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OZET: SEN virusu, son zamanlarda tanimlanmis bir DNA virusu olup,
viral genomun filogenetik analizleri sonucunda 8 genotip (A-H) tarif edilmistir.
Bunlardan genotip D (SENV-D) ve H (SENV-H), insanlarda transflizyon
sonras! hepatitlerin muhtemel etiyolojisinden sorumlu tutulmaktadir. SEN
virus ile karaciger patolojisi arasindaki iliski net olarak ortaya cikarilamamig
olmakla beraber virusun karacigerde replike oldugu ve bulasin kan ile
oldugu bilinmektedir. Bu calismada, SENV-D ve SENV-H genotiplerinin kan
donorlerindeki prevalansinin arastirimasi amaclanmistir. Galismaya, Mersin
Universitesi Tip Fakiltesi Kan Merkezine miiracaat eden, yas ortalamasi 36.4
yil olan 98’i erkek ve 2’si bayan olmak Uzere toplam 100 kan donérinden
alinan serum 6rnekleri dahil edilmistir. SENV-D ve SENV-H genotiplerinin DNA’s|
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile arastinimistir. PCR reaksiyonunda, SENV-D
genotipinin tespiti icin D10S ve L2AS primeri, SENV-H genotipinin tespiti icin ise
C5S ve L2AS primeri kullanilmistir. Sonug olarak, calisilan serumlarin 25’inde
(%25) SEN virusu varligr tesbit edilmis, bunlar arasinda SENV-D viremisinin
prevalansi %10 (10/100), SEN-V H viremisinin prevalansi ise %15 (15/100)
olarak belirlenmigtir. Her ne kadar calisilan 6rnek sayisi, toplumdaki genel
prevalansi yansitmak icin yeterli sayida olmasa da, calismamiza dabhil ettigimiz
kan dondru orneklerinin Mersin ilindeki prevalansi nisbeten yansitabilecegi
disundldigunde, calismamizin sonucu; ilimizde bu genotiplerin asemptomatik
tastyiciiginin %25 oldugunu gdéstermektedir.

Anahtar sézclikler: SEN virus, SENV-D, SENV-H, kan donérii.

ABSTRACT: SEN virus is a recently discovered DNA virus, and eight
genotypes (A to H) were detected by phylogenetic analysis. Genotype D (SENV-D)
and H (SENV-H) are thought to be associated in the etiology of post-transfusion
hepatitis. Although no strong association was revealed between liver pathology
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and SEN virus, the viral replication in hepatocytes and transmission by blood
transfusions were well characterized. The aim of this study was to investigate the
prevalence of SENV-D and SENV-H in blood donors. One hundred serum samples
were included in the study which were obtained from blood donors comprised of
98 male and 2 female with a mean age 36.4 years who were enrolled at Mersin
University Faculty of Medicine blood center. The DNAs of SENV-D and SENV-H
were detected with polymerase chain reaction (PCR), by using D10S/L2AS and
CBS/L2AS primers, respectively. SEN virus DNA positivity was detected in 25 of
100 (25%) sera, of which 10 (10%) were positive for SENV-D and 15 (15%) were
positive for SENV-H DNA. Although, the number of samples were not sufficient
to reflect the general prevalence, our study relatively reveals that asymptomatic
carriage rate of these viruses were 25% in our province.

Key words: SEN virus, SENV-D, SENV-H, blood donor.

GIiRIS
Viral hepatit olgularinin %80’inden fazlasindan sorumlu tutulan bes temel virus
vardir (hepatit A-E viruslari). Bununla beraber, akut hepatitli bireylerin yaklasik olarak
%20’si bilinen hepatit viruslarina karsl negatif olarak test edilirken, transfuzyonla
iliskili hepatiti olan hastalarin %10’undan fazlasinda, baska viral hepatit ajanlarinin
varligi ve karaciger patogenezinde rol oynadiklari dustnulmektedir'.

Amerikan Standart Sirketleri’nin tibbi sistemler grubunun bir pargasi olan
DiaSorin, 1999 yilinin haziran ayinda yeni bir hepatit virusunun kesfedildigini
duyurmustur. Primi ve arkadaslan', AIDS hastalarinin kaninda simdiye kadar
tespit edilmemis patojenlerin varigini arastirirken bu virusu kesfetmistir. Primi,
virusun butin filogenetik dallarini kapsayan bir genomik kutUphane olusturarak
genis spektumlu PCR (Broad Range-PCR)’I kullanmis ve yaptigi calismalarda
bir hastanin kaninda yeni nukleotid dizileri bulmustur. Bu dizileri klonladiktan
sonra sekans analizine tabi tutmus ve dizileri mevcut gen bankasi dizileri ile
kiyasladiginda bu dizilerin hentz tespit edilmemis yeni bir virusa ait oldugunu
tespit etmistir. Daha sonralari bu virusu, virusun tanimlandigi hasta adinin bas
harfleri olan "SEN" olarak adlandirmistir?.

