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OZET

Ulkemizde Akut Viral Hepatit A Enfeksiyonlu Hastalardan Elde Edilen Hepatit A

Viriisiiniin Molekiiler Karakterizasyonu

Hepatit A viriisit (HAV) ozellikle gelismekte olan iilkelerde yaygin olmak iizere kiiresel bir
saglik problemidir. Ozellikle cocukluk doneminde meydana gelen hepatitinde en yaygmn
sebebidir. HAV pozitif tek zincirli bir RNA viriisii olup, 3 insan 3 maymunumsu genotipi
olmak iizere toplam 6 genotipi vardir. Bu calismanin amaci ise, Tiirkiye’'nin farkli cografi
bolgelerinden HAV ile enfekte olmus hasta serumlarinin analizlerine bagli olarak en yaygin

HAYV genotipini saptamaktir.

Farkli cografi bolgelerden serumlari elde edilen 137 hastanin VP1-2A bolgelerinin sekans ve
filogenetik analizleri sonucunda Tiirkiye’de ki en yaygin genotip IB olarak bulundu (%100).
Tiirk izolatlan ile genotip IB arasinda yapilan karsilastirmada aradaki benzerlik %94.9 oldu.
Tiirk izolatlar kendi aralarinda “Mean Percentage Nucleotide Distance” analizi ile

karsilastirildiklarinda ise arada ki benzerlik % 95.3 ile % 100 arasinda degiskenlik gosterdi.

Yapilan filogenetik analizler sonucunda Tiirkiye’de ki en yaygin genotipin IB oldugu
gozlemlendi. Yapilan sekans analizi sonucunda elde edilen veriler, lokal veya biiyiik bir
salginin var olup olmadiginin anlasilmasinda onemli bir veri kaynagi olusturarak, yapilacak

olan miidahelelerin dogru ve zamaninda olmasina yardimci olmaktadir.

Anahtar kelimeler: Hepatit A viriisii, genotipleme, filogenetik analiz
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ABSTRACT

Molecular Characterization of Hepatitis A Virus Isolated From Acute Infections in

Turkey

Hepatitis A virus (HAV) is a global public health problem especially in developing countries
and the most common cause of hepatitis in childhood. HAV is a single stranded positive RNA
virus subdivided to 6 genotypes (3 human, 3 simian). The aim of this study was to determine
the prevalent genotype in Turkey using sera of acute HAV infected patients from different

geographical regions of the country.

Sera of 137 patients with acute HAV were collected for phylogenetic analysis from different
geographical regions. Sequencing and phylogenetic analysis of VP1-2A junction of HAV
showed that the most prevalent genotype in Turkey is 1B (100%). Comparison of Turkish
isolates and reference sequences of genotype IB showed a similarity of 94.9%. When Turkish
isolates were compared with each other according to Mean Percentage Nucleotide Distance

analysis, similarity varied between 95.3% and 100%.

Phylogenetic analysis pointed out that all Turkish isolates belong to genotype IB. Sequence
analysis is a useful tool in revealing hepatitis A outbreaks, and allows us to detect and

distinguish the presence of epidemic and small outbreaks.

Key words: Hepatitis A Virus, genotyping, phylogenetic analysis
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SIMGELER DiZiNi
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1 GIRiS

Eski Roma, Yunan ve Cin yazitlarinda “jaundice” olarak belirtilen hastaligin giiniimiizde
Hepatit A Viriisii (HAV) oldugu tahmin edilmektedir (Nainan vd 2006). ilk Hepatit A
terimi 1967 yilinda ortaya ¢ikmis olup, enfekte olmus insanlardan alinan orneklerde ilk
olarak 1973 yilinda immiin elektron mikroskobu ile goriintiilenmistir (Martin ve Lemon

2006, Cristina ve Costa-Mattioli 2007). 1979 yilindada seri olarak hiicre kiiltiiriinde

pasajlanmaya baslanmistir (Purcell ve Emerson 2001).

Sekil 1.1 Hepatit A Viriisiiniin elektron mikroskobundan elde edilen goriintiisii

Diinya niifusunun yaklagik olarak %901 bir sekilde HAV ile enfekte olmustur (Purcell ve
Emerson 2001). Her yil yaklasik 1.5 milyon vaka bildirilmis olsada sero-epidemiyolojik
caligmalara gore her yil on milyonlarca kisi viriis ile enfekte olmaktadir (Kulkarni vd
2009). Dolayis1 ile HAV giiniimiizde hepatite yol acan onemli bir insan patojeni olarak
kabul edilmekte ve HAV icin etkili bir ag1 bulunmasina ragmen, tiim diinyada akut hepatite
yol acan en Onemli etiyolojik ajan olmaya devam etmektedir (Liu vd 2003). HAV’mn
yayginlig gelismekte olan ve gelismis olan iilkelerde farklilik gostermektedir. Hastaligin
fecal-oral yollarla enfekte olmus kisilerle direkt temas veya kontamine olmus yiyecek ve
iceceklerin titketimi ile yayillmasindan kaynakli olarak sosyo-ekonomik kosullar ve yasam
alanlariin diizeyi, HAV yayginliginin degiskenlik gostermesinin en 6nemli nedenleri

olmaktadir (Normann vd 2008).



Hastaligin belirtileri ise cocukluk doneminde genellikle gézlemlenmezken, yas ortalamast
yiikseldikce hastaligin ciddiyeti artmakta, O©lim oramt % 0.1 ile 0.5 arasinda
gozlemlenirken, 40 yas iistii bireylerde 6liim oraninin %2’ye kadar arttigr goriilmektedir

(Normann vd 2008)

HAYV zaman zaman akut hepatit vakalarina ve fulminant hepatit olan vakalarda oliimciil
olabilecek ciddi salginlara yol agmaktadir. Buna ragmen HAV’1n hicbir zaman tek basina

kronik karaciger yetmezligine yol actig1 goriilmemistir (Cristina ve Costa-Mattioli 2007).

Hepatit A viriis enfeksiyonlarinda hastalarin yasi, HBV veya HCV ile ko-enfeksiyonu,
bayan olmasi, gibi 6geler karaciger yetmezliginde ve oliimciilliikkte 6nem tasimaktadir
(Oltmann vd 2008). Enfeksiyon sonrasi viriisiin inkiibasyon siiresi yaklasik olarak 28
giindiir (15-50 giin arasinda degiskenlik gostermektedir). Hastaligin semptomlar1 c¢ok
belirgin olamayabileceginden kisi istemsiz olarak viriisiin yayilmasina sebebiyet

