Viriisler, alkol ve
ila¢g kullanim1 en sik nedenler arasinda yer almaktadir. Bunlarin disinda Wilson hastaligi,
otoimmun hepatit, hemakromatoz, iskemik hepatit, mantar zehirlenmesi, Budd Chiari
sendromu gibi hastaliklar da hepatit yapabilmektedir. Escorsell ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada, 1992 ile 2000 yillar1 arasinda, fulminan hepatit olgularmin %32’sinin nedeninin
saptanamadig: belirtilmistir." Akut ve kronik hepatitler agisindan etiyolojisi aydinlatilamayan
olgularin oram bin dokuz yiizli yillarin sonunda %5’leri bulmaktaydi.” Gelisen serolojik ve
molekiiler teknikler sayesinde etiyolojisi aydinlatilamayan olgularin orani diismekle beraber
yuksekligini giinlimiizde de korumaktadir. Gegen zaman dilimi igerisinde bu klinige neden
olabilen bagka etkenlerin bulunmasi kesfedilmemis baska patojenlerin de varligim
diisiindiirmiistiir. Torgue Teno viriis (TTV), Hepatit G viriis (HGV) ve SEN viriis (SENV)
gibi alisilmig etkenlerin disindaki viriislerin de oOzellikle kan nakli sonrasinda hepatit
yapabilecegi gosterilmistir.””

Dondr ve alicilarda ayni aminoasit diziliminde SENV DNA’larin gosterilmesi kan
nakli ile gecisini ispatlamistir. Karaciger dokularinda SENV’ye ait komplementer DNA’larin
saptanmasi ise replikasyonun bu bolgede oldugunu diisiindiirmiis fakat SENV ile karaciger
patolojisi arasinda net bir iliski oldugu gosterilememistir.’

SENV enfeksiyonunun dogal seyri ile ilgili olarak ¢ok az bilgi mevcuttur. Retrospektif
olarak yapilmis olan bir ¢alismada bir¢cok hastanin enfekte olduktan sonra iki ay icerisinde
virlisiin temizlendigi goriilmiigtiir. Fakat bazi hastalarda ise on yildan fazla siireli
enfeksiyonlarin da olusabildigi saptanmistir. SENV antikorlarimi tespit edebilecek serolojik
bir test heniliz mevcut olmadigi i¢in akut veya kronik enfeksiyon ayrimi yapilamamaktadir.
Viriis polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile saptanmaktadir.”°

Glinlimiize kadar SENV’nin dokuz adet genotipi tanimlanmistir. Bunlar A’dan I’ya
kadar isimlendirilmislerdir.” Akut hepatit ile iliskisi olan genotiplerin SEN viriis genotip D
(SENV-D) ve SEN viriis genotip H (SENV-H) oldugu gosterilmistir. Diger genotipler saglikli
kan dondrleri arasinda daha az siklikla bulunmakla birlikte, bu genotipler akut hepatite neden

olmamaktadir.’
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SENV-D ve SENV-H’nin herhangi bir klinik ve laboratuvar bulgusu olmayan saglikli
bireylerde de saptanabilmesi patojenitesi konusunda kusku duyulmasina neden olmustur.’
Goniillii kan dondrleri iizerinde yapilan ¢alismalarda, SENV-D ve SENV-H’nin
goriilme sikliginin iilkeler arasinda farklilik gosterdigi saptanmistir. Calisma yapilan bolgeye
gore SENV-D’nin sikligi %0,9 ile %32, SENV-H’nin sikligi %0.9 ile %45.4 arasinda
degismektedir.> ® ° Ulkemizde, saglikli kan donérleri iizerinde yapilan calismalarda ise
SENV-D siklig1 %4 ile %14, SENV-H siklig1 ise %6 ile %20 arasinda degisen oranlarda
saptanmuigtir. 10. 11
Diyaliz, kan nakli, intravendz (IV) ila¢ kullanimi, cerrahi operasyon gibi risk
faktorlerinin  varliginda SENV sikligimin  arttign  ¢esitli  ¢alismalarda gdsterilmistir.
Transflizyon ile iliskili hepatitlerde, kronik karaciger hastaliklarinda, talasemi ve hemodiyaliz
hastalarinda, IV ila¢ bagimlilarinda ve hepatoselliiler karsinomali olgularda, saglikl
yetiskinlere oranla daha sik rastlandigi bildirilmistir.'>"” Bu hasta gruplarinda &zellikle
hastane ve kan firiinleri ile siklikla temas halinde bulunmalar1 dikkat ¢cekmektedir.
Hematolojik kanserli hastalar, gerek hastaliklar1 nedeni ile, gerekse de aldiklar
kemoterapi nedeni ile tedavileri boyunca ¢ok sayida kan iiriinii almaktadirlar. Bundan dolayz,
bu hasta grubunun da yiiksek oranda SENV enfeksiyonu riski ile karst karsiya bulundugu
diisiiniilebilir. Ayrica, zaman zaman karaciger fonksiyon testlerinde (KCFT) yiikseklik olmasi
nedeniyle almalar1 gereken kemoterapiler de ertelenebilmektedir. Karaciger fonksiyon
testlerindeki yiiksekligin bir nedeninin de SENV enfeksiyonu olabilecegi rahatlikla
varsayilabilir. Pubmed veri tabani ile yapmis oldugumuz arastirmada, hematolojik kanser
hastalarinda SENV siklig1 ile ilgili bir calismaya ulasamamamiz nedeni ile bu ¢calismamizda
hematolojik kanserli hastalarda SENV-D ve SENV-H’nin sikligimin saptanmasi

amaglanmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. SEN VIRUS

SEN viriis, ilk olarak 20.07.1999°da IV ila¢ bagimlis1i olan HIV (Human
immunodeficiency virlis, insan immun yetmezlik viriisii) ile enfekte bir hastanin
serumundan farkli bir DNA klonu olarak saptanmis ve yeni bir viriis oldugu ortaya

konmustur. Bu viriise hastanin isminin ilk harfleri olan ‘SEN’ ad1 verilmistir."®
2.1.1. SEN Viriisiin Genel Ozellikleri ve Simiflandirilmasi

Italya’min Saluggia kentinde bulunan DiaSorin Biyomolekiiler Arastirma Enstitiisiinde
kesfedilmistir. Kesfin, The New York Times isimli gazete aracilig1 ile duyurulmasina ragmen
2001 yilma kadar herhangi bir bilimsel dergi ve toplantida bildirimi yapilmamustir.” '*

SENV ile ilgili yapilan ilk ¢alismalarda bazi genotiplerinin kan transfiizyonu sonrasi
hepatit yapabilecegi gosterilmistir.’ Benzer klinik tabloya neden olan TTV ile yakin
filogenetik benzerligi yine o donemde gosterilmistir. Her iki viriis de tek iplikli, sirkiiler bir
DNA” ya sahip olma ve zarfsiz bir virlis olma gibi 6zellikleri nedeniyle Circoviridae ailesine
dahil edilmistir. Ilerleyen yillarda TTV DNA dizi analizi calismalari ile Circoviridae ailesi
arasinda uygunluk saptanmanustir.”’*

Glinlimiizde SENV, TTV’nin bir tiiri olarak Anelloviridae ailesi igerisinde
siniflandirilmaktadir. Uluslararas1 Virlis Taksonomi Komitesi (International Committee on
Taxonomy of Viruses, ICTV) tarafindan Amnelloviridae ailesi yeni olusturulmakla birlikte
icerik ve virlis isimleri agisindan kesin bir uzlasiya heniiz varilamamistir. Olusturulan bu aile
icersinde dokuz adet cins bulunmaktadir. Dokuz cinsin igersinde de toplam 47 tiir
bulunmaktadir. SENV-D ve SENV-H , Alphatorquevirus cinsinin icerisinde sirasiyla Torque

teno virus 15 ve Torque teno virus I8 tiirleri olarak smiflandirilmaktadir. Anelloviridae

taksonomisi Tablo—1"de gosterilmistir.
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Tablo 1: Anelloviridae ailesinin taksonomisinde SENV’nin yeri

Aile Anelloviridae

Cins Alphatorquevirus (29 tiir)
Tiir Torque teno virus 1
Tiir Torque teno virus 2
Tir Torque teno virus 3
Tir Torque teno virus 4
Tir Torque teno virus 5
Tiir Torque teno virus 6
Tiir Torque teno virus 7
Tiir Torque teno virus 8
Tiir Torque teno virus 9
Tir Torque teno virus 10
Tiir Torque teno virus 11
Tiir Torque teno virus 12
Tiir Torque teno virus 13
Tiir Torque teno virus 14
Tiir Torque teno virus 15 (SENV-D)
Tiir Torque teno virus 16
Tiir Torque teno virus 17
Tiir Torque teno virus 18 (SENV-H)
Tiir Torque teno virus 19
Tiir Torque teno virus 20
Tiir Torque teno virus 21
Tiir Torque teno virus 22
Tiir Torque teno virus 23
Tiir Torque teno virus 24
Tir Torque teno virus 25
Tiir Torque teno virus 26
Tiir Torque teno virus 27
Tir Torque teno virus 28
Tir Torque teno virus 29

Cins Betatorquevirus (9 tiir)
Tir Torque teno mini virus 1
Tiir Torque teno mini virus 2
Tiir Torque teno mini virus 3
Tir Torque teno mini virus 4
Tir Torque teno mini virus 5
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Tiir Torque teno mini virus 6

Tir Torque teno mini virus 7

Tir Torque teno mini virus 8

Tir Torque teno mini virus 9
Cins Deltatorquevirus (1 tiir)

Tiir Torque teno tupaia virus
Cins Epsilontorquevirus (1 tiir)

Tiir Torque teno tamarin virus
Cins Etatorquevirus (1 tiir)

Tiir Torque teno felis virus
Cins Gammatorquevirus (2 tiir)

Tiir Torque teno midi virus I

Tiir Torque teno midi virus 2
Cins lotatorquevirus (2 tiir)

Tiir Torque teno sus virus 1

Tiir Torque teno sus virus 2
Cins Thetatorquevirus (1 tiir)

Tiir Torque teno canis virus
Cins Zetatorquevirus (1 tiir)

Tiir Torque teno douroucouli virus

SEN-V; 26 nm biiyiikligiinde, zarfsiz, tek zincirli sirkiiler bir DNA viriisiidiir.
Yaklagik 3900 niikleotidden olugmaktadir ve 3,8 kb uzunlugundadir. Genomunda uzunlugu ve
birlesimi bilinen bir proteini kodlayan DNA dizileri bulunmaktadir. Bu DNA dizileri agik
okuma cergevesi (ORF=Open Reading Frame) olarak tanimlanmaktadir. ORF’deki niikleik
asit farklarindan yararlanilarak tiirler genotiplere ayrilabilmektedir. SENV nin ii¢ adet ORF’si
bulunmaktadir (Sekil 1). Bunlar ORF1, ORF2 ve ORF3 olarak isimlendirilmektedir.”
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Inverted PCR Inverted PCR

< SENasl -
= NGI32 Pl e,

SENsI

ORF2
(156 aa)

ORF2
(157 aa)

SENV-D
3788 nt

SENV-H

ORF3 3815 nt
(87 aa)

ORF1 (754 aa) ORF1 (762 aa)

Sekil 1. ORF1-3 gosteren SENV-D ve SENV-H gen haritas’

TTV’nin ise dort adet ORF’si bulunmaktadir. TTV’nin ORF1’i dort farkli protein
kodlamaktadir. Birinci ve igilincii proteinlerinin  replikasyondan sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir.”* Benzer sekilde SEN-V’nin de ORFI’i dort protein kodlamaktadir.
Ozellikle {igiincii proteininin replikasyonda énemli oldugu diisiiniilmektedir. Bu iigiincii
proteinin aminoasit dizilimi SENV nin biitiin genotiplerinde benzer dizilimdedir. Protein 1, 2
ve 4 ise sadece bazi genotiplerde yer almakta ve aminoasit diziliminde farkliliklar
bulunmaktadir. Bu 6zellik siiflamada kullanilmaktadir.’

ORF 1°deki varyasyonlara gore TTV ve benzeri viriisler dort farkli gruba
ayrilmiglardir. Bunlar: Grup 1; SANBAN ve YONBAN izolatlari, grup 2; prototip TTV
izolatlar1, grup 3; Panicum Mosaic Virus (PMV) izolatlari, grup 4 SENV izolatlaridir.” > %
Sekil 2°de ORF1 dizi varyasyonlarina dayandirilarak olusturulmus filo genetik dendogram

gosterilmistir.”
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Sekil.2.ORF1 dizi varyasyonlarina dayandirilarak olusturulmus filogenetik dendogram7

ORF1’deki varyasyonlara gére SENV de kendi igerisinde dokuz adet genotipe

ayrilmaktadir. Bunlar A’dan I’'ya kadar isimlendirilmislerdir.’

