Tiirk Mikrobiyol Cem Derg (2003) 33:74-79

Saglikli1 (Non A-C) ve Ko-Infeksiyonlu (HBV ve/veya
HCYV Seropozitif) Kan Donorlerinde Transfusion Trans-
mitted Virus(TTV) Varliginin Arastirilmasi (*)

Ozkan GULSOY (**), Bekir KOCAZEYBEK (***), Metin TULGAR (****), Abdullah AYYILDIZ (**)

(*) X Tiirk Klinik Mikrobiyoloji ve infeksiyon hastaliklart (KLIMIK) kongresi’nde (15-19 Ekim 2001 Adana) poster olarak sunulmustur.
(**)Kadir Has Universitesi, Florence Nightingale Hastanesi, Mikrobiyoloji ve Kan Unitesi, Sisli, Istanbul.
(**%) Istanbul Universitesi, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Cerrahpasa, Istanbul.
(**#*)Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyofizik Anabilim Dal1, Gaziantep.

OZET

Yaglar1 19-55 arasinda degisen daha once hi¢ kan transfiizyonu yapilmayan 344'i (% 66.6) erkek, 172" si (%33.3) kadin He-
patit A virusu (HAV) yoniinden 500’ii bagisik, 16’s1 seronegatif 516 saglikli kan donérii ile 192 HBV, 54 HCV, 4 HBV ve HCV
seropozitifligi olan, 185'1 (% 74) erkek, 65'i (%26) kadin 250 ko-infeksiyonlu kan donérii caligmaya alinmisti. TTV'u aras-
tirmast Takahashi ve arkadaglarinin onerdi8i primerler kullanilarak PCR yontemiyle caligilmistir. Arastirmaya alinan 516
saglikli kan dondriin’iin 132" sinde (%25.5), 250 ko-infeksiyonlu kan dondériin’iin 75' inde (%30) TTV-DNA pozitif bulunmusg-
tur. Saglikli kan dondrlerinde cinsiyet ve kan verme sekillerine gore TTV-DNA pozitiflik oran1 anlamli bir fark gostermemis-
tir (p> 0.05), yas gruplarindan 19-28 yas grubu 29-39 yas grubu ve 40-55 yas grubu ile karsilagtirildiginda TTV-DNA po-
zitifligi yoniinden anlamli bir fark gostermistir (p< 0.05). Ko-infeksiyonlu kan dondrlerinde cinsiyete gére TTV-DNA pozitif-
ligi anlamli bir fark gostermemigtir (p> 0.05). Yas gruplarindan sadece 19-28 yag grubu ile 29-39 yas grubu arasinda anlam-
It fark bulunmustur (p< 0.05). Tastyicilik yoniinden TTV-DNA pozitifligi HBV ile HCV tasiyicilar arasinda ¢ok ileri diizeyde
anlaml bir fark gostermistir (p< 0.05). Arastirmamiz TTV' unun paranteral yoldan bagka cinsel yada fekal-oral yollarla bu-
lagabilecegini, ancak viral etkenin bulag ve patolojisiyle ilgili yeni ve genis serili klinik calismalarin yapilmasinin gereklili-
gini diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Saglikli dondr ve ko-infeksiyonlu dondr, TTV
SUMMARY

Investigation of Transfusion Transmitted Virus (TTV) Presence in Healthy (Non A-C) and Co-infected (HBV and/or HCV
seropositive) Blood Donors

In the study we enrolled 500 seropozitive for hepatitis A virus (HAV), 16 seronegative for hepatitis A virus (HAV) , 344 (66.7
%) male and 172 (33.3 %) female healty blood donors who had not recieved any blood transfusion product previously and
192 HBV, 54 HCV, 4HBYV and HCV seropositive blood donors. TTV investigation was performed with PCR using primers sup-
posed by Takahashi and colliques method. TTV-DNA was found positive in 132 (25.5 %) individuals of the 516 HBD and in
75 (30 %) individuals of the 250 CIBD. TTV-DNA positivity among HBD wasn’t differing significantly according to sex (p>0.05).
When comparing 19-28 age group with 29-39 age group and 40-55 age group there is a significant difference in the TTV-DNA
positivity. There wasn’t significant difference in the TTV-DNA positivity according to sex in the CIBD (p>0.05). There was
significant difference only between the 19-28 age group and 29-39 age group (p<0.05). TTV-DNA positivity showed signifi-
cant difference among HBV and HCV carriers (p<0.05). Our study sugest that ,TTV could be transmitted by the fecal-oral
route, different from the parenteral and that new and wide spread continuous studies regarding the transmission pattern and
pathology of the viral agent should be done.