verebilmektedir (Keystone ve Hershey 2008)
1.1 Hepatit A Viriisii

Tiim viriisler virionlarimin  morfolojik, fiziksel ve fizikokimyasal ozelliklerine,
proteinlerine, lipidlerine, karbonhidratlarina, genom organizasyonlarina, replikasyonlarina,
antijenik ozelliklerine bagl olarak siiflandirilmaktadir. Siniflandirmalar1 DNA veya RNA
viriisii olmalarina, RNA viriisti ise negatif veya pozitif zincirli olmalarina, zarfli ya da
zarfsiz olmalarina karsilik degisiklik gosterebilmektedir. Hepatit A Viriisii (HAV) bir RNA
viriisii olup, en onemli hepatit viriislerinden biri olarak kabul gérmektedir. Picornaviriade
ailesinin bir iiyesi olan HAV, heptoviriis cinsinin tek iiyesidir. HAV ilk olarak enteroviriis
72 olarak tanimlanmis daha sonra niikleotid ve aminoasit dizilimlerinin a¢iga c¢ikarilmasi
ile birlikte yeni bir cins olan Hepatoviriise dahil edilmistir (Melnick 1992.). Hepatoviriis
cinsinin tek {iyesi olmasinin ve de picornaviriade ailesinin diger liyelerinden ayrilmasinin
nedenleri genel olarak, diisikk pH ve degisen sicaklik kosullarinda stabil kalabilmesi, hiicre
kiiltiriinde yavas ve verimsiz replikasyon gostermesi sayilabilirken en Onemli
farkliliklarinin, uzun ve senkronizasyonsuz protein kilifindan ayrilma yontemi ve viral
proteinin mristat kismindan yoksun olmasi ve kiiciik bir VP4 proteinine sahip olmasi
gosterilebilir (Robertson vd 1992, Bishop 2000, Bishop ve Anderson 2000). Fiziksel
ajanlara kars1 cok stabil duran viriis bu nedenle yiyeceklerde ve suda uzun siire canl

kalabilmektedir (Purcell ve Emerson 2001).



1.2 HAY Virion Yapisi

HAYV yaklasik 27-32 nm olup zarfsiz ikozahedral yapiya sahiptir (Konduru vd 2009). HAV
RNA'’s1 her birinden 60 kopya olmak iizere VP1, VP2 ve VP3 kapsid proteinlerinden
olusan ikozahedral kapsid ile cevrilmistir (Martin and Lemon.2006). HAV ile enfekte
olmus hiicrelerden elde edilen bilgilere gore 3 cesit intakt antijenik HAV partikiili

tanimlanmastir.

1. VP1, VP2, VP3 ve muhtemelen VP4 proteinlerinden olusan bir capsid

icerisinde viral RNA iceren virionlar

ii. VP1, VPO ve VP3 proteinlerini ve viral RNA igeren provirionlar ya da

olgunlagmamis virionlar

iii. Provirionlara benzer kapsid formu iceren ancak viral RNA icermeyen bos
HAYV partikiilii olarak tanimlanan prokapsidler (Bishop ve Anderson 2000,
Sanchez vd 2004)

Provirionlarin, RNA- bagimh bir yolakla VPO proteinlerinin VP2 ve VP4 proteinlerine
dontistiriilmiis olan virionlarin, olgunlasmamis hali oldugu disiiniilmektedir (Bishop ve

Anderson 2000).
1.3 HAY Genom Organizasyonu

HAV genom organizasyonu diger picornaviriisler ile benzerlik gostermektedir. 7.5 kb

uzunlugunda, pozitif tek zincirli RNA viriisii olan HAV temel olarak;

e Diger viriislerden farkli olarak genomun yaklasik %10’u kadar bir bolgeye
sahip 750 niikleotidlik kodlamayan 5’ bolgesine (5° UTR),

e Yaklasik 6680 niikleotid uzunlugunda tek bir okuma cercevesine (ORF) sahip
olan kodlayan bir bolge,

e yaklasik 40-80 niikleotid uzunlugunda ucunda polyA bolgesi bulunun
3’kodlamayan bolge (3° NTR)

olmak iizere 3 temel boliimden olusmaktadir (Cuthbert 2001, Sanchez vd 2004, Hu ve
Arsov 2009).



Yaklagik 750 baz uzunlugundaki 5 UTR bolgesi karmasik bir yapiya sahip olup viral
translasyon icin gerekli olan bir IRES(Internal Ribosomal Entry Site) bolgesine sahiptir
(Konduru vd 2009). Aym1 zamanda HAV’in 5° kodlamayan bdolgesine viriis tarafindan
kodlanmis VPg proteini kovalent olarak bagli olarak bulunmaktadir. (Zhang ve Kaplan
1998).

5’ UTR bolgesi i¢in 6 ana ikincil yap1 domainlerinin varligi 6nerilmektedir. Bu 6nermelere
gore ilk iki domainin 5 ucunun 1 ile 95. niikleotidleri arasinda konumlanmaktadir, ilk
domain hairpin yapisina ikinci domain ise iki stem-loop yapisina (a ve b) sahiptir. Bu
yapmin ardindan uzun bir poliprimidin bolgesi devam etmektedir ardinda diger dort

domain 155 ile 734. niikleotidler arasinda konumlanmaistir.

Bu bolgeler ve 3° NTR bolgesinde bulunan polyA dizilimleri HAV replikasyonu ve

translasyonu icin 6nem tagimaktadir.

Hepatit A Virlisii Genom Organizasyonu

7.5 kb ss+ RNA

\ P1-2A g 2BC P3 ,

VP 2
., vez | ves | vei | Al 2B

o

@)

o o°
v

virion A Replikasyon kompleksi

T NTE+ poly(A]

membran ankor

Sekil 1.2 HAV genom organizasyonu (Gauss-Miiller vd 2007)



1.4 HAY Viral Proteinleri

HAYV yaklasik 20 y1l kadar 6nce hiicre kiiltiiriine adapte edilmis olmasina ragmen, diisiik
titrelerde viriis olusumuna bagh olarak, protein kimyas1 ve yapilar hakkinda yeterli bilgi
heniiz elde edilememistir (Cuthbert 2001). HAV tek bir acik okuma cercevesine sahiptir ve
bu tek uzun okuma bolgesi yaklagik 250 kDa boyutunda olan bir poliprotein
kodlamaktadir. Daha sonra bu poliprotein co- ve post-translasyonel degisikliklerle daha
kiiciik olan yapisal ve yapisal olmayan proteinlere doniistiiriilmektedir (Konduru vd 2009).
HAV’1n kodlayan bolgesi temel olarak P1, P2 ve P3 olmak iizere ii¢ fonksiyonel boliime
ayrilmistir. Bu boliimlerden P1 bolgesi kapsid proteinleri olan VP1, VP2, VP3, VP4
proteinlerini kodlamakta, P2 ve P3 bolgeleri ise replikasyonda etkin olan 2A, 2B, 2C, 3A,
3B, 3CP™, 3D bolgelerini sirasi ile kodlamaktadir (Costa-Mattioli vd 2003, Cristina ve
Costa-Mattioli 2007, Kulkarni vd 2009 )

Tablo 1.1. HAYV proteinleri ve genel 6zellikleri (norder vd. 2011)

Genomik Bolge | Protein adi Protein Fonksiyonu
P1 VP1, VP2, VP3, VP4 | Ana kapsid proteinleri
P2 2A Yapisal protein
2B Viriis replikasyon kompleksi icin membran

baglayici protein

2C Kapsid olugmu, virionun kiliftan ayrilmasi, RNA
sentezi gibi mekanizmalarda ATPaz ve helikaz

aktivitesi

P3 3A Virlis replikasyon kompleksi olusumu icin

membran sabitleyici protein

3B RNA sentezi baslangici i¢in primer gorevi (VPg)
3C Kimotripsin benzeri sistein proteazi
3D RNA bagimli RNA polimeraz