Bu genotipler arasindaki
niikleotid sekans farki %25 kadardir. Tablo 2’de ORF1’e gore olusturulmus aminoasit ve
niikleotid sekans dizilimlerine goére SENV genotipleri ve TTV arasinda ki homoloji

gosterilmistir.”
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Tablo 2: SENV ve TTYV icin Niikleotid/aminoasit sekans dizilimi homolojisi7

SENV-A  SENV-B  SENV-C SENV-D SENV-E SENV-F SENV-G SENV-H

SENV-B 56.0/55.5

SENV-C 63.4/52.6  60.7/48.5

SENV-D 66.4/57.3  61.2/31.0  63.5/52.0

SENV-E SROMTE 39.1/43.7  582/M46.6 39.0/46.4

SENV-F 67.2/57.0  60.9/50.7 61.1/49.2  T77.6/76.8 59.4/47.6

SENV-G 56.6/53.5  60.0/47.9 54.7/46.8 54.8/49.2 52.3/39.1 54.6/49.0
SENV-H 559/51.3 59.9/48.1 78.3/76.2  62.1/523  57.4M59 61.6/49.5 61.1/474

TTV 5107331 54,0348 352.7/36.5 53.2/36.1 533346 5277337 51.4/354  53.4/357

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

ORF2’nin fonksiyonu anlasilamamakla birlikte genotipe godre aminoasit sayisi
degismektedir. SENV-A, SENV-B, SENV-C, SENV-D, SENV-E, SENV-F, SENV-G ve
SENV-H’ de sirastyla 166, 156, 157, 157, 152, 160, 146 ve 156 adet aminoasit igermektedir.
SENV-A ve SENV-B disinda ki genotiplerde ORF1’in ve ORF2’nin aminoasitleri iist iiste
binmektedir. ORF3 ise, ORF1’in 3’ ucu ile st iste binmektedir. ORF3’iin de viral

replikasyonda rol oynuyor olabilecegi diisiiniilmektedir.’

2.1.2. Epidemiyoloji

Gilinlimiizde tiim diinyada oldugu gibi, iilkemizde de 6nemli saglik sorunlarindan birisi
viral etiyolojili karaciger hastaliklaridir. Viral hepatit yapan baslica bes etken (Hepatit A-E)
tanimlanmistir. Herpes simpleks viriis, Sitomegalo viriis, Ebstein Barr viriis, Adenovirus,
Rubella, Kizamik, Sucicegi, Marburg, Parvovirus ve Ebola viriisleri gibi asil hedefi karaciger
olmayan ama nadir de olsa hepatit yapabilen etkenler de bulunmaktadir.’”>* Gelisen serolojik
ve molekiiler tekniklere karsin akut ve kronik hepatit olgularinin hala bir kisminin etiyolojisi
aydinlatilamamaktadir.

Etiyolojisi bilinmeyen hepatitli olgular, bu klinige neden olabilecek baska patojenlerin
de varligm disiindiirmektedir. Ozellikle kan nakli sonrasi gelisen, etiyolojisi

aydinlatilamayan akut hepatit olgularinin varlig1 bu diisiinceyi kuvvetlendirmektedir.
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TTV, HGV ve SENV’nin de oOzellikle kan nakli sonrasinda hepatit yapabilecegi
gosterilmistir. Fakat bu viriislerin herhangi bir klinik ve laboratuvar bulgusu olmayan saglikli
bireylerde de saptanabilmeleri, patojeniteleri konusunda kusku duyulmasina neden

olmaktadir.'> 34!

2.1.2.1. Saghkl kan donorlerinde SEN viriis siklig1

SENV’nin tiim genotiplerinin ¢esitli oranlarda kanda saptanabildigi gosterilmistir. Kan
nakli ile gecisi olan ve kan nakli sonrasi akut hepatit ile iliskisi bulunan genotipler SENV-D
ve SENV-H olarak bildirilmistir. SENV-A, SENV-B ve SENV-E saglikli kan dondrleri
arasinda daha az siklikla bulunmakta olup, akut hepatit ile iliskisi gosterilmemistir.’

Goniillii kan donoérlerinde yapilan ¢alismalarda SENV-D ve SENV-H siklig1 tilkeler
arasinda farklilik gostermesine karsin tiim {ilkelerde saptanmistir. Goniillii kan dondrleri

tizerine yapilmis olan ¢alismalar Tablo 3’de 6zetlenmistir.
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Tablo 3: Ulkelere gore kan donérlerindeki SENV-D ve SENV-H siklig

Ulke Ornek sayisi SENV-D(%) SENV-H(%) Kaynak

Almanya 100 3.0 5.0 Umemura ve ark.”
Almanya 112 2.5 7.4 Sagir ve ark.*
Amerika 436 0.9 0.9 Umemura ve ark.*
Cek cumhuriyeti 144 2.1 28.5 K Thom ve ark.’
Cin 135 6.7 5.0 Mu ve ark.*

Gana 198 9.6 454 K Thom ve ark.’
Iskogya 192 0.5 10.9 K Thom ve ark.’
Iskogya 200 0.5 13.0 K Thom ve ark.’
fran 260 1.5 18.0 Sharifi ve ark.”
Italya 99 9.1 24.0 Spataro ve ark.*
Japonya 277 7.0 3.0 S Shibata ve ark.*’
Japonya 58 14.0 2.0 Umemura ve ark. "
Slovakya 100 10.0 15.0 K Thom ve ark.’
Tayland 100 1.0 3.0 Tangkij ve ark.*
Tayvan 120 18.3 5.8 Dai ve ark. °
Tayvan 200 32.0 30.5 Huang ve ark. ®
Tiirkiye 100 5.0 20.0 Tezcan ve ark.''
Tirkiye 50 4.0 6.0 Serin ve ark. *
Yunanistan 100 16.0 7.0 Umemura ve ark.*

2.1.2.2. Degisik komorbid faktorlerin varhginda SEN viriis sikhi1

Diyaliz, kan nakli, IV ila¢ kullanimi, cerrahi operasyon gibi risk faktorlerinin
varliginda SENV sikliginin arttig1 cesitli galigmalarda gosterilmistir.

Kan naklinin, SENV siklig1 iizerindeki etkisini inceleyen ilk ¢aligmalardan biri de
Umemura ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismadir.’ Cesitli nedenlerle ameliyat olacak
olan 394 hasta ¢aligmaya alinmus ve 11’1 operasyon Oncesinde SENV pozitifligi olmasi

nedeniyle ¢alismadan ¢ikarilmigtir. Operasyon sonrasinda kan nakli alan 286 hasta SENV
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acisindan degerlendirilmeye alinmis ve 16’sinda SENV-D, 80’inde SENV-H, 10 hastada da
her iki genotipin pozitifligi saptanmistir. Toplamda, operasyon sonrasi kan nakli alan
hastalarin %30’unda SENV pozitifligi saptanmistir. Kan nakli olmaksizin sadece ameliyat
olan hastalarda ise oran %3 olarak bulunmustur. Aynmi hastanede goniillii kan donorii
bireylerde ise bu oran %3 olarak gdzlenmistir. Ayni ¢calismada kan nakli sonrasi etiyolojisi
bilinmeyen ve akut hepatit gelisen 12 hastada ise %83 oraninda SENV pozitifligi
saptanmigtir.

Cok sayida kan nakli alma Oykiisii bulunan talasemi hastalarinda SENV-D igin
%352,7°lik, SENV-H i¢in %40’lik pozitiflik saptanmistir. Hastalarin %25,5°1 ayn1 anda her iki
etken ile de enfekte olarak bulunmustur.'

Intravendz ilag bagimlist olan 531 kisi ile yapilan bir baska calismada SENV-A
%45,7, SENV-D %10,3 ve SENV-H %35,6 oraninda pozitif bulunmustur.13

Karaciger kanseri olan hasta grubunda pozitiflik oran1 %36 olarak saptanmustir.'®

Sagir ve arkadaslarinin Almanya’da 217 HIV ile enfekte hasta iizerinde yapmis
olduklar1 calismada, SENV-D %0,9, SENV-H %23 ve her ikisi ile birlikte enfekte olanlarin
orani ise %25,6 olarak gozlenmistir. SENV-H’nin HIV pozitif hastalarda kan donoérlerine gore
daha yiiksek oranda bulundugu gosterilmistir.*

Dort yliz yetmis ii¢ kronik hepatit C hastas1 ile yapilan ¢alismada ise SENV %41
siklikta saptanmustir.'*

Kanada’da yapilan bir ¢aligmada, akut hepatit A’l1 hastalarda SENV siklig1 topluma
gore yiiksek bulunmus ve SENV nin parenteral bulasma yollar1 disinda baska bulas yollarinin
da oldugu ileri siiriilmiistiir.>’

SENV pozitifligi olan 15 gebenin bebekleri dogum sonrasi izlenmis ve 13’tinde SENV
pozitifligi saptanmistir. Bebeklerin birinde SENV pozitifligi dogumda, sekizinde ilk alt1 ayda
ve dordiinde birinci yil sonunda saptanmis ancak bebeklerin higbirinde klinik bulgu

saptanmam1§t1r.5 :
2.1.2.3. Ulkemizde SENV c¢alismalar1

Ulkemizde diyaliz hastalarinda, etiyolojisi aydinlatilamayan akut hepatitlerde SENV-
H ve SENV-D’nin siklig1 ile ilgili ¢alismalar yapilmistir.
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Serin ve arkadaglarinin 2005 yilinda yaptig1r ¢alismada, etiyolojisi aydinlatilamayan
KCFT yiiksekligi olan 100 hastanin 13 (%13)’tinde SENV pozitifligi saptanmistir. Ayni
calismada 50 kontrol hastasinda ise %5 pozitiflik saptanmustir. Iki grup arasinda anlamli fark
saptanmamuigtir. 10

Tezcan ve arkadaslarinin Mersin Universitesi’'nde yapmis olduklar1 ¢calismada ise 100
hemodiyaliz hastast incelenmis olup, SENV-D i¢in %33, SENV-H icin %22 pozitiflik

saptanmigtir. t

2.1.3. Patogenez

SENV’nin de diger hepatit viriisleri gibi karaciger dokusunda replike oldugu 2001
yilinda gosterilmistir.” SENV ile enfekte oldugu bilinen iki karaciger kanser hastasmim tedavi
amacli karaciger dokusunun ¢ikarilmasinmi takiben, saglam ve tiimorlii dokular ile ¢alisma
yapilmistir. Bu hastalarin tedavi amaciyla karaciger dokularinin ¢ikartilacak olmasi, tercih
edilmelerinin nedeni olarak gdsterilmistir. ilk olarak elde edilen tiimor dokular1 ve saglam
karaciger dokulart DNAaz ile islemden gecirilerek hem hiicresel, hem de viral DNA’larin
ortamdan uzaklastirildig belirtilmistir. Geriye kalan RNA’lardan revers transkriptaz enzimi
yardimi ile komplementer DNA’lar (cDNA) elde edilmis, elde edilen iiriinler PZR ile test
edilmistir. Hem tiimorlii hem de saglam dokudan SENV’ye ait cDNA elde edilerek karaciger
dokusunda SENV’nin replike oldugu gosterilmistir.

Momosaki ve arkadaglarinin 2005 yilinda yaptig1 ¢calismada hepatoselliiler karsinom
ile takip edilen hastalarin karaciger dokulari incelenmistir.'® Hem saglam karaciger
dokusunda, hem de tiimorlii dokuda SENV varligi gosterilmistir. Sekiz hastanin altisinda
tiimor dokusunda, karaciger dokusunda ve serumda SENV-D, SENV-H birlikte saptanmustir.
Diger iki hastada ise tiimor ve karaciger dokusunda SENV-D ve SENV-H saptanirken,
serumda sadece SENV-D gdsterilmistir.

Yirmi kronik hepatit C hastas1 ve 11 kriptojenik hepatit hastasinin geriye yonelik
incelenmesi sonucunda SENV’nin inkiibasyon ve viremi siiresiyle ilgili veriler elde
edilmistir.” Kan nakli éncesi SENV enfeksiyonu olmayan hastalarin kan nakli sonrasinda
SENV’nin PZR ile saptanma siiresinin ortalama dort-sekiz hafta oldugu gosterilmistir. Otuz

bir hastadan 17 hastanin viremisi alt1 ay siirmiis olup ii¢ hastanin iki y1l i¢inde, alt1 hastanin
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iki-bes yil, dort hastanin ise dort-on iki yil i¢inde PZR’nin negatiflestigi goriilmiistiir.
Hastalarin yaklasik yarisinda viral klirensin alt1 ayda gergeklestigi gosterilmistir.