Key words: Healthy donor and co-infected donor, TTV

GIRIS yon, Hepatit C virusu (HCV) i¢in ise 100 milyon in-
Genellikle kan ve kan iiriinlerinin transfiizyonu ile sanin tagtyici olarak bulunmasi, infeksiyonun kro-
bulagan ve karaciger inflamasyonuna neden olan vi- niklegsmesi ve hepatoselliiler karsinomayla iliskisi,
ral etkenlerden Hepatit B virusu (HBV) igin 450 mil- ekonomik agidan biiyiik problemler yaratmasi nede-
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niyle viral hepatitler diinyanin en 6nemli saglik so-
runlarindandir (1,2). Hepatit A, B, C, D, E, F, G gibi
hepatotropik major etkenlerin primer, Cytomegalo-
viriis (CMV), Varicella Zoster virus (VZV), Epstein-
Barr virus (EBV) gibi non-hepatotropik etkenlerin
sekonder olarak hepatositleri tutmasiyla meydana
gelen viral hepatitin klinik tablolar1 etkenin nitelikle-
ri ve konagin immiinitesiyle iligkili olarak akut ve
kronik hepatit tarzina kadar degiskendir. Viral hepa-
titler temelde halsizlik, istahsizlik, bulanti, kusma ve
sarilik gibi karaciger inflamasyonuna bagli belirtiler-
le karakterizedir. Bilinen bu hepatotropik ve non-he-
patotropik viriislerin etken olarak gosterilemedigi
pek cok hepatit olgusunun gosterilmesi, HBV ve
HCV icermeyen kan diiriinleri transfiizyonu sonrasi
hepatitin meydana gelmesi bazi akut, kronik, fulmi-
nan hepatit olgularinda ve siroz olgularinda etyoloji-
nin saptanamamasi arastirmacilar1 bagka virus ara-
yislarina itmistir (3). Son yillarda kan ve kan {iriin-
leriyle bulastig1 ve hepatit yaptig1 ileri siiriilen Hepa-
tit G virusu (HGV) ve bunu takiben hepatit virus ol-
dugu diigiiniilen Transfusion Transmitted Virus
(TTV) ile ilgili calismalarda bir artis gozlenmekte-
dir.

Biz bu ¢alismamizda serolojik ya da molekiiler test
yontemleriyle etyolojik olarak non-A-C olan saglik-
It kan donorleriyle (SKD), HBV ve/veya HCV sero-
pozitifligi olan ko-infeksiyonlu kan donorlerinde
(KIKD) TTV'nin varhigin1 aragtirmay1 amagladik.

GEREC YONTEM

06.04.2000-02.11.2001 tarihleri arasinda kan {initesi-
ne bagvuran yaglar1 19-55 arasinda degisen, daha 6n-
ce hi¢ kan transfiizyonu yapilmayan 3441 (% 66.6)
erkek, 172" si (%33.3) kadin Hepatit A virusu (HAV)
yoniinden 500’i bagisik, 16’s1 seronegatif, HBV ile
HCV’leri negatif, son bir y1l icerisinde riskli bir cin-
sel iligki ve karaciger rahatsizlig ile ilgili bir dykii-
sii bulunmayan, 516 SKD’ leri ile HBV yoniinden se-
ropozif 192, HCV yo6niinden seropozif 54, HBV ve
HCYV yoniinden seropozitif yaslar1 19-55 arasinda de-
gisen 185" i (% 74) erkek, 651 (%26) kadin, 250
KIKD’ lerinden alinan serum &rneklerinden TTV-
DNA caligmas1 yapilmigtir.

A)Serolojik Testler
Anti-HAV IgG, HBeAg, Anti-HBe testleri IMX ciha-

zinda (Abbott-ABD) floresan polarizasyon yonte-
miyle; Anti- HAV IgM, HBsAg , Anti-HBs, Anti-
HBc (Total) ve Anti-HCV testleri ise Access cihazin-
da (Beckman Coulter-ABD) kemiluminesans yonte-
miyle aragtirilmustir.