1.4.1

Yapisal proteinler

VP1: Ana kapsid proteini
VP2: Ana kapsid proteini
VP3: Ana kapsid proteini

VP4: Cogu picornaviriislerde genomlarinin amino ucunda yer alan VP4 de dahil
olmak {iizere kapsidlerinde 4 polipeptide sahiptirler. Hepatit A viriisiiniin amino
ucunda ise ¢ok kiiciik bir VP4 bolgesi bulunmaktadir ve bu bolgenin viriis
morfojenesisi icin 6nemi heniiz aydinlatilamamistir. Aym1 zamanda yapilan protein
izolasyonlarinda VP4 proteini tek basina izole edilememistir. Diger
picornaviiriislerde VP4 bolgesinin amino ucunun mristalizasyonu ayni zamanda
virion morfojenesisi i¢in dnem tasirken HAV da bu islem gerceklesmemektedir.
Baz: bilgilere gore pentamerlerin bos kapside baglanabilmeleri i¢cin VP4’e ihtiyac

oldugu soylense de, baz1 ¢alismalarda da VP4 olmadan da bos kapsid olusumu

godzlemlenmistir. (Martin ve Lemon 2006).

Sekil 1.3 HAYV yapisal proteinleri sematik gosterimi (VP1, VP2, VP3, VP4)



1.4.2

Yapisal olmayan proteinler

2A: 2A bolgesi 71 aminoasitlik bir bolgeyi kodlamaktadir. 2A proteinin tam
fonksiyonu heniiz aydmlatilamamistir. Yeni yapilan c¢alismalara gore 2A
proteininin viriis morfojenesisinde rol oynadigi gozlemlenmistir. 2A bdlgesinin
cikarilip ardindan enfekte edilen hiicrelerde infeksiyoz bir viriis partikiiliiniin
olusamadigr gozlemlenmistir. Buna baglh olarak 2A bdlgesinin kapsid olusumunda
onem tasidig diisiiniilmektedir (Martin ve Lemon.2006). 2A bdlgesinin delesyonu
viriis kapsid proteinlerinin pentamerlesmesini engelleyerek viriis formasyonunu

engelledigi gbzlemlenmistir.

2B: 251 aminoasit biiyiikliigiinde olan proteini viral RNA replikasyonda rol

oynamaktadir.

2C: 335 aminoasit uzunlugunda olan 2C proteini de 2B gibi viral RNA
replikasyonunda rol oynamaktadir. Ayn1 zamanda bu proteinin helikaz ve NTPaz

aktiviteleri bulunmaktadir.

3A: Viriis replikasyon kompleksi olusumu i¢in membran sabitleyici protein olarak

gorev almaktadir.

3B: VPg olarakta bilinen kiiciik bir protein bolgesi. Viriis RNA’sinda transle
olduktan sonra kovalent olarak 5 UTR bolgesine baglanmaktadir. Aym1 zamanda
viriis replikasyonu icinde primer gorevi iistlenmektedir (Martin ve Lemon 2006).

23 aminoasit uzunlugundadir.

3CP™: Viriis tarafindan  sentezlenen poliproteinin  post translasyonel
modifikasyonlarla kesimini saglayan bir sistein proteazidir. 219 aminoasit

uzunlugundadir.

3DP": RNA bagimli RNA polimeraz. 489 aminoasit uzunlugundadir.
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Sekil 1.4 HAV hayat dongiisii. (1) Viriis hepatosite hiicresel bir reseptore baglanarak girer. (2) Bu
olaymn ardindan pozitif anlamh RNA kiliftan ayrilarak hiicre icine salimir. (3) 5° UTR bolgesinde
bulunan IRES bélgesi cap-bagimsiz RNA translasyonunu baslatarak poliprotein olusturur. Bu
poliprotein co- ve post-translasyonel modifikasyonlarla 3CP™ viral proteaz aktivitesi ile ana viriis
proteinleri olusturulur. (4) Olusturulan yapisal olmayan proteinler membran bagimh RNA replikaz ile
birlikte genomun 3’ ucuna baglanarak negatif anlamli RNA’nin olusumu saglanir. Negatif anlamh
RNA’dan da pozitif anlamhi genomik RNA’larin cogaltilmasi saglamir. (5) Olusan pozitif anlamh
RNA’lar yapisal proteinlerle birleserek yeni viral partikiilii olusturur. (6) Yeni olusturulan HAV
partikiilleri hepatosit hiicresinin apikal membranindan safra kanallarina salgilamip, buradan da

safraya ve ince bagirsaga yayilir (Martin ve Lemon 2006, Gauss-Miiller vd 2007)



1.5.1 Viriisiin Hiicre Icine Girisi

Afrikan yesil maymun karaciger hiicrelerinde tanmimlanan hiicresel bir reseptor olan
HAVecer-1’e  baglandiktan sonra HAV  genomunun hiicre icine girisi heniiz

aydimlatilamamistir (Zhang ve Kaplan 1998).

HAV RNA’simin kilifindan ayrilip hiicre i¢ine girebilmesi icin HAV partikiiliiniin olgun
HAYV virionu olmasi gerekmektedir. Ancak bu sekilde konformasyonel degisikliklerden

gecerek viral RNA’nin kilifindan ayrilmasi miimkiin olmaktadir (Bishop 2000).
1.5.2 Protein Translasyonu ve Proteinlerin islenmesi

Viriis hiicre kilifindan ayrilarak hiicre i¢ine girdikten sonra mesaj-anlamli (pozitif anlaml)
genomik RNA’dan direk olarak viral proteinlerin translasyonu gerceklesmektedir (Martin

ve Lemon 2006).

5> UTR bolgesinin ikincil yapist HAV translasyonunun indiiklenmesi i¢in 6nem
tasimaktadir. Diger RNA viriislerinde bulunan translasyonun baslatilabilmesi icin gerekli
olan mRNA’nin 5’ ucunda cap bagimli ribozomal kompleksin olusturulmasi picornaviriade
RNA’larinda bulunmamaktadir. Bunun yerine HAV’1n da dahil oldugu picornaviriislerde
5 UTR bolgesinde ki IRES bolgesi translasyonun baslatilmasinda rol oynamaktadir
(Cuthbert 2001.). IRES bagimli meydana gelen translasyonda bir ¢ok translasyon baslatma
faktorii rol oynamaktadir. Ancak bu faktorler icerisinde cap-baglama fakorii olan dkaryotik

baslatma faktorii olan 4e yer almamaktadir (Cristina ve Costa-Mattioli 2007).