SENV’nin yillarca viremi yapabilmesinin, yiiksek degiskenlik gdsteren bolgesindeki
mutasyon orantyla iligkili olabilecegi belirtilmistir. Yilda 7.32x107 diizeyinde mutasyon
gosterebilmektedir.”> *’ Bu mutasyon oraninin, diger DNA viriislerinden daha yiiksek oldugu

ve hepatit C gibi RNA viriislerindeki mutasyon oranina daha cok benzedigi bildirilmistir.*’

2.1.4. SEN Viriisiiniin Laboratuvar Tanisi

SENYV ilk tespit edildigi yillarda siklikla enzyme immunoassay (EIA) yontemi ile
saptanmaktaydi. Bu yontemde calisilacak 6rnek PZR ile ¢cogaltilmakta ve biotinle isaretlenmis
problar araciligiyla EIA yontemi ile saptanmaktaydi.” Gelisen molekiiler teknoloji ile beraber
SENV nin tespit edilmesi jel PZR, yar1 nested PZR, nested PZR ve ger¢ek zamanli PZR (real-
time PCR) ile olabilmektedir. EIA yontemine gére PZR yontemlerinin daha duyarl ve 6zgilin
oldugu gosterilmistir.® "

Glinlimiizde duyarlilig1 5 kopya/ml’ye kadar inebilen primerler mevcuttur. Primerlerin
duyarliligina gore basar1 oranlar1 degismektedir. Farkli primerlerle ayni hasta gruplarinda
farkli sonuclar alinabilmektedir.® Bunun nedenlerinden biri SENV’nin vyiiksek genetik
cesitlilige sahip olmasidir. SENV genotipleri arasinda niikleotid homolojisi %5278 olarak,

ORF1’in aminoasit sekans homolojisi ise %39—77 olarak saptanmistir.”

SENV antikorlarini tespit edebilecek serolojik bir test heniiz mevcut degildir.”

2.2. POLIMERAZ ZINCiR REAKSIYONU

PZR, niikleik asitlerin in vitro sartlarda replikasyonu i¢in gelistirilmis bir tiip test
sistemidir. In vivo ortamda béliinen bir hiicre genomunun replikasyon yontemi ornek
alimmistir. PZR isleminde genomun tamami degil, yalnizca belli bir bdlgesi in vitro ortamda
¢ogaltilmaktadir.”> >

Birinci reaksiyonda {iretilen biitiin niikleik asitlerin bir sonraki reaksiyonda kalip
gorevi gormesi ve bu islemlerin siklus serisi i¢inde birbirini izlemesi nedeni ile bu islemler

e e e . 54
dizisi ‘zincir reaksiyonu’ olarak adlandirilmistir.
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1985 yilinda ilk kez Kary Mullis tarafindan kesfedilmistir. Thermus aquaticus isimli
bakteriden izole ettigi Taq polimeraz enzimi sayesinde niikleik asitlerin c¢ogaltilmasini
saglamistir. Bu enziminin 6zelligi yiiksek ve farkli 1silarda aktivitesini korumasidir.™

Aragstirilmasi yapilacak olan materyalin PZR yontemi ile incelenmesi 3 ana basamagin
uygulanmasi ile gerceklesmektedir:

1) Incelenecek olan materyalin niikleik asitinin izolasyonu

2) Elde edilen niikleik asitin ¢ogaltilmasi (amplifikasyon)

3) Cogaltilmis olan niikleik asitin saptanmasi
2.2.1. Niikleik Asit Izolasyonu

Niikleik asit izolasyon islemleri, ¢ogaltilacak olan niikleik asitlerin islem Oncesi
miimkiin oldugunca saf hale getirilmesini amaglar. DNA ve RNA yikimma neden olan
enzimler, hemoglobin gibi PZR caligmasini engelleyen etkenler ortamdan uzaklastirilir.
Niikleik asit, protein kompleksinin birbirinden ayrilmasin1i ve ayrica varsa, hiicre
membraninin parcalanarak uzaklastirilmasi saglanir.”

Niikleik asit izolasyonu i¢in farklt yontemler bulunmaktadir. Hangi yontemin
kullanimas1 gerektigi, izole edilmek istenilen niikleik asitin cinsine (krozomal DNA, organel
DNA, RNA vb.), izolasyonun yapilacagi kaynaga (viriis, mantar, memeli hiicresi vb.) ve
izolasyon sonrasi elde edilen niikleik asitin kullanim amacina gore belirlenmesi gerekir. Her
izolasyon yonteminin avantajlari ve dezavantajlari bulunmaktadir. Ornegin, ucuz oldugu
kadar basit de olan kaynatma yontemi hiicre membranlarinin par¢alanmasi i¢in kullanilabilir.
Fakat uygulama sonrasi tek sarmalli DNA elde edildigi i¢in ¢ift sarmallt DNA ¢alismalarinda
kullanilamamaktadir. Fenol/kloroform yontemi ile diger yontemlere gore kismen daha saf
DNA ornekleri elde edilmektedir. Ancak bu yontemde zaman kaybi 6nemli bir faktordiir.
Ayrica, yapilan islemlerin fazlaligindan dolayr kontaminasyon riski de yiiksektir. Silika
yontemi ise son yillarda kullanimi artan ticari bir yontemdir. Niikleik asit izolasyonu i¢in
zaman kazandiran bir yéntemdir. Izolasyon ydntemleri kendi iglerinde ¢ok farkli gibi goziikse

bile hepsinde su temel agamalar bulunmaktadir:

1) DNA’s1 izole edilecek olan hiicrenin duvar ya da membraninin kimyasal veya

enzimatik yontemlerle par¢alanmasi,
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2) Hiicre artiklarinin santrifiij ile uzaklastirilmasi,

3) Deterjan ve protein parcalayici enzimler kullanilarak denatiirasyon veya proteoliz
yolu ile DNA-protein kompleksinin (histon) ayrilarak ¢oziiniir hale getirilmesi,

4) DNA’nin suda ¢oziinmesi, alkolde ¢oziinmemesi 6zelliginden yararlanilarak etanol
veya izopropanol i¢inde ¢oktiiriilerek DNA ¢okeltisi elde edilmesi,

5) DNA koruyucu tampon ¢ozeltisi igersinde siispanse edilerek amplifikasyona hazir

hale getirilmesi.”

2.2.1.1. Silika Yontemi

Bu yontemde hiicre zarini par¢alamak i¢in Guanidium izotiyosiyanat kullanilmaktadir.
Bu maddenin ayrica her iki molekiil ucunda pozitif yiiklii amin grubu bulunmaktadir. Islemler
sirasinda bir amin grubuna DNA, diger amin grubuna da silika baglanmaktadir. Yikama
islemleri sirasinda ortamdaki protein ve istenmeyen maddeler uzaklastirilirken, DNA silikaya
bagh sekilde tutulmaktadir. Boylece PZR i¢in inhibitdr maddeler ortamdan uzaklastirilirken,
saf sekilde DNA elde edilir.”

2.2.2 Niikleik Asitin Cogaltilmasi

In vivo sartlarda DNA replikasyonu sirasinda ilk énce hiicre i¢i enzimler tarafindan
cift iplikli DNA’nin baz1 bolgeleri acilarak iki adet tek iplikli DNA sekline doniistiiriiliir.
Ardindan RNA polimeraz aracilif1 ile replikasyonun baslangic bolgesine tek iplikli DNA’y1
tamamlayan RNA sentezlenir. Bu RNA sadece birka¢ niikleotidden (oligoniikleotid)
olugmaktadir ve tek iplikli DNA’nin sadece baslangic bolgesindeki birkag niikleotidi
tamamlar. DNA ve RNA’dan olugsmus baslangi¢ bolgesi DNA polimerazin replikasyona
baslamasi i¢in bir hedef olusturur. Ardindan her iki tek iplikli DNA’nin karsisina tamamlayict
(komplementer) bir DNA sentezlenerek iki adet ¢ift sarmalli DNA elde edilir. in vitro
ortamda replikasyon da benzer sartlar saglanarak gerceklestirilir. Kisaca iic basamagi

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

2. Ortamm  40-60°C’ye  sogutulmasiyla  primerlerin  (spesifik  sentetik
oligoniikleotitler) ssDNA’ya baglanmasi (baglanma, anneling),

3. Sicakligin 70-75°C’ye yiikseltilmesiyle ssDNA kaliplarina baglanmis olan
primerlerden 5°-3° yoOniinde =zincir uzamasmin ger¢eklesmesi (uzama,

elongasyon).™
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Sekil.3: PZR asamalarr’’

2.2.2.1. Denatiirasyon
Denatiirasyon, protein yapili molekiillerin, niikleik asitlerin ve enzimlerin 1s1, 151k,

radyasyon gibi nedenlerle yapisinda meydana gelen bozulmalardir. Bu olay, geri doniissiiz

olarak tanimlanmaktadir. Fakat PZR i¢in daha farkli bir anlam ifade etmektedir.
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DNA’nin iki ipligi, karsilikli olarak yer alan piirin ve pirimidin niikleotidleri arasindaki
hidrojen baglar1 ile bir arada tutulmaktadir. Adenin (A) ile timin (T) arasinda iki, guanin(G)
ile sitozin(S) arasinda da ii¢ hidrojen bagi bulunmaktadir. Bu baglar, 1s1 ve ortamin pH
degisikligi ile koparilabilmektedir. 94-96°C 1s1 ile ¢ift iplikli DNA tek iplikli iki adet DNA’ya
ayrilabilmektedir. Bu olay, denatiirasyon olarak tanimlanmistir. Kosullar eski haline
getirilince tekrar cift iplikli DNA elde edilir. Bu baglarin yarisinin agildigi 1siya ise erime
sicaklig1 (melting temperature, Tm) adi verilir. Bu 1s1 derecesi de, DNA’nin igerdigi A-T ve G-

S baglarmin oranina gore degismektedir. G ile S bag1 arttik¢a erime 1s1s1 yiikselmektedir.”®

m«wm#mmwmm
mmmnrmwmrrrmwmwmmﬂm
L g PP g 0 g A

Sekil.4: Denatiirasyon’®
2.2.2.2. Baglanma

In vivo ortamda replikasyon sirasinda RNA polimeraz tek iplikli DNA’larm karsisina
tamamlayic1 6zellikte oligoniikleotidli RNA sentezler. In vitro ortamda ise denatiirasyon
isleminden sonra elde edilen tek iplikli DNA’larin replikasyonunda RNA polimeraz
kullanilmaz. Burada varlig1 arastirilan niikleik asitin niikleotid dizilimine uygun yapay oligo
niikleotidler kullanilir. Bunlara primer ad1 verilir. Boylece, in vitro ortamda arastirilan niikleik
asit varsa, primer ona baglanarak DNA polimeraz i¢in baslangi¢c bolgesi olusturmus olur ve
replikasyon gerceklesir. Fakat, arastirilan niikleik asit yoksa veya farkli bir niikleik asit varsa
birlesme gergeklesmez ve replikasyon olmaz.* >’

Bu islem 6rnegin 30-60°C’de birka¢ dakika tutulmasi ile gergeklesir. Is1, primerlerin
yapisina ve Tm derecesine gore ayarlanir. Ortamin bu 1sida tutulmasi sadece DNA/DNA

o . : I < 53,55
eslesmesine izin verir ve DNA’ya sadece primerlerin baglanmasi saglanir.”™
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Sekil.5: Primerlerin baglanmasr’ 8

2.2.2.3. Uzama

Uzama iglemi, DNA polimeraz enzimi ile tek iplikli DNA’nin karsisina niikleotidler
eklenmesiyle gergeklesir. Islemin gerceklesmesi icin 65-72°C’de birkac dakika beklenmesi
gerekir. Taq polimeraz bu 1sida ortalama 2000 niikleotid/dakika hizinda ¢alismaktadir. Kiiciik
uzunluktaki tirtinlerde denatiirasyon problemi yasanacagi i¢in 6rnek uzunluguna gore ¢aligma
15181 62°C’ye kadar diisiiriilebilir. Uzama 5° ucundan 3’ ucuna dogru olur. Islem
tamamlandiginda mevcut DNA’nin iki kati kadar DNA elde edilir. Bu islem 30 kez

tekrarlandiginda milyardan fazla DNA elde edilmis olur.>* %%

3
M u A H u A m cl T e |a
Faval |y
\ | .
G A C T
5.. - . | 5
OrA Polimeraz \‘\/ /‘ Primer
+ dATP ~ 3
dTTP
dCTP
dGTP

Sekil 6: Uzama®’
2.2.3. Niikleik Asitlerin Saptanmasi
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Cogaltilan niikleik asitlerin saptanmasi i¢in elektroforez, spektrofotometri,
radyoizotoplarin kullanimi, immiinolojik yontemler, elektron mikroskobisi ve dizi analizi gibi

yontemler kullamilabilir. Secilecek olan yontem ¢alismanin amacina gore belirlenmektedir.™

2.2.3.1. Jel Elektroforezi

Sik kullanilan geleneksel bir yontemdir. Elde edilen iiriine elektroforez uygulandiktan
sonra etidyum bromiir ile boyama gergeklestirilir. Ultraviyole altinda goriintiilemesi yapilarak
sonuglar elde edilir.

DNA negatif yiikliidiir. Elektroforez sirasinda pozitif kutba dogru ilerler. Icinde
ilerledigi agaroz jel, porlu bir yapiya sahiptir. Zaman icersinde DNA molekiilleri
biiylikliiklerine gore jel iizerinde yayilir. Calisma Oncesinde saptanmasi planlanan niikleik
asitin buyiikligii daha onceki ¢alismalara ait literatiir bilgilerinden 6grenilir. Hesaplanan
bliyiikliikteki bant hizasinda 6rnek goriilmesi pozitif olarak kabul edilir. Hesaplanan
biiytlikliigiin bant {izerinde gdsterilmesinde ticari olarak satilan standart DNA molekiilii veya
pozitif kontrol 6rnegi kullanilabilir.™

Etidyum bromiir ile goriintilleme sadece cift iplikli DNA tespitinde kullanilabilir.
RNA ve tek iplikli DNA tespiti i¢in cyber green boyasinin kullanilmasi gerekir.

