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OZET

Bu calismada 68 (%34)’i Haydarpasa Numune Hastanesi Kan Merkezi’'nden, 132 (%66)’si Kizilay Zeynep
Kamil Kan Merkezi’nden olmak iizere, istanbul’da toplam 200 kan donériinde "semi-nested" polimeraz zincir
reaksiyonu ydntemi ile TT virtsti-DNA'si arastiriimistir. Onar serum érnegi iceren 20 havuz hazirlanmis, bun-
larin sekizinde pozitif sonug alinmig ve bu havuzlarin igeriginde yer alan serumlar tek tek agildiginda, toplam
dokuz (%4.5) serumun TTV-DNA’sI icerdigi belirlenmistir. Bu, tilkemizde kan donérlerinde TT virisii preva-
lansinin arastirildigi ilk calismadir. Bir yandan epidemiyolojik calismalar surduriiliirken, bir yandan da TT viri-
stintin hepatik ve ekstrahepatik hastaliklarla iligkisinin belirlenmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: TT virisi, Prevalans, "Semi-nested" polimeraz zincir reaksiyonu

SUMMARY
Determination of TT Virus (TTV) Prevalence in Blood Donors in Istanbul

In this study, TT virus-DNA was detected in the sera of 200 blood donors in istanbul, 68 (34%) from
Haydarpasa Numune Hospital and 132 (66%) from Red Crescent Zeynep Kamil blood centers, by semi-nes-
ted polymerase chain reaction method. A total of 20 pools, each containing 10 serum samples were pre-
pared. Eight pools were positive by initial screening, among which 9 individual samples were found to con-
tain TTV-DNA by further analysis. This is the first study which determines the prevalence of TT virus in our
country. Besides epidemiological studies, it’s also necessary to determine the relation of TT virus with hepa-
tic and extra hepatic diseases.
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Giintimiizde bilinen viral markerlerin gosterile-
medigi akut ve kronik hepatitlerin varligi devam
ederken, etyolojiden sorumlu olasi farkl: viral ajanla-
rin arastirilmasi molekiiler biyolojik yontemler ile
gerceklestirilmektedir.

Son olarak 1997 yilinda Japonya’da etyolojisi
bilinmeyen post-transfiizyon hepatitli bir olgunun
(TT) serumundan, bilinen niikleik asit dizileri ile cok
zayif homoloji gésteren yeni bir viral klon izole edil-
mis, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile bu dizile-
rin oligoniikleotid primerleri belirlenmistir. TTV (TT
Virus= TT Viriisii) olarak adlandinlan bu virtisiin
niikleik asitleri DNaz I'e duyarh bulundugundan, bir
DNA virtisti oldugu diistiniilmiisttir. Indeks olgu da-
hil, post-transfiizyon ne-A-G hepatitli bes olgunun
Uclinlin  serumlarinda TTV-DNA’s1 tespit edilmis,
TTV-DNA’s: diizeyi tic olguda aminotransferaz dii-
zeyleriyle iliskili bulunmus ve TTV nin post-transfiiz-
yon ne-A-G hepatitlerinden sorumlu yeni bir viriis
olabilecegi 6ne stirtilmiistiir1].

Ttim diinyada halen TTV ile ilgili gerek epidemi-
yolojik, gerekse karaciger patolojisindeki yerini aras-
tiran calismalar devam etmektedir. Ulkemizde cesitli
hasta gruplarinda TTV’nin arastirildign bir calisma
baslatilmis(?! ancak toplumdaki prevalanst heniiz tes-
pit edilmemistir.

Bu calisma, Istanbul’da kan donérlerinde TTV
prevalansini PZR ile arastirmak amaciyla yapilmistir.

MATERYAL ve METOD

Bu calismada 68 (%34)'i Haydarpasa Numune
Hastanesi (HNH) kan merkezi, 132 (%66)’si Kizilay
Zeynep Kamil (KZK) kan merkezi olmak {izere Istan-
bul’da toplam 200 kan donériiniin serumunda semi-
nested PZR ile TTV-DNA’s1 arastiriimistir.