B) Niikleik Asit Testleri: Calismamizda Takahashi
ve ark. (4) onerdigi primer ciftlerinin oligo dizileri
T801 (5 GCT ACG TCA CTA ACC ACG TG
3%)sense primer nukleotid 6-25 ve T935 (5° CTG
CGG TGT GTA AAC TCA CC 3’) antisense nukleo-
tid 204-185 primerleri kullanilarak polimeraz zincir
reaksiyonu yontemi uygulanmigtir. Buna gore “SKD
ve KIKD’lerinden alman serum ornekleri ile elimiz-
de bulunan pozitif ve negatif kontrollerden, fenol-
kloroform yontemi ile DNA ekstraksiyonu yapilmis-
tir. Ekstrakte edilen DNA’ larin kalitesi spektrofoto-
metrik yontemlerle kontrol edilmistir. Daha sonra
niikleik asit amplifikasyonu amactyla bir PCR mas-
ter miksi hazirlanmistir. Hazirlanan master miks, dis-
tile su, 10x buffer (100mM Tris-HCL pH 8.3 ve 500
mM KCL), 1.5 mM MgCl2, 10nM dNTP miks, pri-
merler ve Taq polimerazdan olusmustur. Hazirlanan
miks lizerine ekstrakte edilen DNA 6rnekleri eklene-
rek thermal cyclere konmustur. Amplifikasyonun so-
nucunda PCR iiriinleri ethidiyum bromide ile boya-
narak %2’ lik agaroz jel-elektroferezinde yiiriitiil-
miistiir. Marker olarak @X174/Hae III kullanilmugtir.
Sonuglar pozitif ve negatif kontrollerle birlikte mar-
ker esliginde UV transilluminatdrde gozlenerek de-
gerlendirilmigtir.” Arastirmamizda serumlarda ger-
cek pozitifligi saptamada ve pozitifliklerin konfir-
masyonu i¢in ekstraksiyon asamasinda ikiser adet
pozitif ve negatif kontrol serumu kullanilmigtir. Yine
master miks asamasinda da pozitif ve negatif olduk-
lar1 bilinen DNA’ lar calismaya eklenmistir. Ayrica
her bir 6rnek, hem kontrol hem de hasta grubu, iki-
ser kez tekrar edilmistir. Yani test hem bastan sona
ikigser kez tekrar edilmis, hem de her bir caligmada
gerek ekstraksiyon gerekse master miks agamasinda
pozitif ve negatif kontroller kullanilmistir (Sekil 1).
Istatistiki hesaplamalarda Epi Info Version 6.0 prog-
raminda ki-kare testi kullanilmagtir.

BULGULAR

Incelenen 516 SKD’ niin 132’sinde (%25.6), 250
KIKD’ niin 75’inde (%30) TTV-DNA pozitif bulun-
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mustur. Arastirmamizda SKD’ ler cinsiyet ve kan
verme sekillerine goére TTV-DNA pozitifligi yoniin-
den incelendiginde aralarinda istatistiksel olarak an-
lamli bir fark bulunmamistir p>0.05 (Tablol,2).
SKD’lerinde TTV-DNA pozitifligi yas gruplarina
gore degerlendirildiginde, 19-28 yag grubu 29-39 ve
40-55 yag grublan ile karsilastirildiginda aralarinda
anlamli bir fark bulunmustur p<0.05 (Tablo3).
KIKD’ lerinde TTV-DNA pozitifligi cinsiyete gore
dagilimi incelendiginde anlamli bir fark bulunma-
mustir p>0.05 (Tablo 4), KIKD’ lerinde TTV-DNA
pozitiflii yas gruplarina gore degerlendirildiginde
19-28 yas grubu ile 29-39 yas grubu arasinda anlam-
It fark bulunmustur p<0.05 (Tablo5) KIKD’ lerinde
tagiyicilik yoniinden TTV-DNA pozitifligi sadece
HBYV ile HCV tasiyicilar arasinda ¢ok ileri diizeyde
anlaml bir fark bulunmustur p< 0.05 (Tablo6).