Translasyonda olusturulan poliproteinin proteolotik olarak kesilmesi translasyonla eg
zamanh olarak 3CP™ aktivitesi ile yapilmaktadir (Martin ve Lemon 2006) .Diger iyi
calisilmis picornaviriislerden farkli olarak HAV’da olusan poliproteinden ilk protein
kesimi 3CP™ tarafindan 2A-2B birlesiminin oldugu bolgede gergeklesmektedir. Ortaya
cikan P1-2A bolgesi daha sonra viral proteaz tarafindan kapsid proteininin iki ana onciilleri
olan VPO(VP4-VP2) ve VP1-2A (ayn1 zamanda pX olarak tamimlanmis) proteinlerine ve
VP3 kapsid proteinine kesimi yapilmaktadir. VP1-2A bolgesi ayni zamanda virion
morfojenesisi i¢in onem tagimaktadir. VP1-2A bolgesinin kesimi bilinmeyen hiicresel
proteazlar tarafindan virion morfojenesisi islemi sirasinda gerceklesmektedir. Fakat
olgunlasmis 2A proteinine hicbir zaman enfekte edilmis proteinlerden elde edilmis

preparatlarda rastlanmamustir (Cristina ve Costa-Mattioli 2007).
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Sekil 1.5 HAYV translasyon sonrasinda meydana gelen modifikasyonlar sonucu meydana gelen protein

bolgelerinin sematik gosterimi (Cristina ve Costa-Mattioli 2007)
1.5.3 RNA replikasyonu

Yeni verilere gore HAV replikasyonu sadece karaciger hiicreleri olan hepatositlere ve
gastrointestinal epitel hiicrelerine 6zgiidiir. Ancak yapilan hiicre kiiltiir ¢alismalarinda
replikasyonun hepatit hiicre hatlar1 olmayan hiicrelerde de meydana geldigi
gozlemlenmistir. Viriis replikasyonunun hiicre parcalanmasina bagimli olmadigi
gozlemlenmistir, zira yiiksek viriis titrelerinin varliginda herhangi bir hepatosit nekrozuna

rastlanmamustir (Cuthbert 2001).

RNA sentezi yapisal olmayan 2B ve 3DP

bolgelerinden olusan biiyiik makromolekiiler
replikaz kompleksinin olusmasi ile hiicresel endoplazmik retikulum tarafindan saglanan
membran iizerinde gerceklesmektedir. RNA transkripsiyonu ¢ogu polioviriislerde oldugu
gibi protein primerleri lizerinden gerceklesmektedir. HAV transkripsiyonunda da iiridiliate
edilmis VPg proteini hem negatif anlamali hem de pozitif anlamli RNA’lar i¢in primer
olarak rol oynamaktadir. Viral RNA sitoplazma icerisinde bulundugu sirada bir ¢ok viral
proteinlerin olusmasinda yol ag¢maktadir. Viral RNA’nin kalip olarak kullanildig:
replikasyon kompleksi olustuktan sonra bilinmeyen sayida ki bu viral proteinler pozitif
anlamli RNA’nin negatif anlamli RNA’ya doniismesinde rol oynarlar. Olusan negatif
anlamlt RNA daha sonra pozitif anlamli RNA’larin olusmasinda rol oynayarak pozitif
anlamli RNA’nin mRNA olarak kullanilarak viral proteinlerin translasyonunda rol

oynamasina ya da enkapside olarak enfeksiyéz virionlarin olusmasina olanak

saglamaktadir (de Paula vd 2009).
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1.6 HAY Epidemiyolojisi

HAV epidmeyiolojisinin aydinlatilmasi, enfeksiyonun kaynaklarinin agiga cikarilmasina
ve konak popiilasyonlardaki viriis evriminin anlagilmasina olanak saglamaktadir.
Kullanilan molekiiler belirtecler enfeksiyonun hem tamimlanmasinda hem genetik
yakinhiginin anlagmasinda gorev alarak, enfeksiyon bulas yollar ve zinciri hakkinda da

bilgi saglayarak olasi salginlarin 6nlenmesine yol acabilmektedirler (Nainan vd 2006).

Serolojik analizlere bagl olarak bolgeler yiiksek, orta ve diisiikk endemik bolge olarak
ayrim gostermektedir. Buna baglh olarak yiiksek endemik olarak kabul edilen bolgelerde
bilyiime ¢aginda olan ve yetigkinlerde yapilan serolojik analizlerde sero-pozitif oran1 %100
olurken ki bu durumda viriis ile cocukluk déneminde karsilasilmistir, orta endemik
bolgelerde sero-pozitif bireylerdeki yas ortalamasi ¢ocukluk donemlerinden biiyiime

donemine veya yetiskin doneme kaymaktadir.

Endemisite seviyeleri iilkelerin gelismislik oranlarina bagl olarak yasam kosullarinin ve
hijyen oraninin yiiksek olmasina baglh olarak degiskenlik gostermektedir (Tablo 1.2).
Diinyada ki yapilan HAV epidemiyoloji c¢alismalarina bakildiginda genel olarak yiiksek
endemisite goriilen alanlar arasinda Meksika, Merkez ve Giiney Amerika, Afrika, Orta
Dogu, Asya ve Bati Pasifik (Japonya hari¢) yer alirken, Amerika, Avrupa ve Avustralya
diisiik endemik bolgeler olarak yer almaktadirlar (Keystone ve Hershey 2008) (Sekil 1.6).

Diisiik endemik bolgelerde meydana gelen Hepatit A vakalarinin ¢cogunlugunu yiiksek
endemik bolgelere yapilan seyahatler olusturmaktadir. Yapilan calismalar incelendiginde,
ornegin Almanya’da yapilan bir calismaya gore Hepatit A viriisiine karsi etkili olan asinin
yurtdigina seyahat edecek olanlara 6nerilmesine karsin yiiksek veya orta endemik bolgelere
seyahat eden bireylerin yaklasik % 40’1 hepatit A ile enfekte olmaktadir (Faber vd 2009).
Seyahat eden kisilerin ziyaret amaclarinin turistik veya aile ziyareti olmasi1 hepatit A viriisii
ile enfekte olma oraninda etkilemektedir. Ornegin Tiirkiye’de endemisitenin ¢ok daha
diisiik oldugu Ege bolgesine turistik amacla gelen bir kisinin, endemisitenin daha yiiksek
oldugu Dogu Anadolu bolgesine aile ziyaretine gelen bir kisiye kiyasla HAV ile karsi
karsiya kalma oram oldukca diisiiktir. Buna baghh olarak Almanya’da yapilan
epidemiyolojik calismada Tiirkiye ile bir sekilde iliskisi olan hastalarin (Tiirkiye’den go¢
etmis olan, Tiirkiye’ye ziyarete giden, ebeveynlerinden biri Tiirk olan) genotiplerinin IB

oldugu gozlemlenmistir.
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Endemik olan Giiney Amerika’da yapilan sistematik immiinolojik ¢alismalara gore ise
diisiik gelirli popiilasyonlarin yaklasik %901 18 yasinda serolojik verilere gore HAV ile
enfekte olmus ve Amerikan ulusal saglik merkezlerinde ki verilere gore de akut hepatit
vakalarimin % 50’sinin nedeninin HAV oldugu belirtilmistir (Garcia-Aguirre ve Cristina
2008). Bu rakamlar tiim diinyada yapilan caligmalarla paralellik gostermektedir. Jacobsen
ve Wiersima’'nin yaptig1 bir caligmada, yas ve bolgelere gore 1990-2005 aralarindaki
vakalar sistematik olarak incelendiginde yas oram arttik¢a, 85+ yasindan sonra, anti-HAV
goriilme oranlan tiim diinyada, yiiksek gelirli Kuzey Amerika hari¢, 2005 yilinin sonunda

%100 olarak goriilmiistiir (2010).