5 . < 53
Jel elektroforez, ucuz olmasina ragmen zaman alici, zahmetli ve duyarliligi sinirlidir.

2.2.3.2. Hibridizasyon

Floresan yontemi sayesinde niikleik asitlerin ¢cogalma asamasinda bile saptanabilmesi
saglanmistir. Boylece, cogalan {irlinler hem islem sirasinda hem de islem sonunda
goriilebilmektedir. Bu da kantitatif olarak drneklerin degerlendirilmesine olanak saglamistir.
Bugiline kadar konu ile ilgili dort adet teknik gelistirilmistir. Bunlar Tagman, molekiiler
beacon (molekiiler boncuk), light cycler ve ampliflor teknikleridir. Bu teknikler floresan
rezonans enerji transferi (FRET) temeline dayan1r.53’ >

Tagman tekniginde iseretleyici molekiiliin 5’ ucunda FRET, 3’ ucunda da baskilayict
kisim bulunur. Bu iki kismin bir arada bulunmas1 FRET kisminin floresan yayilimini engeller.

Bulunmasi hedeflenen niikleik asite baglamasi durumunda DNA polimerazin ekzoniikleaz

aktivitesi ile iki kisim birbirinden ayrilir ve FRET kismi floresan 6zelligi kazanir. Niikleik asit
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miktar arttikga floresan siddeti artar. Boylece, hem islem sirasinda hem de islem sonunda

floresan siddetine gore niikleik asit miktar1 saptanabilir.”* >

Primerler isaretleyici Molekiil
TTTTTTITTTTTITTTITIITITITIrT {2
TTTTT1T
NN NN L i ippnniririiiingng
IENEEEEEEENN NN NEEE NS
A DNA B ® Baskilayici kisim @ FRET c

Sekil 7: Tagman teknigi >
A. DNA, primerler ve isaretleyici molekiil
B. Hedef DNA’ya primer ve isaretleyici molekiil baglanmasi
C. DNA polimerazin etkisi ile iki kisim birbirinde ayriliyor ve 1s1ma baglamasi

Molekiiler beacon metodunda ise, Tagman’dan farkli olarak, iki kisim birbirinden

ayrilmadan 6nce miimkiin oldugunca yakin olarak durmakta bdylece, baglanma olmadigi

zaman floresan siddeti en diisiik seviyede kalmaktadir.>>

[, —

4

BnﬂﬂﬂﬂTnﬂTnTnDM

Sekil 8: Ampliflor teknigi >’
A Primer ve isaretleyici molekiiliin baglanmasi
B Kars1 DNA ipliginin tamamlanmasi
C DNA polimerazin isaretleyici molekiiliin iki kisminin birbirinden ayrilmasi
D ikinci denatiirasyonda isaretleyici molekiiliin DNA’ya baglanmasi ve 1s1ma gerceklesmesi

Lightcycler yonteminde ise iki komsu prob kullanilir. Hedefe baglandiklar1 zaman

birbirleri ile de temas ederler ve floresans olusturur.
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Primerler «(V\S isaretleyici Molekiil

rrrirri r1TrrrIi rrrrri
A1 11111111111 11131111
A DNA B

Sekil 9: Lightcycler yontemi >
A DNA, primerler ve isaretleyici molekiil
B Iki isaretleyici molekiil DNA’ya baglanmasi ve yan yana gelince 1s1ma olmast

2.2.4. Polimeraz zincir reaksiyonu bilesenleri

PZR, genel olarak 94°C’de 20 saniyelik (sn) denatiirasyon, 55°C’de 20 sn’lik
baglanma ve 72°C’de 30 sn’lik uzamadan olusan 30 siklusluk bir dongii programudir.
Reaksiyon termal dongiilerin programlandigt ve uygulandigi bir cihaz (termal cycler)
tarafindan gergeklestirilir. Biitlin bu islemler c¢alisilacak olan Ornek ile birlikte PZR
bilesenlerin bulundugu 50—100 uL’lik bir hacim icersinde gergeklesir. > >° Bu bilesenler:

1) Enzim

2) Deoksiriboniikleotid Trifosfatlar

3) PZR Tampon lgerigi

4) Oligoniikleotidler (Primer)

2.2.4.1. Enzim

En yaygin olarak kullanilan DNA polimeraz, Thermus aquaticus’dan izole edilen Taq
polimeraz olmakla birlikte, bunun disinda T. thermophilus DNA polimeraz, Bacillus
stearothermophilus DNA polimeraz ve Thermococcus litoralis DNA polimeraz gibi alternatif
1stya dayanikli enzimler de kullanilabilmektedir.

Enzim konsantrasyonu c¢aligmalar arasinda farklilik géstermesine ragmen ¢ogunlukla
1-2,5 U/ 100 pL arasindaki konsantrasyonlarda kullanilir. Konsantrasyon, cok yiiksek

oldugunda uygun olmayan eslesme, diisiik oldugunda ise az iiriin elde edilir ®.
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2.2.4.2. Deoksiriboniikleotid Trifosfatlar

Deoksiriboniikleotid trifosfatlarin (ANTP) optimal konsantrasyonu her reaksiyon i¢in
ayr1 ayr1 hesaplanmali ve Mg konsantrasyonu ile uyumlu olarak kullanilmalidir. Genellikle
20 ile 200 mM arasindaki konsantrasyonlarda kullanilir. Yiiksek konsantrasyonlar diisiik
reaksiyon duyarhilig1 ve yiiksek maliyet ile sonuglanirken, diisilk konsantrasyonlar normale
gore daha az iiriin elde edilmesi ile sonuglanir.”’

Liyofilize veya ndtralize sulu soliisyonlar seklinde dNTP’ler elde edilebilir.

Herbiri -20° derecede birkag ay stabildir fakat, liyofilize olanlarin kullanmadan 6énce KOH ile

nétralize edilmeleri gerekebilir.*”’

2.2.4.3. PZR Tampon Icerigi

1988 yilinda Saiki ve arkadaslarinin tanimladigi PZR tampon igeriginin igerisinde 10
mM Tris (pH 8,4) , 50 mM KCIL, 1,5 mM MgCl2, %0.01 jelatin, %0.01 NP04 ve %0.01
Tween 20 bulunmaktadir.*’

Reaksiyona katilan Mg™, énemli bir enzim kofaktdrii olup, sentez olayi katalize
etmenin yaninda, hedef dizine primerlerin baglanmasinda da ayarlayicit rolii olan bir
elemandir. MgCl, konsantrasyonunu, kullanilacak olan dNTP konsantrasyonuna gore
arttirmak gerekebilir. Genellikle her bir ANTP’nin 200mM konsantrasyonunda bulundugu bir
reaksiyonda, optimal olarak 1,5 mM MgCl, kullanilabilir. Mg konsantrasyonunu gereginden
fazla artirmak, baslangicta primer baglantisinin zayif olmasina ve yanlis eslesmelere neden
olabilmektedir. Diger taraftan, yiiksek Mg konsantrasyonu, zayif reaksiyon 6zgiilliigiine,

diisitk Mg konsantrasyonu ise zayif reaksiyon etkinligine neden olabilmektedir.>*

2.2.4.4. Oligoniikleotid Primerler

Oligoniikleotidler genellikle 18-30 baz arasinda sentezlenir. Plazmidler veya daha
onceden amplifiye edilen DNA’larin ¢ogaltilmasi i¢in daha kisa primerler kullanilabilir.

Bir PZR’de, basarili bir amplifikasyon i¢in 6nemli degiskenlerden biri primerlerin
dogru tasarlanmasidir. Iyi tasarlanmis primerler 6zgiil olmayan iiriinlerin olusmasini

engellemeye yardimer olur. Primer dizilerinin G+C igerigi, amplifiye edilecek bolgenin G+C
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icerigine yakin olmalhdir. Ozellikle 3> ucunda sekonder vyapilar tasiyan dizilerden
kagmilmalidir. Primerler birbirleriyle komplementer olusturacak nitelikte olmamalidirlar.
Uzun primerler (24-30 bazlik) 60°C ve ilzerindeki baglanma sicakliginda olduk¢a iyi
calismaktadir. Diisiik konsantrasyonda primer kullanilmasi az miktarda reaksiyon {iriinii elde
edilmesine, yiiksek konsantrasyonlarda kullanim ise diisiik 6zgiilliige neden olur ki, bu durum
cok farkli iirlinlerin tespiti ile miimkiindiir. Ancak, yiiksek primer konsantrasyonlari, primer-

dimer artefaktlarinin olugsmasina da neden olmaktadir.>*

2.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Tipleri

Invers (tersine donmiis) PZR, homopolimerli PZR, insitu PZR, hot start (sicak
baslangi¢c) PZR, multipleks PZR, kantitatif PZR, nested PZR, revers transkriptaz PZR, touch
down PZR, broad range PZR ve gercek zamanli PZR vb. gibi gesitleri bulunmaktadir.”

Multipleks PZR, bir¢ok infeksiyonun tanisinda kullanilan bir yontemdir. Bu yontem,
klinik o6rnek igersinde bulunabilecek farkli mikroorganizmalar veya tek bir
mikroorganizmanin farkli boélgelerinin saptanmasi i¢in kullanilir. Caligma ortaminda birden
fazla primer bulunur. Elde edinilen tiriinler farkli molekiil biiyiikliigiinde oldugu i¢in sonuglar
birbirinden ayr1 olarak degerlendirilebilinir.”

Broad range PZR, sepsis ve menenjitte etken olabilecek bakteri, virus ve parazitlerin
hizli bir sekilde gosterilmesini amaclamaktadir. Ayrica, gii¢ iireyen ve kiiltiirii yapilamayan
mikroorganizmalarin da tanisinda kullanilir. Bakteriyel sepsiste biitiin bakteriler i¢in ortak
olan ve mutasyondan korunmus bir DNA dizisi primer olarak kullanilir. Bu yontemin klinik
kullanimindaki en biiyiik problem gevresel kontaminasyonlar ve normal flora bakterileridir. >

Nested PZR ise iki asamalidir. Tlk asamada ¢ogaltilmasi istenilen niikleik asitin dig
kismu, ikinci de ise i¢ kisminin amplifikasyonu yapilir. Boylece ¢cok sayida DNA elde edilir ve
negatif sonuclarin en aza indirilmesi saglanir. >

In situ PZR, lam iizerinde tespit edilmis olan enfekte hiicre igerisindeki
mikroorganizmanin tespitinde kullanilir. Ornegin, ¢esitli kimyasal islemlerden gegtikten sonra
hiicre icerisinde amplifikasyon iglemi yapilir. Boylece, ¢cevreden kontaminasyon riski ortadan
kalkmis olur.”

Amplifikasyon icin soliisyon hazirlanirken istenmeyen bir sekilde primer ile hedef

DNA arasinda birlesmeler olabilmekte ve birlesmelerden ortaya anlami olmayan ve

36



istenmeyen sonuglar ¢ikabilmektedir. Hot start PZR, bunu engellemek i¢in ortama Mg,
niikleotidler veya DNA polimeraz enzimi denatiirasyon islemi yapildiktan sonra eklenir.”

Reverse transkriptinaz PZR, mRNA ve viral RNA Orneklerinin c¢ogaltilmasinda
kullanilir.”

Touchdown PZR’da primerlerin hedef bolgeye baglanmasi i¢in gerekli olan sicakligin
saptamast icin kullanilan bir yéntemdir™.

Real-time PZR, niikleik asitlerin ¢ogalmasi sirasinda ortaya ¢ikan floresan miktarini
Olgerek kisa siirede kantitatif sonu¢ verebilen bir yontemdir. Ticari olarak ¢ tipi
gelistirilmistir bunlar Lightcycler, Tagman ve Icycler’dir.”

Lightcycler, cogunlukla ¢ift iplikli DNA ile ilgili ¢alismalarda kullanilir. Floresan
madde olarak cyber green’den yararlanilmaktadir. Bu maddenin 6zelligi sadece cift iplikli
DNA'’ya baglanabilmesidir. Cift iplikli DNA iirlinleri ortamda arttik¢a onlara baglanmakta ve
ortama daha fazla floresan vermektedir. Bu uygulamada floresan artisi bazen primerlerin
birbirlerine baglanmasi ile de meydana gelebilmektedir. Bu olumsuz faktorii engellemek i¢in
Tm derecesi kullanilarak gergek iiriinlerin gercek sonuclarina varilabilmektedir. Cogaltilmasi
planlanan niikleik asitin uzunlugu, primerlerden uzun oldugu i¢in, Tm derecesinde primerler
birbirlerine baglanamazlar. Niikleik asit ise o sicaklikta baglarinin yarisi kopmus bir sekilde
bulunur.>

Denatiirasyon isleminden sonra sicaklik yavas yavas yiikseltilerek belirli araliklarla
floresan miktar1 kaydedilir. Cift iplikli DNA birbirinden ayrilmaya baslayinca cyber green
serbest kalmakta ve floresan miktar1 azalmaktadir. Ayn1 kosullarda isleme alinan pozitif
kontrol ile oOrneklerin Tm dereceleri karsilastirilip PZR sonucunun dogru veya yanlig
olduguna karar verilebilinir.>

Ger¢ek zamanli PZR ile kisa siirede kantitatif sonuglarin elde edilmesi ve tiipler
acilmadan sonug¢ alinabildigi i¢in kontaminasyon riskinin diisiik olmasi en biiyiik

avantajlarindan biridir.”
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3. OLGULAR. GEREC VE YONTEM
3.1. OLGULAR

3.1.1. Calisma yerleri

Bu ¢alisma Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi (DEUTF) Enfeksiyon Hastaliklari
ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, DEUTF Ogrenme Kaynaklari Merkezi Arastirma
Laboratuvart ve GENMAR teshis iiriinleri AR-GE laboratuvarinda yapilmistir.