DNA’nin Saflastirilmasi

Her serum 6rneginden 50 plL olacak sekilde,
10’ar serum iceren havuzlar 2 mL ependorf tiipler
icinde kanstirilmistir. Havuzlar, 0.1 mg/mL prote-
inaz-K iceren ve son konsantrasyonlari 150 mM
NaCl, 25 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI pH: 8.0,
%0.5 SDS seklinde olan lizis soliisyonu iginde
55°C’de bir gece inkiibe edilmistir. Fenol-kloroform
ekstraksiyonu ve etanolde presipitasyon sonrasi
DNA ¢okelegi 50 puL TE tampon (10 mM Tris-HCI,
pH: 8.0, 1 mM EDTA) ile stispanse edilmistir. DNA
stispansiyonundan 5 pl’si birinci tur amplifikasyon-
da kullanlmustir.

PZR: Birinci tur amplifikasyon, 50 mM KCI, 10

mM Tris-HCI pH: 8.3, 2.5 mM MgCly, 50 pmol dis
set primerler (NG059: 5'- ACAGACAGAGGAGA-

AGG CAACATG -3, NG63: 5'- CTGGCATTT-
TACCATTTCCAAAGTT -3'), 1 tinite taq polimeraz
(DNAmp Ltd; Ingiltere) iceren toplam 50 pL’lik ka-
risim icinde gerceklestirilmistir. Reaksiyon karisimla-
n “thermal cycler” icinde (Ependorf, Master Cycler
Personal, Almanya) 30 saniye-94°C, 45 saniye-
60°C ve 1.5 dakika-72°C basamaklarindan olusan
30 dongiiye alinmustir. Birinci tur amplifikasyon tirii-
niinden 5 pL’si NG63 ve NG61 primerlerini (NG61:
5'- GGCAACATGTTATGGATAGACTGG -3)) ice-
ren reaksiyon karisimi icinde yukaridaki 1s1 basamak-
larini iceren ikinci tur amplifikasyonuna alinmustir.
Amplifikasyon sonuclari, ikinci tur amplifikasyon
trtintinden 10 pL’sinin %2’lik agaroz jelde elektro-
forezi ve etidyum bromid boyamayi takiben 271-baz
ciftlik bélgeye karsilik gelen bandin UV transilumina-
tor altinda aranmasi ile analiz edilmistir (Resim 1).

Pozitif havuzlarin iceriginde yer alan serumlarin
her birinden 500 pL ahnarak, yukaridaki DNA saf-
lastirma yontemi ile tekrar DNA hazirlanmis ve PZR
gerceKklestirilmistir(3].

BULGULAR

“Semi-nested” PZR yontemi ile yapilan testler
sonucunda 200 serumdan hazirlanmis 20 havuzun
sekizinde ikinci tur PZR sonrasi beklenen yerinde
amplifikasyon {iriinii alinmustir. Bu havuzlarin iceri-
ginde yer alan serumlar tek tek acildiginda pozitif
saptanan bir havuzun icerdigi serum 6rnekleri nega-
tif bulunmus, bes havuzdan birer ve iki havuzdan iki-
ser serum olmak tizere toplam dokuz serum 6rnegi-
nin TTV DNA’s: icerdigi belirlenmis, 200 donérii

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101

baz cifti

Resim 1. TTV ikinci tur amplifikasyon driinlerinin aga-
roz elektroforezde gorintileri (271 baz cifti). Kolon
M: 100 baz cifti ladder, Kolon 1-5, 7, 10: Pozitif or-
nekler, Kolon 6, 8, 9: Negatif 6rnekler, Kolon 11: Ne-
gatif kontrol
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iceren bu calismada TTV prevalans: %4.5 olarak bu-
lunmustur.

Ikiytiz olgunun 7 (%3.5)’si kadin, 193 (%96.6)’ti
erkektir. Dokuz serum 6rneginin dérdii HNH, besi
KZK kan merkezlerine aittir. TTV-DNA’s1 pozitif bu-
lunan olgularin hepsi erkektir. Ikiyiiz serum Srnegi-
nin 3 (%1.5)'tinde HBsAg, 1 (%0.5)'inde antiHCV
porzitifligi oldugu halde, TTV-DNA’s1 pozitif bulunan
olgularin hicbirisinde HBsAg veya antiHCV pozitifli-
gi tespit edilmemistir.