Yapilan bir bagka epidemiyolojik ¢aligmada ise Amerika’da yiyeceklerden kaynakli olarak
bulagilan hastaliklarin %5’inin HAV oldugu gézlemlenmistir. Kanada’da yapilan bir
calismadan elde edilen bilgilere gore ise kayit altina alinabilmis vakalarin % 10-15 kadart
seyahat eden kisilerde oldugu saptanmustir. Seyahat eden bireylerde goriilen hastaliklara
bakildiginda hastalifin goriilme orani ve Oliimciillik orami koleraya gore 500 kat,
poliomyelitise gore 150 kat, hepatit B virlisine gore 3 kat daha fazla oldugu
gozlemlenmistir (Costa-Mattioli vd 2003, Hu ve Arsov 2009.).
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Sekil 1.6 HAV Enfeksiyonun cografik dagilimi
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Tablo 1.2 Bolgesel HAV goriilme oranlar1 (Jacobsen ve Wiersma 2010)

2005 niifusu itibari ile en |endemisite

BOLGE WHO uyumlu bolge biiyiik tilkeleri seviyeleri

Yiiksek gelirli Pasifik

Asya Bat1 Pasifik Japonya, Kore, Singapur Cok diisiik
Ozbekistan, Kazakistan,

Merkez Asya Avrupa Azerbaycan Orta

Dogu Asya Bat1 Pasifik Cin Diisiik

Giineydogu Asya/Dogu
Giiney Asya Akdeniz Hindistan, Pakistan, Banglades | Yiiksek
Giineydogu Asya/Bati

Glineydogu Asya Akdeniz Endonezya, Filipinler, Vietnam | Diisiik

Avustralya Bat1 Pasifik Avustralya, Yeni Zelanda Cok diisiik
Kiiba, Dominik Cumbhuriyeti,

Karayipler Amerika Haiti Diisiik

Merkez Avrupa Avrupa Polonya, Romanya Diisiik

Dogu Avrupa Avrupa Rusya, Ukrayna, Belarus Diisiik

Bat1 Avrupa Avrupa Almanya, Fransa, Ingiltere Cok diisiik

Andean Latin Amerika Amerika Peru, Ekvator, Bolivya Orta
Meksika, Kolombiya,

Merkez Latin Amerika Amerika Veneziiella Orta

Giiney Latin Amerika Amerika Arjantin, Sili, Uruguay Orta

Tropikal Latin Amerika Amerika Brezilya, Paraguay Orta

Kuzey Afrika/Orta Dogu Dogu Akdeniz Mastr, Iran, Tirkiye Orta

Yiiksek gelirli Kuzey

Amerika Amerika Amerika, Kanada Cok diisiik
Papua Yeni Gine, Solomon

Okyanusya Bat1 Pasifik Adalari, Fiji Orta

Merkez alt-Sahara Afrika Afrika Kongo, Angola Yiiksek

Dogu alt-Sahara Afrika Afrika Etiyopya, Tanzanya, Sudan Yiiksek
Giiney  Afrika, Zimbabwe,

Giiney alt-Sahara Afrika Afrika Namibya Yiiksek

Bat1 alt-Sahara Afrika Afrika Nijerya, Gana, Cote d'lvoire Yiiksek
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1.7 HAY Tani ve Tedavi

Hepatit A viriisii ile enfekte olan hastalarin yaslar hastaligin seyri i¢in 6nem tasimaktadir.
Cocuklarda enfeksiyon cogunlukla asemptomatik olurken, yetiskinlerde hastalifin klinigi
hafif sarilik olmayan enfeksiyondan, ciddi fulminant hepatit yetmezligine kadar
ilerleyebilmektedir (Garcia-Aguirre ve Cristina 2008.). Bu nedenle hastaligin erken
safhada tespit edilmesi Oliim oraninin ve hastaligin seyrinin ciddiyeti acisindan 6nem

kazanmaktadir.

HAV ile enfekte olan kisilerde meydana gelen belirtiler arasinda nezle, kiriklik, istah
kaybi, ishal, kusma, mide rahatsizligi, koyu renkli idrar, gbzde ve ten renginde sararma yer

alirken bu semptomlarin hepsi birden kiside kendini gostermez (WHO).

HAYV enfeksiyonu belirlenen hastalarin tedavisi icin belirli bir ila¢ ve yontem bulunmazken
hastalara bagisikliklarin giiclendirecek diyetler ve istirahat onerilmektedir. Kaybettikleri
viicut sivilarin1  artirict  besinler almalar1  Onerilmektedir. Enfeksiyon genellikle
kendiliginden gecmekle beraber yetiskin hastalarin  klinik takibi Onem arz
etmektedir(WHO). Pasif bir immunoglobulin tedavisi akut HAV enfeksiyonunu
onleyebilirken, bu tedavinin hastaligin ilk iki haftasinda damar icine uygulandiginda

verimi >%85 daha fazla olmaktadir (Keystone ve Hershey 2008)

HAV karacigerde cogalarak viremia olusturduktan sonra safraya salgilanir ve kisinin
digkisina salimir. Hastaligin seyri sirasinda IgM, IgG, viriis miktar1 incelendiginde IgM
degerinin 3 ile 6 ay icerisinde diismeye basladigi bir miiddet sonra testler tarafindan
saptanamadigi gézlemlenmistir. IgG antikorlar ise IgM olustuktan hemen sonra olusmaya

baslar ve hayat boyu bagisiklik saglar.
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Sekil 1.7 HAYV enfeksiyonu sonrasinda degisen viriis miktari, ALT seviyesi, IgM ve IgG degerleri

HAV enfeksiyonun tespiti icin molekiiler ve immiinolojik tespitlere dayanan bir¢cok
yontem yer almaktadir. Birbirleri ile kiyaslandiginda hem hassaslik hem hizli tespit
acisindan molekiiler yontemlerin kullanimi1 daha uygun olmakla birlikte klinikte genellikle

immiinolojik saptama yontemleri daha yaygindir.
1.7.1 HAY spesifik antikorlarm saptanmasi

Akut enfeksiyon tamisi icin yaygin olarak [gM anti-HAV birincil belirte¢ olarak
saptanmaktadir. IgM anti-HAV temel olarak kapsid proteinlerine karsi olusturulur. IgM
anti-HAV belirlemek amaci ile radyoimmiinoassay, immiinokimyasal boyama, ELISA,
immiin blotlama, dot-blot immiinogold filtrasyon gibi ¢esitli yontemler kullanilmaktadir.
IgM anti-HAV ELISA testleri ilk olarak tasarlandiklarinda enfeksiyonun ardindan 4-6
hafta kadar bir siire zarfinin ardindan ancak saptama saglarken, yeni testler yeni HAV asis1

olmus bir bireyde bile IgM anti-HAV tespit edebilmektedir (Nainan vd 2006).