3.1.2. Hasta grubu

27.5.2010 ile 27.5.2011 tarihleri arasinda, DEUTF Hematoloji Bilim Dali servisinde
yatarak tedavi goren, goniilli hematolojik kanser tanisi olan hastalar calisma kapsamina
alinmistir. On sekiz yasindan biiyiik ve en az bir kez kan {iriinii transfiizyonu olan hastalar

calismaya dahil edilmistir.
3.1.3. Hasta grubu dislama Kkriterleri
Hasta grubu i¢in dislama kriterleri asagida belirtildigi gibidir:
1) On sekiz yasindan kiigiik olanlar,
2) Gebe olanlar,
3) Kan {iriinii transfiizyonu olmamis olanlar,
4) Hematolojik kanser tanis1 bulunmayan hastalar ¢aligmaya alinmamustir.

3.1.4. Kontrol grubu

27.5.2010 ile 27.5.2011 tarihleri arasinda DEUTF Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik

Mikrobiyoloji Anabilim Dali servisinde c¢esitli tanilar ile yatarak izlenen goniillii hastalar
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calismaya dahil edilmistir. On sekiz yasindan biiylik olan ve kan iirlinii transflizyonu almamis

hastalar ¢alismaya dahil edilmistir.

3.1.5. Kontrol grubu dislama Kriterleri

Kontrol grubu i¢in dislama kriterleri asagida belirtildigi gibidir;
1) On sekiz yasindan kiigiik olanlar,
2) Gebe olanlar,
3) Kan {iriinii transfiizyonu almis olanlar,

4) Solid veya hematolojik malignite tanisi olanlar ¢alismaya alinmamustur.

3.1.6. Ornek biiyiikliigiiniin hesaplanmasi

Ornek biiyiikliigiiniin hesaplanmasi icin DEUTF Halk Sagligi Anabilim Dali’ndan
destek alindi. Pubmed veri tabanindan yapilan incelemede hematolojik kanserli hastalar i¢in
SEN viriis sikligi ile ilgili bir ¢alisma bulunamadi. Cok sayida kan iiriinii alan diger bir hasta
grubu olan talasemi hastalarinin, c¢alisilacak hasta grubu ile benzer ozelliklere sahip
olabilecegi diisiiniilerek, bu calisma referans alindi/73/. Number Cruncher Statistical
Software (NCSS) Power Analysis Sample Size (PASS) programiyla %80 gii¢ ve %5 yanilma
diizeyi ile hasta grubu icin 80, kontrol grubu i¢in de ayrica 80 olgunun alinmasi gerektigi

hesaplandi.

3.1.7. Serum orneklerin alinmasi ve saklanmasi

Her haftanin son ig giinii servisler dolasilarak ¢alisma kriterleri i¢cin uygun, daha 6nce
calismaya alinmamis yeni ve eski tanili hastalar ¢alismaya dahil edildi. Hasta ve kontrol
grubunda yer alan her olgudan bir kez ve yaklasik 10 ml kadar kan 6rnegi alindi. Serumun
ayrilmasi i¢in kan ornekleri 5.000 devir/dakikada, {ic dakika santrifiij edildi. Tipiin {ist
kismindan toplanan serumlar ¢alismanin gerceklesecegi zamana kadar DNAaz ve RNAaz’dan

arindirtlmig steril eppendorf tiiplerine konularak -20°C’ de sakland.
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3.1.8. Hastalarin gruplara ayrilmasi

Hasta grubunu kendi igersinde degerlendirmek icin, hastalar arasindaki farklar goz
Ontine alinarak tekrar gruplandirilmalar yapildi.

Diinya Saglik Orgiitii’niin hematolojik kanserli hastalar i¢in dnermis oldugu smiflama
dikkate alinarak tanilara gore gruplama yapildi. Hastalar 16semi, lenfoma ve myelom tan
basliklar1 ile li¢ gruba ayrildi. Losemi grubuna akut myeloid 16semi, akut lenfositik 16semi,
kronik lenfositik 16semi, kronik myeloid 16semi ve myelodisplastik sendrom hastalar1 alind1.
Lenfoma grubuna Hodgkin dis1 lenfoma, Burkitt lenfoma ve Hodgkin lenfoma hastalar
alindi. Myelom grubuna da multiple myelom hastalar1 alindi.

Hastalar, ayrica nétrofil sayilarina gore ndtropenik olan ve ndtropenik olmayanlar
olarak ikiye ayrildi. Calisma igin kan alimi sirasinda nétrofil sayist 500 hiicre/mm” altinda
olanlar, nétropenik hasta olarak degerlendirildi.

Hastalar, son kan {iriinii naklinden sonra gegen siireye gore de gruplandirildi. Son 30
giin i¢inde kan {riinii almis olan olgular erken kan nakli yapilan grup olarak adlandirildi. Son
kan tirlintinii 30 glinden 6nceki bir tarihte alanlar ise ge¢ kan nakli yapilan gruba dahil edildi.

Hasta grubundaki olgular almig olduklar1 kan {iriinii sayisina gore de gruplara ayrild.
Kan fiirtinlerinin ka¢ farkli kisiden hazirlandig1 dikkate alindi. Eritrosit slispansiyonu bir
kisiden hazirlanirken, havuzlanmig trombositin bes ile altt kisiden hazirlanmis oldugu
goriildii. Hastalarin almis olduklar kan iriinleri sayilirken bu sayilar da dikkate alindi. Altt
kisiden hazirlanmig havuzlanmig trombosit alan kisi, alt1 ayr1 kisiden bulas riski tagidigi i¢in
alt1 kez kan nakli uygulanmis gibi degerlendirilip hesaplama yapildi. Hasta grubuna hasta
alim1 tamamlandiktan sonra, en az kan {iriinii alandan en ¢ok kan iirlinii alana dogru hastalar
siralandirildi. Ug esit gruba bélmek amaciyla ilk yirmi sekiz kisi ilk gruba alindi. Bir ile bes
kisiden kan iirlinii alanlar bu gruba dahil oldu. Sonraki yirmi sekiz kisi ikinci gruba alindi. Bu
gruptaki kisiler alt1 ile otuz kisiden kan iiriinii alan kisilerden olustu. Son yirmi dort kisi ise
otuz bir ve lizerinde kan {iriinii alan kisiler dahil edildi ve {i¢iincii grubu olusturdu.

Kontrol grubundaki hastalar, kan alimi sirasinda hastanedeki yatis giinlerine gore de
iki gruba ayrildi. Hastaneye yatiginin ilk kirk sekiz saati icersinde c¢alisma icin kan alinanlar
erken kan alinan grubu olusturdu. Kirk sekiz saat sonrasinda ¢aligma i¢in kan alinan grup ise

gec kan alian grup olarak degerlendirildi.
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Kontrol ve hasta grubundaki olgulardan 6rnek alimi sirasinda, KCFT degerleri de

kaydedildi. KCFT degerleri yliksek ve normal olan olgular gruplara ayirildi.

3.1.9. Etik kurul

Calismaya baslanmadan once, DEUTF girisimsel olmayan klinik arastirmalar
degerlendirme komisyonuna etik kurul izni i¢in bagvuruldu. 26.5.2010 tarihinde 2010/02-09
karar numarast ile etik kurul izni alindi.

3.1.10. Aydinlatilmis onam

Kontrol ve hasta grubundaki her hasta ¢alismaya alinmadan 6nce aydinlatilmis onam

formu okutularak imzalatildi.
3.1.11. Veri toplanmasi

Veriler “SPSS 16.0 for Windows” istatistik programina girildi. Hasta grubunun yas,
cinsiyeti, tanisi, kan 6rnegi alimi sirasindaki KCFT, almis oldugu kan {iriin sayisit ve cinsi
programa kayit edildi. Kontrol grubundaki hastalarin da yasi, cinsiyeti ve kan ornegi alimi
sirasindaki KCFT degerleri programa kayit edildi.

3.1.12. istatistik

[statistiksel analizler i¢in t test ve ki kare (3°) testi kullanildi. Calismada p<0.05 olan

degerler istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.
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3.2. ARAC VE GERECLER

SENV’nin tiim genotiplerini tek bir seferde saptayabilecek, ortak olan bir primer
bulunmadigindan dolayr, SENV-D ve SENV-H genotiplerini saptamaya yonelik primerler
kullanild1. Bu primerlerin en az biri ile pozitiflik saptanan olgular, SENV ile enfekte kabul
edildi. Her iki primer ile negatif bulunan olgular ise SENV ile enfekte kabul edilmedi.

Calisma kapsaminda asagida tiirii, cinsi, markasi yazili olan ara¢ ve geregler kullanilmistir.

e Niive marka NF 815 santrifiij cihaz1 (1.000 rpm ve 4.000 rpm arast devir hizi)
¢ Gold Master marka olan derin dondurucu. Derece aralig1 -20°C ile 40°C
e (QGrenier 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 arindirilmis steril eppendorf tiipii
e Roche marka viral niikleik asit izolasyon kiti:
1. Baglayict tampon: Guanidine-HCI, Tris-HCI, TritonX-100
2. Poly A: RNA tastyict Poly(A)
3. Proteinaz K
4. Inhitor uzaklastiric tampon: Guanidine-HCI, Tris-HCI
5. Yikama tamponu: NaCl, Tris-HCI
6. Eliisyon tamponu: Niikleazdan arindirilmus, steril ve 2 kez damitilmis su
7. Filtreli tiipler
8. Toplayici tiipler

e Roche marka Lightcycler PZR kiti:
1. Enzim (Taq polimeraz)
2. Kofaktor (Tris, KCI, MgClI2, %0.01 jelatin, %0.01 NP04(

3. Primerler:

a) SENV-H’ nin sense (F1) primer dizilimi GGTTAACCKSAGCTGACTTCA
(K=G/T; S=G/C)
b) SENV-H’ nin antisense (R1) primer dizilimi GGAAGGTGTAGCAAGGGTTGTC

¢) SENV-D’ nin sense (F1) primer dizilimi CCAGACTTRTGCAAAGTTCCTCTTG
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R=A/G)
d) SENV- D’ nin antisense (R1) primer dizilimi GTGGTGAGCAGAACGGATGTT

4. Isaretleyici molekiil (Prob):

a) SENV-H igin floresan TagMan® isaretleyici molekiilii:
(5’-FAM TTTCCGTTCTGCTCACCACAAA3’'TAMRA)

b) SENV-D igin floresan TagMan® isaretleyici molekiilii:
(5’-FAM AACTTTGCGGTCAACTGCCGCTG3’'TAMRA)

5. Niikleazdan arindirilmis, steril ve 2 kez damitilmis su

e Mikro pipet Seti (Gilson- PIPETMAN- P 10-P100-F1000)
e Sogutmal1 Mikro santrifiij (Hettich- Universal 32 R)

e Roche® marka Light cycler 480-2 PZR cihazi

3.3. YONTEM
3.3.1.DNA ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu i¢in spin kolon ydntemi uygulandi. Kilavuzda yazan kullanim
kurallarma uyularak ekstraksiyon yapildi. Olgiim hatasim en aza indirmek igin serum

ornekleri on ikigerli gruplar halinde asagida belirtildigi sekilde caligildi;

e C(Calisilacak olan hasta serumlar1 -20°C’den ¢ikartilarak oda sicakliginda
eriyene dek bekletildi.

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

e Eppendorf tiipiiniin i¢ersine 2500ul baglayici tampon konuldu. Ayni eppendorf
tiipiin i¢ine 50ul polyA konularak karigtirildu.

e Hazirlanan karisim, her bir hasta i¢in 200ul’ler seklinde ayri eppendorf

tiiplerine dagitildi. Bu tiiplere 50ul proteinaz K konularak karistirildi.
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Hazirlanmis olan her bir karigimin igersine ayri ayri hastalarin 200ul serumu
pipet uglart degistirilerek konuldu ve tekrar karigtirildi. Kapaklar1 kapatilarak
etiketlendi.

Karsimlar 72°C’de 10 dakika bekletildi.

Ardindan kapaklar agilarak her bir karigimin lizerine 100ul baglayici tampon
eklenerek karistirildi.

Her bir 6rnek icin toplayict tiipiin i¢ine gececek sekilde filtreli tiipler
yerlestirildi.

Karigimlar her bir hasta i¢in hazirlanmis olan filtreli tiiplerin igersine
pipetlenerek konuldu. Kapaklar1 kapatilarak etiketlendi.