TARTISMA

Istanbul’da kan donérlerinde TTV prevalansi
%4.5 olarak bulunmustur. Bu, {ilkemizde kan donor-
lerinde TTV prevalansinin arastirildigr ilk calismadar.

Diinya literatiirii incelendiginde kan dondrlerin-
de TTV prevalansimin %1 ile %62 arasinda degistigi
goriilmektedir. Kan donérlerinde TTV prevalansi
Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde %14, iskoc-

ya'da %1.905], Tayland’da iki ayr ¢alismada %716 ve

%36!71, Japonya’da %128, Kore’de %14 ve
919.209], Pakistan’da %1618l italya’da %22[10],
Brezilya'da %6211 olarak bildirilmistir. Tasra halki-
m iceren belli calismalar da gézoniine alindiginda,
baz tilkelerde TTV prevalansinin %83’e kadar yiik-
seldigi goriilmekte, prevalansin &zellikle Afrika’daki
tilkkelerde ve Brezilya’da cok yiiksek oldugu dikkati
cekmektedirl®l. Tablo 1'de cesitli {ilkelerdeki TTV
prevalanslari yer almaktadir.

TTV ilk defa Japonya’'da “TT” isimli post-trans-
flizyon ne-A-G hepatitli bir olgunun serumundan
izole edilmis ve hastanin ismine génderme yapilarak
“TT Virtisii” olarak adlandinlmustir. TT ayni zaman-
da “transfusion transmitted (transfiizyonla bulasan)”
sozciikleriyle de uyumludur. [talya’da Prati ve arka-
daslarinca gerceklestirilen prospektif bir calismada
TTV infeksiyon orani yiiksek bulunmus, ancak sag-
likli donérlerde de rastlanan yiiksek viremi orani, ya-
zarlara bulasin, sadece parenteral yolla olmadigini
diistindiirmiistiir10l, TTV infeksiyonunun endemik

Tablo 1. Cesitli Glkelerdeki TT viruisii prevalanslari

Ulke Calisan grup Pozitif/Total Prevalans Kaynak
sayl (%)

e Japonya Kan dondrii 34/290 12 8

e Tayland Kan dondri 38/105 36 7

e Tayland Kan dondrii 14/200 7 6
Gebe kadin 7/103 6.8 6

e Kore Kabul edilen kan dondrii 14/100 14 9
Reddedilen kan donéri 23/120 19.2 9

e Pakistan Kan dondrii 24/45 besli havuz 16* 8

e Sudan Tasra halki 5/70 7 8

e Nijerya Tasra halki 32/63 51 8

e Gambiya Tasra halki 63/76 83 8

e Kongo Tagsra halki 32/72 44 8

e Papua Yeni Gine Tasra halki 51/69 74 8

e Ekvator Tasra halki 57/96 59 8

e iskogya Kan donérii 19/1000 1.9 5

¢ Ingiltere Saglikh birey 3/30 10 3

e italya Kan donérii 22/100 22 10

e ABD Kan dondrii 1/100 1 4

® Brezilya Tasra halki 18/91 20 8
Kan dondri 45/72 62 11

e Turkiye Kan dondri 9/200 4.5 Bu calisma

* Prevalansin, bazi havuzlarin birden fazla pozitif serum icerdigi g6zoniine alinarak hesaplandigi bildirilmistir.

Flora 1999;4(4):273-277 275




Tuncbilek S, Coskun D, Cetinkaya F, Hizel N, Tahtakilic P.