TARTISMA

Giinlimiizde, bilinen viral etkenlerin gosterilemedigi
akut ve kronik hepatitlerin varligr devam ederken et-
yolojiden sorumlu olast farkli viral ajanlarin arasti-

Tablo 1. SKD’lerin TTV-DNA yoniinden cinsiyete gore dagilimi.

TTV-DNA
Cinsiyet |Kan Donorleri pozitif p degeri
n % n %
Erkek 336 65,1 84 25.0
Kadin 180 34,9 48 26.6 p>0.05
Toplam 516 100 132 256

Yas gruplari |Kan Donérleri pozitif

n % n % | p degeri
19-28 236 457 71 [ 326 | <005
29-39 194 375 38 | 196 p<0.05
40-55 86 178] 17 [ 198
Toplam 516 100| 132 | 256

*19-28 yas grubu sirastyla 29-39 ve 40-55 yag grubu ile karsilagtirildiginda
aralarinda anlamli bir fark bulunmusg (p<0.05), 29-39 ile 40-55 yas gruplari
arasinda anlamli bir fark bulunmamigtir.

Tablo 3.SKD’lerin TTV-DNA yo6niinden kan veris sekillerine gore
gore dagilimi.

Kan verme sekli Kan Dondrleri | pozitif

n % n 9, | pdegeri
ilk defa kan verenler 256 |1 49.6| 72 28.1
2-5 arasi kan verenler 1751 33.9| 43 24.6 p<0.05
Profesyonel kan verenler 85 | 16.5 17 20
Toplam 516 | 100 | 132 | 256

*Kan verme seklilerine gore aralarinda anlamli bir fark bulunmamustir.
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Tablo 2. SKD’lerin TTV-DNA yo6niinden yas gruplarina gore dagilimi.
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Tablo 4. KIKD’lerinin TTV-DNA yéniinden cinsiyete gore dagilimi

Cinsiyet Kan Donorleri TTV-DNApozitif

n % n % p degeri
Erkek 185 74 56 30.3 p>0.05
Kadin 65 26| 19 [292
Toplam 250 100 | 75 30

Tablo 5.KIKD’lerinin TTV-DNA yéniinden yas gruplarina gore dagilimi

Yas gruplari |Kan Donérleri TTV-DNA pozitif

n % n % p degeri
19-28 128 51.2| 45 35.2
29-39 78 304 18 |23 p<0.05
3055 44 184 12 |273
Toplam 250 100 | 175 30

*19-28 yas grubu 29-39 yas grubu ile kargilastirildiginda aralarinda
anlamli bir fark bulunmus (p<0.05), diger gruplar arasinda anlaml bir fark
bulunmamugtir.

Tablo 6.KiKD’lerinin TTV-DNA yéniinden tasiyicilik durumuna
gore degerlendirilmesi

Hepatit B ve Hepatit C | Kan Donérleri  |TTV-DNA pozitif|
tagtyicilik durumuna gore n % |n % p degeri
HBsAg (+) HCV(-) 192 | 76.8 | 42 219 p<0.05
HBsAg ()  HCV(+) 54 121632 59.3

HBsAg (+)  HCV(+) 4 1161 25

Toplam 250 | 100 | 75 30

*Tastyicilik durumuna goére sadece Hepatit B ile Hepatit C arasinda ¢ok
ileri diizeyde anlamli bir fark bulunmusg(p<0.05), diger tasiyicilar ara-
sinda anlamli bir fark bulunmamistir(p>0.05).