8000 xg’de bir dakika santrifiij edildi.

Toplayici tiiplerin igersinde biriken karigimlar toplayici tiipler ile birlikte atildi.
Filtreli tiipler higbir yere degdirilmeden yeni toplayici tiiplerin i¢cine konuldu.
Filtreli tliplerin kapaklar1 agilarak tizerlerine 500pl inhibitdr uzaklastirict
tampon eklendi ve 8000 xg’de bir dakika santrifiij edildi.

Toplayict tiiplerin igersinde biriken karisimlar, toplayict tiipler ile birlikte
atild.

Filtreli tiipler herhangi bir yere konulmadan yeni toplayici tiiplerin iginde
konuldu.

Filtreli tiiplerin kapaklar1 agilarak 450ul yikama tamponu konuldu ve 8000
xg’de bir dakika santrifiij edildi.

Toplayici tiiplerin igersinde biriken karisimlar toplayici tiipler ile birlikte atildi
Yikama iglemi bir kez daha tekrar edildi.

Toplayici tiiplerin igersinde biriken karigimlar toplayici tiipler ile birlikte atildi.
Filtreli tlipler herhangi bir yere degdirilmeden yeni toplayict tiiplerin igersine
konuldu.

13000 xg’de bir dakika santrifiij edildi.

Toplayict tiipler atildi ve filtreli tiipler eppendorf tiiplerinin igine yerlestirildi.
Eppendorf tiiplerinin iistii ve kapaklar etiketlendirildi.

Filtreli tiiplerin kapaklari agilarak i¢lerine 50pul eliisyon tamponu konuldu.

8000 xg’de bir dakika santrifiij edildi.
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e Filtreli tiipler atildi. Eppendorf tiiplerinin icersinde biriken 6rnekler polimeraz

zincir reaksiyonu asamasi ¢alisilincaya kadar -20°C’ye konularak bekletildi.
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Sema 1: Spin kolon yontemi ile ekstraksiyon




3.3.2. izolasyon sonrasi DNA miktarinin saptanmasi

Izolasyon isleminden sonra PZR icin yeterli miktar ve saflikta DNA varligs,

spektrofotometre ile 260 nanometrede arastirildi.

3.3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Uygulamasi

Islem &ncesi drnekler asagida belirtildigi sekilde hazirlanda.

e Enzim ve kofaktér -20°C’den c¢ikartilarak eritildi. Daha sonra hazir olarak
bulunan 128ul’ lik kofaktoriin {izerine 10ul enzim konularak enzim karigimi
hazirlandi.

e Primerler ve isaretleyici molekiil 20 uM konsantrasyonunda oldugu i¢in ve
calismada primerler 5 pM, isaretleyici molekiil ise 2 uM konsantrasyonunda
olmas1 istendigi icin DNAaz ve RNAaz’dan arindirilmis, steril su ile
seyreltilerek istenilen konsantrasyona getirildi.

e Her bir reaksiyon 20ul’lik bir hacimde gergeklesecegi i¢in asagidaki Tablo
4’de gosterildigi gibi hacim hesabi yapilarak her bir hasta i¢in reaksiyon
bilersenleri tablodaki sira gz Oniine alinarak ve pipetlerin ucu degistirilerek

hazirlandi.

Tablo 4: SENV-D ve SENV-H’nin PZR reaksiyon karigimlar1

SENV-D SENV-H

Reaksiyon Bilesenleri Kullanilacak Miktar (ul) | Kullanilacak Miktar (pl)
Distile Su 5 5

Primer 1 (Forward) (5 uM) 2 2

Primer 2 (Reverse) (SuM) 5 5

[saretleyici molekiil (2 uM) 2 2

Enzim karigimi 4 4

DNA o6rnegi 5 5

Toplam 20 20
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PZR i¢in hazirlanan 6rnekler Light cycler 480-2 PZR cihazina yerlestirilerek Tablo

5’deki amplifikasyon basamaklari sirasiyla izlenerek sonuglar okundu.

Tablo 5: Uygulanan amplifikasyon sicaklik ve siireler

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) | Siire (saniye) | Dongii Sayisi
On 1s1tma (Baslangic denatiirasyonu) 94 600 1
Denatiirasyon 94 10

Primer baglanmasi (Annealing) 60 30 45
Zincir uzamasi (Elongasyon) 72 1

Soguma (Cooling) 40 30 1

4. BULGULAR

4.1. Hasta ve kontrol grubunun genel 6zellikleri

(Calismaya hasta grubunda 80, kontrol grubunda 80 olmak iizere toplam 160 hasta
dahil edildi. Hasta grubundaki 80 olgudan 35’inin (%44) kadin, kontrol grubunda ise 80

olgunun 39’unun (%49) kadin oldugu saptandi. Hasta grubundaki olgularin yaglarinin 18 ile
84 arasinda degistigi ve yas ortalamasmin ise 49 oldugu saptandi. Kontrol grubundaki
olgularin yaglarinin 18 ile 85 arasinda yer aldigi ve yas ortalamasinin 51 oldugu hesaplandi.
Buna gore her iki gruptaki hastalarin gerek yaslar (ki kare=53,1, p=0,584) ve gerek cinsiyet
dagilimi (ki kare= 0,402, p=0,526) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmadi.

Hasta grubunda yer alan olgularin tanilar1 Tablo 6’da gosterilmistir.
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Tablo 6: Hasta grubundaki olgu tamilariin dagilim

Say1 Yiizde (%)

Akut myeloid 16semi 30 37,5
Hodgkin dis1 lenfoma 16 20
Akut lenfositik 16semi 10 12,5
Multiple myelom 9 11,2
Hodgkin lenfoma 6 7,5
Burkitt lenfoma 4 5
Myelo Displastik Sendrom 2 2,5
Kronik lenfositik 16semi 2 2,5
Kronik myeloid 16semi 1 1,3
Toplam 80 100

Kontrol grubunda yer alan hastalarin ise idrar yolu enfeksiyonu, yumusak doku

enfeksiyonu, santral sinir sistemi enfeksiyonu vb. ¢esitli tanilari bulunmaktaydi.

4.1.1. Hasta ve kontrol grubundaki SENV sikhgi

Hasta grubunda yer alan toplam 30 (%37,5) hastanin en az bir genotip ile enfekte
oldugu saptandi. On bes (%18,8) hastada SENV-D genotipi, 24 (%30) hastada ise SENV-H
genotipi pozitif olarak saptanirken, bu hastalarin dokuzunda (%11.2) SENV-D ve SENV-H
genotipi birlikte pozitif olarak saptandi.

Kontrol grubunda ise SENV 40 (%50) hastada olumlu olarak saptandi. SENV-D
genotipi 13 (%16,3) hastada olumlu olarak bulunurken, SENV-H genotipi ise 34 (%42,5)
hastada pozitif olarak saptandi. Yedi (%38,8) hastada ise her iki genotip birlikte pozitif olarak
bulundu.

Tablo 7’de hasta ve kontrol grubundaki SENV ve alt genotiplerinin siklig

gosterilmistir.
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Tablo 7: Hasta ve kontrol grubunda SENV ve alt genotiplerinin siklig:

SENYV (+) SENV-D (+) SENV-H (+)
Say1 % Say1 % Say1 %
Hasta grubu
(n=80) 30 37.5 15 18.8 24 30.0
Kontrol grubu
(n=80) 40 50.0 13 16.3 34 42.5
p degeri P=0.111 p=0.677 p=0.100

Her iki grup arasinda anlamli bir fark saptanmadi (ki kare=2,540, p=0,111). SENV-D
(ki kare=0,173, p=0,677) ve SENV-H (ki kare=2,535, p=0,1) i¢in de her iki grup arasinda

anlaml bir fark bulunmadi.

4.1.2. Hasta ve kontrol grubunun hepatit acisindan degerlendirilmesi

Hasta grubunda SENV enfeksiyonu bulunan 30 olgunun ikisinde KCFT yiiksekligi
saptand1. Olgularin ikisinde iki kat KCFT ytiksekligi vardi. Kontrol grubundaki SENV ile
enfekte 40 olgudan ikisinde KCFT yiiksekligi saptandi. Olgularin birinde {i¢ kat, digerinde ise
10 kat KCFT yiiksekligi vardi. SENV ile enfekte bulunmayan hasta grubunda {i¢ olguda
KCFT yiiksekligi vardi. Olgularin ikisinde iki kat, birinde ise 10 kat yiikseklik vardi. SENV
enfeksiyonu olmayan kontrol grubunda ise ii¢ olguda iki kat KCFT yiiksekligi vardi. KCFT
yiiksekligi olan olgu sayisinin az olmasi nedeniyle, bu konu ile ilgili olarak karsilastirma
yapilamadi.

4.2. Hasta grubunun kendi icersinde degerlendirilmesi

4.2.1. Hastalarin tamlara gore degerlendirilmesi

Losemi grubunda 45, lenfoma grubunda 26 ve myelom grubunda dokuz olgu

gruplandirildi. Myelom grubundaki olgu sayisinin, diger gruplar ile karsilagtirma yapmak icin

yeterli hasta icermedigi goriildii. Lenfoma grubunda 15 (%57,7) olguda SENV enfeksiyonu
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saptanirken, 16semi grubunda ise 10 (%22,2) olguda SENV saptandi. Her iki grup arasindaki
fark ise anlamhiydi (ki kare =9,088, p=0,003). SENV-D, 16semi grubunda alt1 (%23,1)
hastada, lenfoma grubunda alti (%13,3) olguda pozitif olarak saptandi. Gruplar arasinda
anlamli bir fark bulunmadi (ki kare=1,114, p=0,291). Lenfoma grubunda SENV-H 12
(%46,2) olguda saptanirken, 16semi grubunda ise yedi (%15,6) olguda saptandi. iki grup
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu. (ki kare=7,872, p=0,005). Bulgular Tablo

8’de gosterilmistir.

Tablo 8. Lenfoma ve losemi olgularinda SENV sikhiginin karsilastirilmasi

SENYV (+) SENV-D (+) SENV-H (+)
Say1 % Say1 % Say1 %
Lenfoma
(n=26) 15 57.7 6 23.1 12 46.2
Losemi
(n=45) 10 RN 6 13.3 7 15.6
p degeri p=0.003 p=0.291 p=0.005

4.2.2. Hastalarin beyaz kiire sayisina gore degerlendirilmesi

Ornek alimi sirasinda 38 olgu nétropenik idi. Bu olgularin 11’inde (%28,9) SENV
saptandi. Notropenisi olmayan 42 olgusunun 19 (%45,2) olgusu SENV ile enfekte oldugu
goriildii. iki grup arasinda anlamli bir fark bulunmadi (ki kare= 2,259 p=0,133). Notropenik
hastalarda SENV-D genotipi yedi (%18,4) olguda saptanirken, nétropenik olmayan hasta
grubunda ise sekiz (%19) olguda pozitif olarak saptandi. SENV-D siklig1 agisindan iki grup
arasinda anlamli fark bulunamadi (ki kare=0.005, p=0.943). Notropenik hasta grubunda
SENV-H genotipi ise yedi (%18,4) olguda saptanirken, ndtropenik olmayan olgu grubunda
ise 17 (%40,5) olguda pozitif olarak bulundu. Her iki grup arasindaki fark ise anlamli olarak
bulundu ( ki kare= 4,621, p=0,032). Tablo 9°’da olgularin beyaz kiire sayisina gore

degerlendirilmesi 6zet olarak verilmistir.
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SENV (+) SENV-D ()  SENV-H (+)

Say1 % Say1 % Say1 %

Notropenik olan

(2=38) 11 289 | 7 184 |7 184
Notropenik olmayan

(0=42) 19 452 | 8 190 |17 405
p degeri p=0.133 p=0.943 p=0.032

4.2.3. Olgularin kan nakli siiresine gore degerlendirilmesi

Erken kan nakli alan grup 54 olgudan, ge¢ kan nakli alan grup ise 26 olgudan
olugmaktaydi. Erken kan nakli alan grupta 14 (%25,9) olguda SENV pozitifligi saptanirken,
ge¢ kan nakli alan grupta ise 16 (%61,5) olguda saptandi. Her iki grup arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli idi (ki kare=9,497, p=0,002). SENV-D erken kan nakli alan grupta
sekiz (%14,8) olguda, ge¢ kan nakli alan grupta ise yedi (%26,9) olguda saptanirken iki grup
arasinda anlamh fark saptanmadi (ki kare=1,689, p=0,194). SENV-H genotipi ise erken kan
nakli almis olan grupta 11 (%20,4) hastada, ge¢ kan nakli almis olan grupta ise 13 (%50)
olguda saptandi. Her iki grup arasindaki fark anlamli bulundu (ki kare=7,337, p=0,007).
Sonuglar Tabloe 10°da gosterildi.