Daha once HAV enfeksiyonu ile karsilagip karsilagilmadiginin anlagilmasi IgG anti-HAV
tayini ile belirlenmektedir ancak piyasadaki testler total anti-HAV (hem IgG hem IgM
antikorlar1) saptamaktadir. Bu durumda total anti-HAV varligi ancak IgM anti-HAV
yoklugu enfeksiyonun yeni ya da eski olup olmadiginin belirlenmesinde belirleyici

olmaktadir (Nainan vd 2006).
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1.7.2 Antijen saptanmasi

Hepatit A viriisii hiicre Kkiiltiiriine cok zor adapte olmaktadir. Insan ve insan orijinli
olmayan bir¢ok hiicre hattinda HAV ¢alismalar1 yapilmakta ancak yapilan ¢aligmalarda
olusan viriis ve viral antijenler diger viriislerle karsilastirildiginda ¢ok diisiik oranlarda
kalmaktadir. HAV hiicre hattinda herhangi bir sitopatik etki yaratmadigindan ve hiicresel
zarara yol acmadigindan HAV antijeni saptamak i¢in immiinolojik testler yapilmaktadir.
Bunun i¢in enfektiviteyi Olcmek amaci ile kullanilan yontemler arasinda

radyoimmiinofokus testi, florasan fokus testi, in stu radyoimmiino testi bulunmaktadir.

Klinik ve cevresel elementlerden elde edilen 6rneklerde HAV antijeni saptanmasi icinde
yine radyoimmiino testler ve enzim immiino testler kullamilmaktadir. Ancak kan
orneklerinde antijen saptamak fibronektinin HAV’a baglanarak immiinolojik saptama icin

gerekli olan antijen igerenlerini maskeledigi i¢in olduk¢a zordur (Nainan vd 2006).
1.7.3 Molekiiler yontemlerle saptanmasi

Niikleik asit saptama teknikleri, farkli 6rneklemelerden HAV varligiin tespiti i¢in antijen
varligim1 saptayan immiinolojik testlerinden daha hassas yontemlerdir. HAV RFLP
(Restriction fragment lehgtn polymorphism), “single-strand” konfromasyonel polimorfizm,
Southern blotlama, niikleik asit sekansi, niikleik asit hibridizasyonu, ters transkripsiyon
PCR (RT-PCR) ve antijen yakalayan RT-PCR gibi bircok yontemle HAV saptanmasi
yapilabilmektedir.

Klinik ve cevresel 6rneklerden HAV RNA izolasyonu RT-PCR i¢in ilk basamaktir ve
harkli 6rnekler icin izolasyonlarda farkli tekniklere ihtiya¢ vardir. Onceki protokollerde
serumdan veya digkidan yapilan izolasyonlarda proteinaz K kullanimini fenol-kloroform
izolasyonu takip eder ve etanol ucurma sonucunda niikleik RNA elde edilir. Daha sonra
guanidyum tiyosiyanat fenol-kloroform izolasyonu piyasadaki kitlerde RNA ve total
niikleik asit izolasyonu icin uygun hale getirildi boylece izolasyonlarda ki verim ve

hassasiyet arttirilmig oldu.

RNA’dan komplement DNA(cDNA) olusturulmas: esnasinda ana materyaldeki bazi
inhibitorlerin varligi verimi dusiirlirken kullanilan Rnaz icermeyen c¢ozeltiler ve
materyaller amplifikasyonun verimini olduk¢a arttrdigi diisiiniilmektedir. HAV
saptanmast i¢in kullamilan RT-PCR yontemi genellikle iki tur PCR yapilarak

saptanmaktadir. Zaman kazandiran hem cDNA hem PCR isleminin ayn1 anda yapildigi
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yontemlerde tasarlanmistir ancak bu yontemlerde hem hassasiyet azalmis hemde verim

geleneksel yonteme nazaran yaklasik 1 log kadar daha diisiik kalmistir.

Es-zamanli PCR HAV saptanmasi icin yiiksek hizi, hassasiyeti, tekrarlanabilirligi ve
kontaminasyonun minimalize edilmesi acgisindan HAV saptanmasi icin bir devrim
niteligindedir. Es-zamanli PCR’da gerekli olan dongii sayisinin azaltilmasi, ihtiya¢ olan
replikon uzunlugunun az olmasi, kullanilan elektronik saptama materyallerinin hassashigi
en cabuk saptamayi saglamaktadir. Eg-zamanli PCR da DNA-baglayan florofor, ya da
SYBR green basitlikleri acisindan yayginca kullanilmaktadir.

Elde edilen PCR iriinlerinin dizilenmesi sonucunda 6rneklerin hassasiyetleri, hangi
organizasyona ait olduklar1 ve cesitli karakterizasyonu en kesin sonuglarla miimkiin
olmaktadir. Orijinal niikleik asit dizi yontemi Sanger ve arkadaslar tarafindan bagimsiz
isaretleme yontemi ve ardindan konvansiyonel jel elektroforezi ile yapilirken bu yontem
yerini modernize ederek yiliksek verimli ve 6rnekli yontemlerle florasan isaretli bazlarla ve

kapilerler kullanilarak gelistirilerek yaygin olarak kullanilmaktadir.
1.8 HAYV Genotiplendirilmesi, Kullanilan Bolgeler ve Yontemler

Hepatit A viriisii diger virtislerden farkli olarak daha korunmus bir genoma sahiptir.
Genomu iizerinde meydana gelen mutasyon orani ¢cok diisitk olmasindan kaynakli olarak
farkli izolatlar1 arasindaki genetik cesitlilik ¢ok diisiiktir. HAV’1in bu korunmus yapisi
genotiplendirmede sorun teskil etse de HAV genomu iizerinde ki en fazla genetik farklilik
bolge olan VP1-2A Dbolgesi genotiplendirme c¢alismalart i¢in  oldukca fazla

kullanilmaktadir. Bu bolge disinda genotiplendirme i¢in kullanilan bolgeler arasinda,
e VP3 bolgesinin karboksil ucu
e VPI bolgesinin amino ucu
e VPI-2A kesisim bolgesi

e VPI bolgesinin tamami yer almaktadir (Lee vd 2009).
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Yapisal proteinler Yapisal olmayan proteinler

@—s'm VP4 | VP3| vP2[ VPI IUTR | poly(A)

900 niikleotid
— — —
VP3 Cucu VP11 N uca VP1-2A kesigimi
(206 niikleotid) (171 niikleotid) (168 niikleotid)

Sekil 1.8 HAV genotiplendirmesi icin siklikla kullanilan bélgeler (Costa-Mattioli vd 2003)

HAV 1992 yilinda Robertson ve arkadaslari tarafindan ilk defa genotiplendirildiginde
toplam 7 ayr1 gruba ayrildi. Bu siniflandirmada ¢cogunlukla kullanilan VP1-2A bélgesine
bagh olarak yapildi. Daha sonra yapilan ¢alismalarda genotiplendirme icin kullanilan diger
bolgelerinde ¢ogaltilip degerlendirilmesine bagli olarak bu 7 genotipten genotip II ve
genotip VII'nin ayni genotipin alt tipleri oldugu goriildii. Buna baglh olarak genotip II ve
VII genotip II'nin alt tipleri olarak yeniden simiflandirilip genotip IIA ve genotip IIB olarak
tamimland1 (Lu vd 2004).