rilmas1 molekiiler biyolojik yontemler ile gercek-
lestirilmektedir. Japonya’da 1997 yilinda ne A ne
G’ 1i TT isimli bir hastadan izole edilen, zarfsiz tek
iplikli bir DNA virusu olan TTV’ nin epidemiyo-
lojik ve etyolojik rolii iizerinde ¢alismalar hiz ka-
zanmigtir. Ozellikle post transfiizyon hepatitli
(PTH) bes olgunun iiciiniin serumlarindan TTV-
DNA’nin gosterilmesi ve bunun ALT diizeyleriyle
iligkili olmas1 PTH’ de bu virusun sorumlu olabile-
cegini glindeme getirmistir (5). Kronik B ve C he-
patitli, kriptojenik kronik aktif hepatit, fulminan
hepatit gibi gesitli karaciger hastaliklarinda, sag-
likl1 kan donérlerinde degisik oranlarda TTV-DNA
elde edilmistir (6,7,8). TTV-DNAnin serumda
saptandigi miktarinin 10-100 katinin karacigerde
belirlendigi bununla TTV infeksiyonunun ve repli-
kasyonun karacigerde oldugu bildirilmistir (9).
Hig transfiizyon almamis kan donorlerinde TTV-
DNA’nin yiiksek oranda olmasi, paranteral yolla
bulas riski olmayan kisilerde de infeksiyonun be-
lirlenmesi ve digkilarinda DNA’nin saptanmasi
non-paranteral yolla bulag ihtimalini diisiindiir-
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mektedir (9,10).

Japonya’ dan bildirilen bir calismada kan ve kan
komponentlerinin, 6zellikle Faktor 8-9 ve immung-
lobulin preparatlarinda TTV-DNA’ nin PCR ile sap-
tanmadi81, kronik karaciger hastalikli 50 hastanin
dokuzunda, 21 fulminan hepatitli hastanin dordiinde
TTV infeksiyonun saptandigi, bu oranin goniillii do-
norler arasinda ise % 7 oldugu bildirilmistir (10).
Charlton ve ark. (6) gecmisglerinde kan ve kan tirtinii
taransfiizyonu hikayesi olan sirozlu hastalarda TTV-
DNA oraninin % 18, non-transfiize olgularda % 4,
kan dondrlerinde ise % 1 oldugunu bildirmislerdir.
2000 yilinda Sugiyama ve ark. (12) Okamoto ve Ta-
kahashi primerleriyle yaptiklar1 calismalarda kan
transfiizyonu yapilan ¢ocuklarda TTV-DNA oranint
% 31.6, % 78.9, transfiizyon yapilmayanlarda ise %
6.7, % 60 olarak bulmuslar, transfiizyon yapilan gru-
ba gore yapilmayanlarda da oranin yiiksek olmasi,
parenteral bulasin yaninda, enteral bulagin da miim-
kiin olabilecegini bildirmislerdir . Brezilya’da non
A-C grubu hepatitli ve kan donorlerinde birbirine ya-
kin oranda TTV-DNA pozitifligi bulunmus, TTV’
nin Brezilya’da yaygin bir infeksiyon oldugu bildi-
rilmistir (13). Ulkemizde Tiirkoglu ve ark. (14) non
A-G akut viral hepatitlilerde %0, kontrol grubunda
%9, kan donorleriyle yapilan bir ¢alisgmada da
%4.5°lik TTV-DNA pozitifligi bulunmustur (15).
Erensoy ve ark. (16) yaptiklar1 caligmada TTV infek-
siyonunun kan donérlerinde yaygin oldugunu sapta-
miglar ve buradaki TTV genotipinin G1 ve G2 geno-
tipleriyle ilgili olabilecegini gostermislerdir.

Arastirmaya aldigimiz 516 SKD’ niin 132’sinde
(%25.5), TTV-DNA pozitif saptanmistir. Charlton
ve ark.(6) non transfiize saglikli kan dondrlerinde
TTV-DNA oranini %1, Desa-
i ve ark. (17) %12, Niel ve ark. (18) %62, Tsuda ve
ark. (19) %13.6, Shcroter ve ark. (20) TTV prevalan-
sin1 degisik oranlarda bulmuglardir. Verdi ve ark.
(21) %8, Erensoy ve ark. (16) %45 olarak saptamis-
lardir. Calismamizda SKD’ lerinde cinsiyete gore
TTV-DNA orani; erkeklerde %25, kadinlarda %26
bulunmustur. Tiirkoglu ve ark. (22) TTV-DNA orani-
1 erkeklerde %0, kadinlarda %9.5 saptamislardir.
Calismamizda 19-28 yas grubunda diger yas grubla-
rma gore anlaml olarak yiiksek oranda TTV-DNA
pozitifligi saptanmasi ilgingtir. Bu sonucun sosyal