Tablo 10. Kan nakli siiresine gore SENV sikhiginin degerlendirilmesi

SENYV (+) SENV-D (+) SENV-H (+)
Say1 % Say1 % Say1 %
Erken kan nakli
(n=54) 14 25.9 8 14.8 11 20.4
Gec¢ kan nakli
(n=26) 16 61.5 7 26.9 13 50.0
p degeri p=0.002 p=0.194 p=0.007
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4.2.4. Olgularin kan iriinii sayisina gore degerlendirilmesi

Bir ile bes kan nakli yapilmis 28 olgudan olusan ilk grup, alt1 ile 30 aras1 kan nakli
yapilmis 28 olgudan olusan ikinci grup, 31 ve iizeri kan nakli yapilmis 24 olgudan olusan
ligiincii grup, SENV siklig1 agisindan birbirleri ile karsilastirildi. Ik grupta SENV 13 (%46,4)
olguda, ikinci grupta 11 (%39,3) olguda ve iiciincii grupta alt1 (%25) olguda saptandi. Gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunmadi (ki kare=2,590, p=0,274). SENV-D ise ilk grupta dort
(%14,3) olguda, ikinci grupta yedi (%25) olguda ve liclincii grupta ise dort (%16,7) olguda
pozitif olarak bulundu. Gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi (ki kare=1,153, p=0,562).
SENV-H ilk grupta on iki (%42,9) olguda, ikinci grupta sekiz (%28,8) olguda ve iiciincii
grupta ise dort (%16,7) olguda saptandi. Gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi (ki
kare=4,263, p=0,119). Tablo 11°de bulgular gosterilmistir.

Tablo 11: Olgularda kan nakil sayisina gore SENV sikliginin degerlendirilmesi
SENV (1) SENV-D (+) SENV-H (+)

Say1 % Say1 % Sayi1 %

1 - 5 kisiden nakil

(n=28) 13 46.4 4 14.3 12 42.9
6 -30 kisiden nakil

(n=28) 11 39.3 7 25.0 8 28.6
31 ve iizeri kisiden

nakil  (n=24) 6 25.0 4 16.7 4 16.7
p degeri p=0.274 p=0.562 p=0.007

4.3. Kontrol grubunun degerlendirilmesi

Erken kan alinan grup 44 olgudan, gec¢ kan alinan grup ise 36 olgudan olustu. Erken
kan alinan grupta 21 (%47,7) olguda SENV saptanirken ge¢ kan alinan grupta ise 19 (%52,8)
olguda pozitif olarak saptandi. Iki grup arasinda anlamli bir fark bulunmadi (ki kare=0,202,
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p=0,653). SENV-D genotipi erken kan alinan grupta sekiz (%18,2), ge¢ kan alinan grupta ise
bes (%13,9) olguda saptandi. Iki grup arasinda anlamli bir fark saptanmadi (ki kare=0,268,
p=0,605). Erken kan alinan grupta ise SENV-H 19 (%43,2), ge¢ kan alinan grupta 15 (%41,7)
olguda saptanirken iki grup arasinda anlaml bir fark saptanmadi (ki kare=0,19, p=0,892).
Tablo 12°de bulgular 6zetlenmistir.

Tablo 12. Kontrol grubunda kan alim zamanina gore SENV sikhig1

SENV (+) SENV-D (+) SENV-H (+)

Say1 % Say1 % Say1 %

Erken kan alinan
(n=44) 21 47.7 8 18.2 19 43.2
Geg kan alinan
(n=30) 19 52.8 5 13.9 15 41.7
p degeri p=0.653 p=0.605 p=0.892

S. TARTISMA

5.1. Hasta grubunun diger calismalarla karsilastiriimasi

SENV’nin kan nakli ile gegtigi, Umemura ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢calisma
ile kanitlanmistir.” Kan nakli éncesi SENV viremisi olmayan hastalarda viremi saptanmasi
tizerine, dondrlerin vermis olduklart kanlar taranmis ve aynt DNA dizilimine sahip SENV
hem donér, hem de alicida saptanmistir. Operasyon Oncesi ve sonrasinda incelenen bu
hastalarda, artan kan nakli sayisiyla birlikte SENV riskinin de artmis oldugu gosterilmistir.

Pubmed veri tabani ile yapilan taramada, SENV enfeksiyonu ve hematolojik kanserli
hastalar ile ilgili yapilmis olan ¢alismaya rastlanmadig: i¢in diger calismalarla karsilastirma

sans1 bulunamadi. Fakat, hematolojik kanserli hastalar gibi sik kan nakli alan bir hasta grubu
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olan talasemi hastalar1 ile karsilastirmanin yararli olabilece§i diisiintildii. Pubmed veri
tabaninda yapmis oldugumuz arastirmada konu ile ilgili yapilmis iki ¢alismaya ulagildi. Chiou
ve arkadaglar1 2006 yilinda pediatrik talasemi hastalar ile yaptiklar1 ¢aligmada SENV-D
genotipini %52,7, SENV-H genotipini ise %40 siklikta bulmus olduklarini bildirmislerdir.'*
Karimi ve arkadaslariin Iran’da talasemi hastalar ile yaptiklar1 calismada SENV-D sikligin
%86, SENV-H sikligin1 %93 olarak bulduklarini bildirmislerdir.'” Bu calismada dikkat cekici
bir bulgu da, hasta grubunda SENV siklig1 %98 iken kontrol grubunda ayni oranin %90
olmasidir.

Yapmis oldugumuz ¢alismada SENV siklig1, her iki ¢alismaya gore daha diisiik oranda
saptanmustir. Chiou ve arkadaslarmin yaptigi calisma pediatrik hastalardan olusmaktadir.'
Yasamlarinda etkenle karsilasma stireleri daha kisa olmasina karsin, calismamiza gére daha
yiiksek oranda SENV viremisi saptanmig oldugu goriildi.

Calismamizdaki hasta grubumuzun talasemi hastalarindan farklart bulunmaktaydi.
Farkli cografi bolgelerde olmalari, kanser hastasi olmalari, kemoterapi almalar1 ve hastanede
daha uzun siire yatiyor olmalar1 baslica farkliliklardu.

Chiou ve arkadaglarimin Japonya’da yaptiklari ¢alismada kontrol grubunda SENV
sikligr %22,4, Karimi ve arkadaslarmm Iran’da yapmis oldugu calismada ise kontrol
grubunda %90 siklik saptanmustir.'* '” Calismamizda, kontrol grubunda SENV sikligi %50
olarak bulunmustur. Bu oranin, sikligin iki grup degerleri arasinda yer aldig1 goriilmiistiir. Her
iki calismaya gore, hasta grubumuzda diisiik oranda saptamis oldugumuz SENV sikliginin
cografi bolge farkina bagli oldugunu diistinmemekteyiz.

Kemoterapi almalar1 ve kanser hastalar1 olmalar1 nedeniyle bu hasta grubu
immiinsiipresif ~ olarak  degerlendirilmektedir.  Immiinsiipresif ~ olmalar1  nedeniyle
hastalarimizda SENV viremisinin daha uzun siire seyretmesi, dolayisiyla daha sik saptanmasi
beklenebilir. Bu hasta grubu ile yapilmis olan ii¢ calismaya ulastik.

Bu ¢aligsmalardan biri olan Sagir ve arkadaslariin HIV pozitif hastalar ile yaptiklari
calismada, SENV sikligi %15,4 olarak bulunmus ve kontrol grubu ile arasinda fark
saptanmanustir.”’ HIV pozitif hastalar kendi iginde degerlendirildikleri zaman CD4 sayisi
diisiik olanlarda, HIV RNA pozitifligi olanlarda ve HAART (yiiksek etkinlikli antiretroviral
tedavi) tedavisi almayan hastalarda SENV sikliginin daha yiiksek oldugu gdosterilmistir.

Mevcut bulgularin immiinite ile iligkili olabilecegi belirtilmistir. Sagir ve arkadaslarinin
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yapmis olduklar1 bir baska ¢alismada ise HIV pozitif hastalarda SENV-H genotipini saglikli
eriskinlere gore daha sik saptamislardir.’

SENV’nin karaciger kanseri etiyolojisindeki yerini incelemek amaciyla yapilmis olan
bir ¢caligmada, hastalarin es zamanli olarak hepatit B veya hepatit C hastalar1 olmalar1 nedeni
ile degerlendirme yapilamamistir. Ancak karaciger kanseri olan hastalarin kontrol grubuna
gére SENV viremisinin daha sik oldugu gosterilmistir.'®

Yapilan c¢aligmalar immiinstipresyon durumunda SENV viremisinin arttigini
gostermektedir. Yapmis oldugumuz c¢alismada sik kan iirlinii alan ve immiinsiipresyonu
bulunan hasta grubunu incelememize ragmen, kontrol grubuna gére SENV viremi sikligin
daha az oranda saptadik. Calisma baslangicinda 6n goriilen duruma gore hasta grubunda daha
az sayida SENV viremisi saptanmast dolayisiyla, hasta grubunun alt grup analizlerinde
anlamli bir fark olup olmadig iizerinde yogunlasildi. Notropenik olmayan hastalarda SENV
siklig1 rakamsal olarak daha yiiksek ¢ikmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli fark
ctkmadi. Notropenik olmayan hasta grubunda ise SENV-H genotipinde hem rakamsal, hem
de istatistiksel olarak anlamli fark saptandi. Notropenik olan hastalarda immiinsiipresyon daha
fazla iken, vireminin, ndtropenik olmayan hastalarda daha sik goriilmesi virus
replikasyonunun  karaciger disinda kemik iliginde de yapilabiliyor olabilecegini
diistindiirtmiistiir. Ayrica, virlisiin kan dolagiminda beyaz kiireler araciligi ile tasmabiliyor
olmasinin da bir baska olasilik oldugu diisiiniilmiistiir.

Hepatit iligkili aplastik anemi tanimi1 1955 yilinda Lorenz ve Quaiser tarafindan
yapilmustir.®> Hepatit sonrasinda pansitopeni gelismektedir. Avrupa’da her yil milyonda iki
kiside hastalik gozlenmektedir.> Bu durum kemik iligi nakli ve immiinsiipresyonu olan
hastalarda daha sik goriilmektedir ve olgularin %80’inde etiyoloji saptanamamaktadir.
Viriisler, toksinler ve otoimmun mekanizmalar etiyolojiden sorumlu tutulmustur. Hepatit
A,B,C,D,E,G virtsleri ile olusan olgular bildirilmis‘[ir.64 Ayrica TTV ve SENV ile iliskili olan
vakalar da mevcuttur.* Vakalarin ¢ogunun daha ¢ok genc erkeklerde gozlendigi belirtilmistir.
Aplastik aneminin gelismesinden interlokinlerin ve T lenfositlerin sorumlu olabilecegi
diistiniilmektedir. Umemura ve arkadaslarinin etiyolojisi bilinmeyen hepatitleri SENV siklig1
acisindan inceledikleri ¢aligmada, 26 hepatit iliskili aplastik anemili hastada SENV sikligini
%35 oraninda saptanuslardir.”” Ancak, incelemeye aldiklari hastalarm nétropenik olup
olmadiklar1 ¢alismada belirtilmemistir. Hastalarin kemik iliklerinin SENV agisindan

incelenmesinin veya gelistirilebilecek bir serolojik yontemle test edilmesinin saptanma
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oranini arttirabilecegini diisiinmekteyiz. Calismamizda SENV’nin beyaz kiire sayisi ile
iliskisinin saptanmasi, SENV’nin immiinsiipresyonlu hastalarda daha sik goriilmesi,
SENV’nin hepatit yapabilmesi ve hepatit iliskili aplastik anemili hastalarda %80 etiyolojinin
aydinlatilamamasi nedeni ile hepatit iligkili aplastik anemili hasta grubunun, bu agidan
incelenmesi gerektigini diislinmekteyiz.

Calismamizda, lenfoma hastalarinda %57,7, 160semi hastalarinda ise %22,5 oraninda
viremi saptanmistir. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Lésemi hastalari
klinik seyrin ve aldiklart kemoterapinin agirligit nedeni ile daha sik notropeniye
girmektedirler. iki grup arasindaki farkin bundan kaynaklandigi 6ne siiriilebilir. Lenfoma
grubunda bulunan hastalardan sadece bes tanesinin nétropenik olmasi, iki grup arasinda farkl
sonuclarin ¢ikmasina neden olmus olabilir.

Notropenik olmayan hastalarda viremi, kontrol grubuna yakin olarak %45,2 oraninda
bulunmustur. Hematolojik kanserli hastalara kan verilmeden once kanlarin 1sinlanmasi ve
16kosit filtrelerinden gegirilmesi, kan iirlinii igersindeki beyaz kiirelerin tamamina yakin bir
kismint yok etmektedir. Kan iirlinlerindeki beyaz kiirelerin azalmast SENV bulagmasin
engelleyici bir durum olusturmus olabilir.