[stanbul’da Kan Donérlerinde TT Viriisti (TTV) Prevalansinin Arastirilmast

oldugu Kongo Demokratik Cumhuriyeti nde David-
son ve arkadaslarn antenatal bir Klinikte 105 kadinin
61 (%58)’inde, 68 infantin ise 36 (%54)’sinda TTV-
DNA’sini saptamislardir. Calismada infantlarin cogu
{ic ay ve éncesinde pozitif bulunmuslardir. llging ola-
rak TTV-DNA’s1 negatif annelerin bebeklerinde de
porzitiflik tespit edilmis ve yazarlarca TTV'nin hepa-
tit A ve diger enterik bulasan viriisler gibi cevreden
almabilecegi 6ne siirtilmiistiirl12]. Ukita ve arkadasla-
r1 da TTV viremili bes olgunun besinin safrasinda
TTV-DNA’s1 saptamislar, TTV'nin safra ile diskiya
atilarak fekal-oral yolla toplumu infekte edebilecegi-
ni 6ne stirmiislerdirl13l. Okamoto ve arkadaslan ise
TTV-DNA'’s1 porzitif post-transfiizyon ne-A-G hepa-
titli bes olgunun ticiiniin diskilarinda TTV pozitifligi
saptamislar; serum ve diskinin sekans analizleri so-
nucu ayni viriis olduklarini géstererek, TTV'nin sa-
dece parenteral degil, enteral de bulasabilecegini bil-
dirmislerdirl14. TTV'nin ayrica, transfiizyonla bula-
san GB virlis C (GBV-C) ile birliktelik gostermedigi
bildirilmektedirl15]. Biitiin bu calismalar, TTV'nin sa-
dece parenteral degil, enteral de bulasabilecegini
destekler niteliktedir. Bu da baz toplumlarda rastla-
nan yiiksek prevalansi aciklamaktadir.

TTV ile ilgili mevcut diger epidemiyolojik calis-
malar degerlendirildiginde; vireminin yas ile arttigi
[5,16,17] HIV ko-infeksiyonu olmadigi(16], bulasin na-
diren cinsel yolla veya intravenéz ila¢ kullanimi ile ol-
dugul16l, hemodiyaliz ile bulasin pek olasi gibi gériin-
medigill7] bildirilmektedir.

Calismamizda TTV-DNA’s1 pozitif serumlarin
hicbirisinde HBsAg veya antiHCV pozitifligi bulun-
mamustir. TTV nin parenteral bulasan diger viriisler-
le birlikteliginin olup olmadiginin ortaya konulmasi
da arastirlmaya muhtactir.

Bu zarfsiz, tek sarmalli DNA virsiiniin baslangic-
ta parvoviriislerin bir {iyesi oldugu diistintilmiisttir8l.
Mushahwar ve arkadaslar1 farkl biyokimyasal ve
molekiiler ozellikler gosteren TTV'yi “Circinoviri-
dae” olarak adlandirdiklari yeni bir familyanin iiyesi
kabul etme egilimi gosterirlerken(18], Miyata ve arka-
daslart CAV (chicken anemia virus) gibi sirkiiler bir
virtis oldugunu gésterdikleri bu ajanin ilk insan “Cir-
covirus”u olabilecegini éne stirmiislerdir(19],

TTV ik izole edildiginde “etyolojisi bilinmeyen
post-transfiizyon hepatitlerinde yiiksek transaminaz
diizeyleriyle ilintili yeni bir DNA viriisii” olarak ta-
nimlanmustir!l. Ancak cesitli calismalarda, TTV var-
ligimin ALT diizeyi ile ilgili olmadigi da bildirilmekte-
dirl10,17,20.21] - Akut ve kronik karaciger hastahklar:
ile TTV'nin iliskisini arastiran ¢alismalar devam et-

mektedir. Tayland’da Tanaka ve arkadaslan siroz ve
hepatoseliiler karsinomada, kronik karaciger hasta-
liklar1 ve saghkli donérlere oranla TTV prevalansini
yiiksek bulurlarken!”!, Nakano ve arkadaslarinca Ko-
re’de TTV’nin kriptojenik karaciger hastaligindan
sorumlu baslica ajan olmadig bildirilmistir(®. Ulke-
mizde Tirkoglu ve arkadaslar 13 kriptojenik kronik
aktif hepatitli olgunun 5 (%38.4)'inde, 35 kriptoje-
nik karaciger sirozlu olgunun 6 (%17.1)'sinda TTV-
DNA’simn1 pozitif bulmuslardir2].

Bu calismada Istanbul’da kan donérlerinde TTV-
DNA’s1 arastirilmis ve prevalans %4.5 olarak bulun-
mustur. Bu, TTV prevalansinin tilkemizde kan
donorlerinde arastirildign ilk calismadir ve bulunan
oran hic de duisiik degildir. Epidemiyolojik calismala-
rin yanisira, TTV'nin hepatik ve ekstra-hepatik has-
taliklarla iliskisinin de belirlenmesi gerekmektedir.
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