SEN virusu (SEN-V), zarfsiz ve yaklagik olarak 3900 nUkleotitden olusan tek
zincirli bir DNA virusudur. Genom, sirkller ve en az 3 acik okuma cergevesine
(ORF) sahiptir®. SEN-V'nun filogenetik analizi, bu virusun A'dan H'ye kadar
isimlendirilen 8 genotipinin mevcut oldugunu ortaya cikarmigtirt. Simdiye kadar
netlestirilen karakteristik ¢zelliklerine gére SEN-V ve TT virus arasinda énemli bir
paralellik mevcuttur. Bu bulgular, bu viruslarnin ortak bir ataya sahip oldugunu
dusundurmektedir®. TTV gibi SEN-V'de Circoviridae ailesine dahil edilmistir®.

Saglikl kan dondrlerinde ve genel poptlasyonda aktif enfeksiyon siktir. SENV-
A, SENV-B ve SENV-E enfeksiyonlarina kan donérleri arasinda daha az siklikla
rastlanmakta olup, non-A-E hepatitleriyle iligkili gibi goérinmemektedir. Genotip D
ve H icin uyumlu dondr/akut hepatit oranlarinin varligina ait ve virusun karacigerde
replike oldugunu destekleyen bulgular olmasina ragmen, su ana kadar SEN-V ile
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karaciger patolojisi arasinda net bir iliski oldugu gdsterilememigtir®. Enfeksiyonun
dogal seyri ile ilgili cok az bilgi mevcuttur. Retrospektif arastirmalarda, bir gok
hastanin virusa maruz kaldiktan itibaren 1 ay igerisinde virusu kandan temizledigi
belirtimektedir. SEN-V antikorlarini tesbit edebilecek serolojik bir testin hentiz mevcut
olmamasi da, virusla ilk temasin dogru olarak belirlenmesini zorlastirmaktadir®.

SENV-D ve SENV-H genotiplerinin transflzyon ile iligkili non-A-E hepatitlerinde
daha prevalan oldugu bildirilmistir*s. Ayni zamanda kronik karaciger hastaliklarinda
ve hepatosellller karsinomada, saglikli yetiskinlere gore daha sik rastlandidi
bildirilmistir’®. Donor ve alicilar arasindaki dizi homolojilerinin kiyaslanmasi SEN
virusunun kan ile bulastigini ortaya ¢ikarmistir®. Kan transflizyonu yapilan hastalar,
transflzyon yapilmayanlara gore daha yUksek bir bulasma riski altindadir. Bu
hastalarda transfizyon yapilan kan Unitesi sayisi ile artis gésteren oranda bir
enfeksiyon riski vardir'®. Bununla beraber birgok ¢alisma, SEN-V ile karaciger
patolojisi arasinda net bir iligkinin mevcut olmadigini vurgulamaktadiré8-13,

Bu calismada, hastanemize kan vermek Uzere basvuran kan donérlerinde
SEN virusu D ve H genotiplerine ait DNA varliginin arastinimasi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Mersin Universitesi Tip Fakultesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Kan
Merkezine muracaat eden ve parenteral tasinan hastaliklar icin higbir risk faktérine
sahip olmadigi bilinen 100 kan donérine ait serum 6rnekleri, kendi olurlar alinarak
calismaya dahil edildi.

DNA Ekstraksiyonu: Serum orneklerinden DNA ekstraksiyonu, klasik fenol-
kloroform yontemiyle gergeklestirildi. 1.5 ml'lik ependorf tipune, 100 pl serum
ornegi koyularak, tzerine 300 ul “lysis” tamponu (10mM Tris/HCI pH 8; 5mM EDTA,
%0.5 SDS) + 1 ul proteinaz-K (100mg/ml) ilave edip vortekslendi. Bu karisim,
56°C’lik su banyosunda 4 saat inklbasyondan sonra bir kez fenol+kloroform, bir
kez de sadece kloroform ekstraksiyonuna tabi tutuldu. Son santrifigasyondan
sonra Ust faz yeni bir tUpe aktarilarak Gzerine 1ml etanol (%95'lik) ilave edilerek
12 saat bekletildi. Tupler 12.000xg’de 15 dakika santriflj edildi ve Ust kisim
dikkatlice uzaklastirldi. Tapler temiz kagit havlular Uzerine ters olarak koyuldu ve
10 dakika havada kurutuldu. Pellet 20 ul steril distile su ile yavas hareketlerle
pipetaj yaparak ¢ozuldd. DNA ekstraktlan caligilana kadar -20°C'de saklandi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR): SEN virus D ve H genotiplerinin DNA’s|
PCR ile arastinldi. Reaksiyonda kullanilan primerler, Umemura ve arkadaslar® ile
Kojima ve arkadaslarinin yaptigi calismalardan segcildi. SENV-D icin D10S ve L2AS
primeri, SENV-H icin ise C5S ve ayni L2AS antisense primeri kullanildi (Tablo ).