Umemura ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢aligsmada inkiibasyon ve viremi siiresi
ile ilgili bilgiler saptanmustir.’ Vireminin, PZR ile, kan naklinden dort hafta sonra
saptanabildigi belirtilmistir. Vireminin hastalarin yarisinda alti ay devam ettigi bulunmus,
%65’inde iki yil, %74 linde ise bes yil devam ettigi bulunmustur. On iki yildan daha uzun
stiren viremilerin oldugu da belirtilmistir. Yapmis oldugumuz c¢aligmada 30 giin i¢inde kan
nakli alanlarla, 30 giinden daha Onceki tarihlerde kan nakli almis olan hastalar iki gruba
ayrildi. Otuz giin i¢ersinde kan nakli almis olan grupta SENV viremi siklig1 diger gruba gore
daha az bulunmustur. Vireminin saptanmasinin 30 giinden sonra miimkiin oldugunu gosteren
calismayla uyumlu veriler elde edilmis oldu.” Fakat, 30 giin icinde kan nakli almus olan grupta
daha onceden de kan nakli alan hastalarin bulunuyor olmasi nedeniyle degerlendirmenin
saglikli sonuglar vermeyecegi diisiintildii.

Umemura ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 ¢aligmada alinan kan nakli sayisi ile
SENV’nin bulas olasiigimin arttigi gosterilmistir.” Biz de, olgularmzi aldiklari kan iiriinii
sayisina gore li¢ gruba ayirdik. Bizim ¢alismamizda onceki ¢aligmanin aksine az sayida kan
nakli alan kisilerde SENV viremisi daha az oranda saptandi. Istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmadi. SENV-H genotipi, az sayida kan nakli almis olan grupta yliksek oranda saptandi
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ve istatistiksel olarak anlamli bulundu. Umemura ve arkadaslarinin ¢alismasinda hastalar
operasyon sonrasinda kisa bir zaman dilimi igersinde kan {iriinii almiglar ve ¢alismaya dahil
edilmiglerdir. Halbuki, bizim yapmis oldugumuz c¢alismada ise hastalar kan {iriinii
transfiizyonunu yillar i¢inde ve farkli zamanlarda almislardir. Cok sayida kan nakli almis olan
hastalar ¢ogunlukla uzun zamandan beri takip edilen olgularken, az sayida kan nakli yapilmis
olan olgular ise yeni tan1 almis olan grubu olusturmaktaydi. Cok sayida kan nakli alan hasta
grubunda, daha az oranda vireminin saptanmasinin nedeninin zaman ig¢inde gelisen
immiinitenin olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu ve benzeri sorularin yanitlanabilmesi i¢in

gelistirilecek serolojik yontemlere gereksinim vardir.

5.2. Kontrol grubunun diger ¢alismalarla karsilastirilmasi

Saglikli  bireylerde yapilan ¢alismalarda, SENV sikligi degisik oranlarda
gozlemlenmistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan ¢alismalarda siklik %1 ile %2
arasinda, Avrupa iilkelerinde yapilan ¢alismalarda %1 ile %16 arasinda, Asya ve Afrika
tilkelerinde ise oranlarin %S5 ile %45 arasinda degistigi bildirilmistir. Mevcut bulgular cografi
bélgenin de SENV siklig1 i¢in 6nemli bir faktor oldugunu gostermektedir.”

Kitalarda yapilan caligmalar genel olarak degerlendirildiginde yukarida bahsedilen
dagilim olugmaktadir. Fakat lilkeler bazinda yapilan c¢aligmalara bakildigi zaman fakl
sonuclar goriilmektedir.

Tayvan’daki saglikli dondrlerinde SENV sikligi, Kao ve arkadaslarinin yaptigi
calismada %15 '?, Dai ve arkadaslarmin yaptig1 calismada %24,2 6 Huang ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada ise %51 ® olarak tespit edilmistir.

Japonya’da, saglikli kan donorleri iizerinde yapilan ¢aligmalarda ise SENV sikligi,
Shibata ve arkadaslar1 tarafindan %10 *’, Umemura ve arkadaslari tarafindan %20 °, Suigura
ve arkadaslar1 tarafindan %27 ®® olarak saptandig1 bildirilmistir.

Pubmed ile yaptigimiz taramada, iilkemizde saglikli kan dondrleri iizerinde yapilan {i¢
calisma bulunmustur. Tezcan ve arkadaglarinin Mersin’de, sagliklt kan dondrleri iizerinde
yaptiklari ¢alismada SENV-D sikligin1 %5, SENV-H sikligini ise %20 olarak bildirmislerdir."'
Serin ve arkadaslarinin Mersin’de yaptiklar1 diger bir caligmada, SENV-D %4, SENV-H ise
%6 siklhikta saptanmustir.'’ Cakaloglu ve arkadaslarinin gene ayni grupta, istanbul’da yapmus

olduklar1 ¢alismada SENV siklig1 %16,2 olarak bulunmustur.”” Bizim yapmus oldugumuz
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calismada kontrol grubunda yer alan olgularda SENV-D siklig1 %16,3 ve SENV-H siklig1 ise
%42,5 olarak bulunmustur. Diger ¢alismalar ile karsilastirildigi zaman yiiksek oranda SENV
viremisi saptanmasinin nedenlerinden biri, daha giivenilir bir yontem olan es zamanli PZR
kullanmamiz oldugunu diisiinmekteyiz. Ulkemizde yapilan diger ¢alismalarda sonuglar jel
elektroforezi ile degerlendirilmistir. Ayrica, farkli primerlerin kullanilmis olmas1 da bir diger
neden olabilir. Calismamizda, diger c¢alismalardan farkli primerler kullanilmistir.
Degerlendirilen topluluga gore primerlerin duyarliliklar1 degismektedir. Almanya’da saglikli
kan dondrleri iizerinde yapilan, ¢alismamizla ayni yontem ve primerlerin kullanildigi bir

' Gruplarin birkag farkli primer ile

calismada SENV sikligi %10 olarak bulunmustur.
degerlendirilmesiyle, daha yiiksek oranlarda SENV viremisinin saptanabilecegi diisiiniilebilir.
Yoshida ve arkadaslari, Japonya’da SENV’nin tespitinde baska primerlerin kullanildig1 bir
calismada saglikl erigkinlerde oranin yaklagik %75’e ¢iktigini bildirmislerdir.®®

Ulkemizde yapilan g¢aligmalardan farkli olarak kontrol grubunu hastanede yatan
kisilerden se¢mis olmamiz daha yiiksek oranda viremi saptama nedenlerimizden bir tanesi
olabilir. italya’da Pirovano ve arkadaslarmin yaptif1 bir calismada, hastanenin farkli iki
{initesinde bulunan 171 hemodiyaliz hastasinda SENV sikligi arastirilmistir.”” Unitelerden
birinde %37 siklikta, digerinde ise %55 siklikta SENV viremisi saptanmig ve ayni linitenin
hastalarinda SENV dizilerinin yiiksek derecede benzer homolojide oldugu bildirilmistir.
Farkl1 iki tiniteden, farkli iki DNA homolojisine sahip SENV saptanmasi ortak hemodiyaliz
cihaz1 kullanimi ile agiklanmigtir. Calismamizdaki kontrol grubundaki kisiler kan {iriinii
almamig ve diyaliz tedavisine de girmeyen hastalardan olusmaktaydi. Diyaliz tedavisi
almamis olsalar da, Pirovano ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 ¢alismaya benzer sekilde
hastane kokenli bir enfeksiyon sonucu yiiksek SENV saptamis olabilecegimiz diisiiniildii.
Bundan hareketle, kan aliman zamanki yatis siirelerine gore grubumuzu ikiye ayirdik.
Yatiginin ilk 48 saati i¢cinde kan verenler ile 48 saat sonrasinda kan alinanlar arasinda bir fark
bulunmadi. Ancak viriisiin temastan bir ay sonra saptanabiliyor olmasi nedeniyle
degerlendirmenin gergekleri tam olarak yansitmayabilecegi diisiiniildii. Hastalarin, hastaneye
yatmazdan Once ve en az bir ay sonra SENV acisindan degerlendirilmesinin hastane kokenli
bir bulagin varliginin ortaya konmasi agisindan daha degerli olabilecegi diisiiniilebilir.

SENV’nin kanitlanmis bulas yollarindan birinin kan nakli oldugu bilinmektedir ancak,
kontrol gruplarinda yer alan ve yasamlarinin higbir kesitinde kan iiriinii almamus kisilerde de

SENV saptanmasi virlistin kan nakli disinda baska bir yol ile de bulasabildigini
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diistindiirmektedir. Ayni viriis ailesinde yer alan TTV’nin diskida saptandigini gosteren
caligmalar meveuttur.”’

Umemura ve arkadaslarinin Japonya’da yapmis olduklar1 baska bir ¢aligmada hepatit
C'nin endemik ve endemik olmayan iki bolgesi degerlendirilmistir.”' Cesitli karaciger
hastalig1 tanilari ile tetkik edilen olgular ¢aligmaya alinmigtir. Her iki bolgede de esit siklikta
SENYV saptanmasi ve her yas aralifinda benzer oranlar bulunmasi, bulasta baska yollarin etkin
oldugunu diisiindiirmiistiir. Diger gec¢is yollarmin da SENV bulas1 agisindan incelendigi
caligsmalara gereksinim oldugunu diisiinmekteyiz.

Bugiinkii yaygin goriis SENV kokenli bir enfeksiyon hastaliginin varligini ileri
sirmeye devam etmektedir ancak patojenitesi heniiz kanitlanamamistir. Saghkli kan
dondrlerinde vireminin yiiksek oranda saptanmasina ragmen herhangi bir klinik belirti ve
laboratuvar bulgusuna yol a¢gmamasi, patojenitesi konusunda kusku duyulmasina neden
olmaktadir. Baz1 yazarlar tarafindan, normal bir flora iiyesi olarak bulunan bakteriler gibi
organizmada zararsiz olarak bulundugu ileri siiriilmektedir ve bu organizmalarin sadece birer
firsatci patojen gibi davranarak, edinsel immiin yetmezlik gibi vb. 6zel durumlar ¢evgevesinde

patojenik olabilecekleri belirtilmistir.” "

5.3. Hasta ve kontrol grubunun karsilastirilmasi

Kontrol grubunda SENV siklig1 hasta grubundan daha yiiksek olarak saptandi. Fakat
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Bu durumun hasta grubunda
bulunan noétropenik hastalardaki SENV sikliginin az olmasindan kaynaklandigi diisiintildii.

Lenfoma tanis1 olan hastalarda SENV siklig1 %57,7, l6semi hastalarinda ise %22,2
olarak saptanmistir. Lenfoma grubundaki sikligin kontrol grubuna goére daha yiiksek olarak
bulunmasi nétropenisi olan hastalarin daha az olmasindan kaynaklanabilecegi diisliniilmiistiir.
Daha 6nce kan nakil Oykiisii olmayan kontrol grubundaki hastalarda daha yiiksek oranda

SENV saptanmasi, kan nakli disinda da bulas yolarinin oldugunu diisiindiirmiistiir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

SENV’nin akut hepatit yaptigin1 gosteren calismalar olmakla birlikte saglikli kan
donorlerinde de siklikla saptanmasi patojenitesi konusunda kuskularin dogmasina neden
olmustur. Bu virusun normal bir flora iiyesi gibi insanlarda bulundugunu diisiinen yazarlar
bulunmaktadir. Biz de, viriisiin patojenitesinin, konagin immiin durumuna, viriisiin
genetik yapisina ve virlilansina gore degisim gosterebilecegini diisiinmekteyiz.

Kan temas1 olmayan bireylerde de yiiksek oranlarda SENV saptaniyor olmasi viriisiin
baska bulas yollarinin da oldugunu gostermektedir. Bu konu ile ilgili calismalara ihtiyag
vardir.

Calismamizda az sayida kan nakli alan hastalarimizda SENV viremisinin daha sik
bulunmasinin immunite ile iliskili olabilecegini diistinmekteyiz. Bu konunun
aydinlatilabilmesi i¢in serolojik testlerin gelistirilmesi gerekmektedir.

Yapmis oldugumuz calismada, notropenik hastalarda daha diigiik oranda SENV
viremisi saptadik. Onceki ¢aligmalarda immiinsiipresif hastalarda ve sik kan nakli alan
hastalarda SENV’nin sik saptandiginin gosterilmis olmasi, SENV’nin karaciger disinda
kemik iliginde de replike olabilecegini ve beyaz kiireler ile tasimiyor olabilecegini
gosterdi. Ayrica kan liriinlerinin biiyiik bir kisminin 1sinlaniyor ve lokosit filtresinden
geciriliyor olmasi beyaz kiirelerin par¢alanmasina ve SENV’nin gecisinin azalmasina
neden olmus olabilir. Ender olarak goriilen hepatit iliskili aplastik anemi hastaliginin
etiyolojisinin aydinlatilamamis olmasi ve ¢calismamizda SENV ile beyaz kiire sayisinin bir
iliskinin gozlenmesi nedeni ile hastaligin SENV acisindan da degerlendirilmesi
gerekmektedir.. Diger hepatit viriislerinin de etiyolojiden sorumlu tutulmasi hepotositlerde
ve kemik iligindeki hiicrelerde ortak bir reseptdriin varlig1 viriislerin bu hastaliktaki roliinii
aciklayabilir.

Ulkemizde yapilan diger ¢aligmalara gore daha yiiksek oranda SENV viremisi
saptamamizin nedenlerinin kullandigimiz primerlerden ve yontemden kaynaklandigini
diisiinmekteyiz.

Bu ¢alismanin yukarida s6zii gecen konulara bir 151k tutacagini 6n gérmekteyiz.
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