davranis ve cinsel iligkinin yogun oldugu bu grupta
olmast akillara cinsel temasla bulas sorusunu getir-
mekte ve bunun baska caligmalarla desteklenmesi
gerekmektedir. Tanaka ve ark. (23) yaptiklari ¢alig-
mada yas ve cinsiyet yoniinden 100 SKD’ de TTV
pozitif ve negatif olgular arasinda fark saptayama-
mislar. Calismamizda SKD’ lerin de kan veris sekil-
lerine gore TTV-DNA orani; ilk defa kan verenlerde
%?28.1, iki ile bes defa kan verenlerde %?24.6, pro-
fesyonel kan verenlerde %20.0 bulunmustur. Calis-
ma sonuglarimiz transfiize bulag diginda enteral bu-
lagin ve ayn1 zamanda asemptomatik TTV tastyicili-
ginin olabilecegini ileri siiren literatiir goriisleriyle
uyumluluk gostermistir.

Arastirmaya aldigimiz 250 KIKD’ lerinin 75’inde
(%30) TTV-DNA pozitif saptanmustir. Calismamizda
KIKD’ lerini tastyicihik yoniinden degerlen-dirdigi-
mizde, hepatit B tagtyicilarinda %21.9, hepatit C ta-
styicilarinda %59.3, hepatit B ile hepatit C tastyicila-
rinda % 25 TTV-DNA pozitifligi saptanmistir. Tana-
ka ve ark. (23) hepatit B tagtyicilarinda %21, hepatit
C tasiyicilarinda %10, hepatit B ile hepatit C tasty1-
cilarinda ise %100, Vivek ve ark. (26) hepatit C tasi-
yicilarinda %26.6, irving ve ark. (24) kronik hepatit
C’ li hastalarda %11.5, Berg ve ark. (25) tarafindan
%12, Akarca ve ark. (11) tarafindan fulminan hepa-
titlilerde %36, Tiirkoglu ve ark. (22) tarafindan kro-
nik B hepatitlilerde %13.6, kronik C hepatitlilerde
%77.2 bulmuglardir, Watanabe ve ark. (28) calismala-
rinda HCV ko-infeksiyon ile TTV’ nin birlikteligi-
nin karacigerde defektler meydana getirdigini bildir-
miglerdir, nitekim bu calismamizda da ko-infeksi-
yonlu kan donorlerinde TTV-DNA oranlarimiz bildi-
rilen literatiir goriisleriyle bir parelellik gostermekte-
dir. KiKD’ lerindeki caligmamizda erkeklerde
9%30.3, kadinlarda %29.2 TTV-DNA pozitifligi bulu-
nurken, Vivek ve ark. (26) erkeklerde %23, kadinlar-
da %19.9 olarak bildirmislerdir. Calismamizda
KIKD’ lerinde yas grublarina gore; 19-28 yas gru-
bunda %35.2, 29-39 yag grubunda %23.0, 40-55 yas
grubunda %?27.3 TTV-DNA pozitifligi bulunurken.
Nishizawa ve ark. (27)KiKD’lerinde TTV-DNA ora-
nin 2 yas altindakilerde %8.3, 2-6 yas grubu arasin-
da %23.3, 7-12 yas grubu arasinda %13.6, 13-18 yas
grubunda %8.5, 19-44 yas grubunda %?24.4, 45 yas
tizerindekilerde %3.3 olarak bildirmiglerdir.. Gerek
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kendi sonucumuzu gerekse literatiir irdelemeleri
TTV’ nin yiiksek diizeydeki degiskenligi ve konakta-
ki viral populasyonun karmagikligi nedeniyle calis-
malarda secilen primerleri ya da reaksiyona giren
niikleik asit miktar1 DNA ekstraksiyonuyla iliskili
kullanilan yontemler farkliliklar géstermekte, bu da
son derece degisken TTV-DNA sonuglarinin bulun-
masina neden olmaktadir.

Sonuglar, TTV nin, gerek transfiizyon gerek non-
transfiizyon yollarla bulagin olabilecegini diisiindii-
ren viral etkenin, epidemiyolojik ozelliklerinin ve
hepatik-ekstra hepatik patolojilerinin daha net tanim-
lanabilmesi i¢in karacigerdeki patogenezi ve klinik
onemine yonelik yeni, genis serili klinik calismalarin
yapilmasinin gerekliligini diisiindiirmektedir.
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