Tablo I: SEN-V Genotiplerinin Tespitinde Kullanilan Primerler

Sense Primer Dizisi Antisense Primer Dizisi PCR Uriinii
D10S L2AS 222
(5’-GTAACTTTGCGGTCAACTGCC-3)) (5'- CCTCGGTTKSAAAKGTYTGATAGT-3') nt 1322-1544
C5S L2AS 229

(5'-GGTGCCCCTWGTYAGTTGGCGGTT-3' (5'- CCTCGGTTKSAAAKGTYTGATAGT-3)  nt 1271-1500
W: Aveya T, Y: CveyaT, M: Aveya C, K: G veya T, S: C veya G.
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SENV-D genoatipinin belirlenmesi icin 0.5 ul primer D10S (100pmol/ul) ve 0.5
ul primer L2AS (100pmol/ul), 0.25 mmol/L dNTP, 2.5 mmol/L magnezyum Klorid,
1XPCR tamponu (Promega, Madison, ABD), 1.25 U Taq polimeraz (Promega,
Madison, ABD) ve 5 ul ekstrakte edilmis DNA ilave edilerek reaksiyon karigimlari
termal déngu cihazina (Eppendorf Mastercycler, Manchen, Almanya) yerlestirilerek,
35 siklus; 94°C’de 1 dakika denatlirasyon, 58°C’de 1 dakika baglanma ve
72°C’de 1.5 dakika uzama asamalari uygulandi. Reaksiyondan sonra karisim
72°C’de 10 dakika daha ilaveten inktbe edilerek eksik kalan zincirlerin uzamasi
saglandi. SENV-H genotipi icin C5S ve L2AS primerleri ayni sartlarda kullanildi.
Reaksiyondan sonra elde edilen PCR Urlnleri %2’lik agarozda yapilan elektroforez
islemi ile analiz edildi. Elde edilen trtnlerin molekul agirliklar ilk kolona yuklenen
100 bp'lik “step ladder” (Promega, Madison, ABD) ile hesaplandi.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 100 kan donérinin serumundan 10’'unda (%10) SENV-
D ve 15’inde (%15) SENV-H genotipi olmak Uzere, toplam 25 (%25) serumda
SEN-V DNA’s| tesbit edilmigtir.

D10S ve L2AS primerleri ile uygulanan PCR amplifikasyonunda, elde
edilen Urunlerin elektroforezi sonucunda 222 baz cift (bp)’lik bantlarinin tesbit
edildigi érnekler SENV-D genotipi bakimindan pozitif; C5S ve L2AS primerlerini
ile elde edilen amplifikasyon drunlerinin elektroforezi sonunda 229 bp’lik
bantlarin tespit edildigi 6rnekler ise SENV-H genotipi bakimindan pozitif olarak
degerlendiriimistir (Resim ).

" SENV-H

229bp->:-——- - e

- .

Resim 1: PCR drlnlerinin elektroforez sonucu.
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TARTISMA

Bir cok hastanin, viremiyi, virusa maruz kaldiktan itibaren 1 ay icerisinde
temizlemesi, SEN-V antikorlarini tespit edebilen bir serolojik testin hentiz mevcut
olmamasi ve buna bagli olarak virusla ilk temasin kesin bir sekilde tespit
edilememesi, enfeksiyonun dogal seyrinin net olarak anlagilamamasina yol
acmaktadir®. Bu nedenle, SEN virusunun karaciger patolojisindeki muhtemel
rolindn halen arastirimaya ihtiyaci vardir.

Kan merkezlerinde kan kaynakli enfeksiyon ajanlarinin varhigini arastiran birgok
rutin test yapiimaktadir. Ancak SEN virusu gibi yeni kesfedilmis ajanlarin varligy,
sadece arastirma amacl calismalarda konu edilmektedir. Bununla beraber elde
edilen prevalans verileri oldukca dikkat c¢ekicidir.