Diinyada ki genotip paternleri incelendiginde genotip I, 6zellikle genotip IA tiim diinyada
en yaygin olarak gézlemlenen genotip olurken, Kuzey Amerika, Cin, Japonya, eski carlik
Rusya ve Tayland bolgeleri bu genotipin goriildiigii bolgeler olarak sayilabilmektedir.
Genotip IB ise Urdiin, Kuzey Afrika, Avustralya, Avrupa ve Japonya’da yaygin olarak
goriilebilen bir genotip olmaktadir (Costa-Mattioli vd 2003) (Sekil 1.9). Genotip III
Giineydogu ve Merkez Asya’da daha yaygin gozlemlenirken, genotip IIIA damar yolu ile
uyusturucu kullananlar arasinda daha yaygin olup Isvec de Norveg’te goriilmektedir. Yeni
elde edilen verilere gore ise Rusya da genotipin IIIA’ya dogru kaydigi gozlemlenmeye

baglanmistir (Kulkarni vd 2009).
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Sekil 1.9 HAYV genotiplerinin cografik dagilim (Cristina ve Costa-Mattioli 2007)

1.9 HAY Bulas Yollar1

Hepatit A viriisiiniin birincil bulasi1 fekal-oral yollarla meydana gelmektedir. Enfekte olan
kisilerin biiyiik cogunlugunu enfekte olmus biriyle kontakt halinde olanlar olustururken, bu
cogunlugu ana okullarinda ve kreslerde calisanlar, yurt disina seyahat edenler,
homoseksiiel iliskide bulunanlar, damardan uyusturucu madde kullananlar ve de yiyecek-
icecek kontaminasyonu sonucu olusan salginlardan enfeksiyon olanlar sirasi ile

olusturmaktadirlar.
1.10 Onlemler

HAYV sadece bir tane korunmus immiinojenik nétralizasyon bolgesine sahip olup, diinyanin
degisik yerlerinden elde edilen izolatlar incelendiginde sadece bir tane serotipe sahip
oldugu goriilmiistiir (Garcia-Aguirre ve Cristina 2008). HAV diger RNA viriislerinden
farkli olarak genomunda ¢ok diisiik mutasyonlar olusturmaktadir, bir bolgede ki tek bazlik
bir mutasyon orani 1x107 ile 1x10™ kadar diisiiktiir (Sanchez vd 2003). Bu nedenle ve
aynm zamanda tek bir serotipe ve diisiik antijeniteye sahip olan hepatit A viriisiinde genotip
IB’ye gore tasarlanmig olan asilar tim HAV genotipleri icin etkin olmaktadir (Ngui vd

2008). As1 iki doz halinde alindiginda yasam boyu bagisiklik saglamaktadir (FitzSimons
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vd 2010 ). Bu baglamda oldukca etkin olan agilar hem tek baslarina hem de Hepatit B asis1

ile birlikte kombin olarak alinabilmektedir.

HAYV asis1 Amerika’da rutin olarak onerilmektedir. Endemik bolgelere seyahatler sirasinda
yapilmasi ¢ogu gelismis {iilkelerde Onerilmektedir. Seyahat edenler, askerde olanlar,
anaokullarinda ve kreslerde calisanlar, saglik alaninda calisanlar, sebze-meyve saglayicilar,
kanalizasyon islerinde c¢alisanlar, kan nakli yapilanlar, homoseksiieller, uyusturucu
bagimlilar risk altinda olan ana gruplart olusturmaktadirlar (Franco vd 2003). Bu gruplarin

onlem olarak asilanmasi olabilecek salginlarin engellenmesinde 6nemli rol oynayacaktir.

Bu tez konusunda, Tiirkiye’de ki yaygin HAV genotipinin bulunarak epidemiyoloji
caligmalarina katki saglamak, olas1 salginlarda gerekli saglik miidahalelerinin

yapilabilmesi i¢in gerekli veriyi saglamak amaclanmistir.
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2 Kaynak ozetleri
2.1 Tiirkiye’yi de Kapsayan HAV Genotiplendirme Calismalar:

Almanya’da Faber ve arkadaslarinin 2007 ve 2008 yillarindaki Hepatit A viriisii ile enfekte
olmus hastalarin iizerinden yapilan calismada elde edilen sonuglar incelendiginde;
hastalardan seyahat amacli ya da aile ziyareti amacgh bir sekilde Tiirkiye’ye gelmis

olanlarin genotiplerinin IB oldugu gozlemlenmistir. (Faber vd 2009).

Normann ve arkadaslarinin yaptigi calisma esas olarak genotiplendirme caligsmast
olmamakla birlikte genotiplendirme icin seg¢ilen iki farkli bolgenin verimliligini irdeleyen
caligmada her iki farkli bolgenin dizi analizinden elde edilen bilgilere bakildiginda
Tiirkiye’de ki yaygin genotip IB olarak bulunmustur (2008).
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3 Materyal ve Metodlar
3.1 Materyaller
3.1.1 Hasta gruplari

Arastirmada kullanilan hasta serumlarindan elde edilen RNA’lar Tiirkiye’nin ¢esitli cografi
bolgelerinden farkli hastanelerden toplanmustir. Calismaya Izmir, Kayseri, Van ve
Sanlurfa’dan hastalar dahil edilmistir. Toplamda 137 hasta serumu kullanilmistir. Akut
HAYV hastalart anti-HAV IgM degerlerine bagli olarak belirlenen akut HAV hastalarindan
dizi analizi i¢in kullanilan hastalarin genel bilgileri Tablo 3.1°de dzetlenmistir. Dort farkll
bolgelerden gelen hastalarin IgM degerleri Architect 12000 SR (Abbott, Almanya), Centaur

XP Immunoassay System (Siemens, USA) cihazlarindan elde edilmistir.

Tablo 3.1 Sekanslama icin kullanilan HA'V hastalarimin genel 6zellikleri ve IgM bilgileri

Yas n Nerkek | Mbayan | IgM (MeanSD)
0-5 40 23 17 7.842.5
6-10 18 8 10 8.74+2.7
11-20 |11 5 6 10.4+4.4
>20 7 3 4 8.243.7

3.1.2 Primerler
Stene ve grubunun yaptig1 ¢alismadan alinan primer dizileri tablo 3.1’de verilmistir (1998).

Tablo 3.2 Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan primerler ve dizileri

Primerler | Dizileri

HAV-1F |5’ TGT CTG GAG CAC TGG ATG G 3’

HAV-1IR | 5° CAT TTC AAG AGT CCA CAC ACTTCT 3’

HAV-2F |5 TGG TTT CTA TTC AGA TTG CAA ATT A 3’

HAV-2R | 5° TTC ATA TTT CAT GCT CCTCAGT 3’
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3.1.3 Kimyasallar

Tablo 3.3 Deneylerde kullamlan Kimyasallar ve Uretildikleri Firmalar

Kimyasal Adi Uretici Firma
Agaroz Vivantis, Malezya
Formamid Sigma, Amerika

Sodyum Asetat

Sigma, Amerika

Etanol Kimetsan, Tiirkiye
Silika Sigma, Amerika
dNTP Fermentas, Avrupa

Etidyum Bromiir

Sigma, Amerika

MgCI2 Fermentas, Avrupa

Jelatin Sigma, Amerika

Tris baz Sigma, Amerika

Asetik asit Riedel-de Haen, Almanya

EDTA Quantum Biotechnologies, Avrupa

3.1.4 Enzimler

Tablo 3.4 Enzimler
Enzim Uretici Firma
Taq DNA polimeraz Fermentas, Avrupa
AMV Roche, Almanya
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3.1.5 Tampon cozeltiler