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’'nde, kan transflzyon alicilar arasinda
SENV-D ve SENV-H prevalansinin %30, kontrol grubu ve kan dondrlerinde ise
%2-3 oldugu bildiriimis, transfUzyon Uniteleri arttikca prevalansin da arttigr ve
SEN-V sekans homolojisinin donér—alici zincirinde gosterildigi rapor edilmistir'®. Bu
galismada, San Francisco’da intravendz (IV) ilag kullananlarda SENV-A prevalansinin
%47.5, SENV-C/H prevalansinin %35.6 ve SENV-D prevalansinin %10.3 oraninda
oldugu saptanmig; enfeksiyon, uzun sureli IV ilag kullanimiyla iligkilendiriimis ve
SEN-V izolatlarinin San Francisco’'nun Bay eyaletinde yaygin olarak bulundugu
belirtiimigtir'’®>. Wilson ve arkadaslari’® ABD Baltimore’'da yaptiklari bir galismada,
IV ilag kullananlarda SENV-D prevalansini %32.7, SENV-H prevalansini ise %37.5
olarak bildirmislerdir. Schroter ve arkadaslan' Almanya’da, parenteral tasinan
hastaliklar icin risk altinda olan bireylerde yaptiklari calismada, HIV ile enfekte
bireylerin %44.4'Unde SENV-H viremisi tespit etmiglerdir. IV ilag kullananlarda ise
SENV-H viremisinin orani %23 olarak bildirilmistir. Bu g¢alismada, kontrol grubu
olarak galismaya dahil edilen kan dondrleri grubunda ise SEN-V prevalansi %16.8
olarak tespit edilmistir'’”. Dai ve arkadaglan'®, Taiwan'daki saglikli dondrlerde PCR
metodu kullanarak SENV-D/H DNA'sini %24.2 olarak belirlemiglerdir. Japonya’'da
yapllan calismalarda SEN-V prevalansi, kan dondrleri ve saglikl kisilerde %10-
20 oranlarinda saptanmistir®’. italya ve Amerika'daki saglikli kan donérlerinde
ise bu oran %2'dir'®. Bu oranlar Kanada’ll bireylerde %39, Japonya’'da gebe
kadinlarda %27 olarak verilmektedir?®2!. Yoshida ve arkadaslarinin™ Japonya’da
SEN-V DNA'sinin tespitinde baska primerleri kullandiklar galismalarinda, saglikl
erigkinlerdeki oranin yaklasik %75’ yukseldigi vurgulanmistir.

Bizim galismamizda saglikli kan donorleri arasindaki SEN-V prevalansi %25
olarak tespit edilmistir. Buldugumuz bu oran; Taiwan'daki saglikl kigilerdeki SEN-V
prevalansa yakin olup, Japonya, italya ve Amerika'dan oldukga ylksek, Kanadali
bireylerdeki prevalans oranlarindan ise oldukga dusuktur. Bizim c¢alismamizin
bulgularina gére, saglikli kan dondrlerinin %5'i SEN-V D, %20’si SEN-V H ile
enfektedir. Bu bulgular Turkiye’de Mersin ilindeki bireylerin dortte birinde SEN-V
varligini géstermektedir.

Ulkemizde, Elazi§ ilinde saglikli 180 gocukta yapilan bir calismada, SEN-V
prevalansi %22.3 olarak belirlenmig, bireylerin 25’'inde (%14) SENV-D'ye, 15'inde
(%8.3) ise SENV-H'ye rastlandigi bildiriimistir?2. Elazi§ ilinin SEN-V prevalans orani
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ile bizim sonuclarimiz benzerlik géstermektedir. Ancak, Taiwan ve Japonya gibi
Ulkelerde SENV-D'nin, SENV-H'den daha yaygin oldugunu gdsteren caligmalar
vardirs2182324 By sonuclar ile SEN-V varyantlarinin Ulke ve dinya capinda farkli
cografik dagiima sahip oldugu gdzlenmektedir.

Gundmuzde halen bu virus herhangi bir patoloji ile iligkilendirilememigtir.
Ancak, yapilan butin prevalans calismalarinda ve calismalarin yapildigr battn
Ulkelerde, bu virusa énemli élcude rastlanmis olmasi 6zellikle asemptomatik
kan donorlerinde yuksek oranda bulunmasi bizce dikkate alinmasi gereken bir
durumdur. Zira gunimuzde, nedeni hentz belirlenememis birgok hastalik mevcuttur.
Bu hastaliklanin birisi ile iliskilendirildigi takdirde, kan dondérlerindeki prevalans ¢ok
daha dnemli bir hale gelebilir.
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