Tablo 3.5 Kullanilan Tamponlar

Tampon Adi Uretici Firma

Taq poly buffer (10x) Fermentas, Avrupa

Reverse Transkriptaz AMV buffer (5x) | Roche, Almanya

3.1.6 Kullanilan Kitler

e High Pure Viral RNA 1zolasy0n Kiti (Roche Diagnostics, GmbH, Manheim,

Germany)

e BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,
Amerika)

3.1.7 Cihazlar

Tablo 3.6 Kullamlan Cihazlar

Cihaz Uretici Firma

Thermal Cycler PCR cihazi Applied Biosystems, Amerika
Agaroz jel elektroforezi Obitek, Tiirkiye

UV Goriintileme Cihazi Obitek, Tiirkiye

Sogutmal1 Santrifiij Hettich, Almanya

Nanodrop ACTGene, Amerika

Ceker ocak clanLAF

Hassas Terazi Sartorius, Almanya

Vortex Niive, Tiirkiye
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Tablo 3.6 (devam)

Kuru Blok Techne, 1ngiltere
pH metre Mettler Toledo, Isvigre
ABI PRISM 310 Genetic Analyzer Perkin Elmer, Amerika
Mikrodalga Firin Arcelik, Tiirkiye
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3.2 Metodlar

3.2.1 HAY RNA izolasyonu

Hasta serumlarindan alinan 6rneklerden HAV RNA’lar1 High Pure Viral RNA izolasyon

kiti ile iireticinin verdigi protokole dayal1 olarak izole edildi.

3.2.2

200 pL hasta serumu 400 uL “binding buffer” ve 4 pL poly A 1500 uL’lik

ependorf tiipii icerisine konup vorteks yardimu ile iyice karigtirildi.
Karigim filtreli tiiplere aktarilip 10500 rpm’de 1 d santrifiij edildi.

Toplama tiipii icindeki sivi ile birlikte atildi. Filtreli tiip yeni toplama tiipiine

alind1.

Filtreli tiip tizerine 500 pL “inhibitor removal buffer” eklenerek 10500 rpm’de

1 d boyunca santrifiij edildi.

Toplama tiipii atilds, filtreli tiip yeni bir toplama tiipiine alinir ve tizerine 450 uL
“wash buffer” eklenip 1 d boyunca 10500 rpm’de santrifiij edildi. Toplama tiipii
atildi. Bu islem bir kere daha tekrar edildi.

Ardindan filtreli tiipler bos bir ependorf tiipiine alinarak bir dakika boyunca
maksimum hizda (15000 rpm) santrifiij edilip, yeni bir 1500 ul’lik ependorf

tiipiine aktarilir.

Filtreli tiip iizerine 50 uL “elution buffer” eklenerek 10500 rpm’de 1 d boyunca

santrifiij edildi.

Ependorfta kalan saf RNA elde edildi. Elde edilen RNA’lar kisa siireli olarak

+4 °C’de, uzun siireli olarak -20 °C’de saklandi.

cDNA eldesi

[zole edilen HAV RNA’lardan cDNA elde etmek icin toplam 20 uL hacimde

gerceklestirilen PCR icerigi 3.6’da verilmistir.
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Tablo 3.7 cDNA i¢in kullamilan PCR malzemeleri ve miktarlari

PCR malzemesi Kullanim miktar1

HAV-1R (10 pmol) 2.5ul

AMV enzim (22 U/uL) | 0.2 uL

AMYV buffer (5X) 4 uL
Su 4.3 uL
dNTP (2 mM) 4 uL
RNA 5uL

Reaksiyon Kosullari

94 °C...ovvieinnn 3d

42 °Cuiicinne 30 sn

42 °Cuvcvvienne. 30 sn 45x

42 °Cuvcvvienne. 30 sn

42 °Cuivcenne 7d

4°Ciiiiiiinn, 0

3.2.3 Nested-PCR

Elde edilen cDNA kalip olarak kullamilarak 1. tur PCR 50 pL’lik toplan hacimde
gergeklestirildi. 2. tur PCR’da 1. tur PCR iiriinii kalip olarak kullamilarak gerceklestirildi.
Her iki tur PCR icinde ayn1 reaksiyon kosulu kullanildi.
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Tablo 3.8 1. Tur ve 2. Tur PCR icin kullanilan malzemeleri ve miktarlar:

PCR malzemesi Kullanim miktar1
1 Tur 2. Tur
“Reverse” primer (10 pmol) | 2 uL (1IR) 2 uL (2R)
“Forward primer” (10 pmol) | 2 uL (1F) 2 uL (2F)
dNTP (2 mM)) S5uL S5uL
MgCl; (2.5 mM) S5uL 4 uL
Taq poly buffer (10x) 5ulL 5ulL
Jelatin SuL SuL
Su 20.6 uL 23.6 uL
Taq poly (5U/uL) 0.4 uL 0.4 uL
Kalip 5uL (cDNA) |3 uL (1. tur
PCR iiriinii)
Reaksiyon Kosullari
94 °C...oevvvennne 5d
94 °C...ovvveinnn 30 sn
55°Caiiiiine 30 sn 30x
72 °Ciiiiiine 30 sn
72 °Ciiiiiine 7d
4°Ciiiiinn 0
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3.2.4 Agaroz jel elektroforezi

1X’lik TAE buffer kullanilarak hazirlanan %]1°lik agaroz jel elektroforezi hazirlandi.
Ornekler kuyuya yaklasik 5.5 -6 uL olacak sekilde yiikleme tamponu ile karistirilarak
yiikklendi. Bant boylarin1 belirlenebilmesi icin 50 bg¢’lik DNA belirtecide kuyuya
yiiklenerek yaklasik 100 mV’da belirte¢ bantlan iyice ayrisana kadar yiiriitiildii ardindan
UV 15181 altinda bakilarak jel goriintiisii elde edildi.

3.2.5 PCR iiriinii temizleme

Nested-PCR sonunda agaroz jelde goriintillenen ve beklenen bant boyutlarini veren
orneklerin sekanslarinin yapilabilmesi i¢in, Oncelikle igerisinde bulunan primerlerden
dNTP’den ve benzeri PCR sonunda igeride kalabilecek olan kirliliklerden kurtulmak i¢in

PCR temizleme islemi gerceklestirildi.
e PCR iiriinii izerine 50 pL silika eklenip 4500 rpm’de 1 d santrifiij edildi.

e Olusan supernatant atildi. Pellet iizerine 50 pL %70’lik EtOH eklenerek 4500
rpm’de 1 d boyunca santrifiij edildi.

e Supernatant atildi, pellet iizerine 50 uL. dH,O eklenerek iyice vorteks yapildi.

e Ardindan 30 d boyunca 37 °C’de bekletilen 6rneklerin iyice alkoldan arrinmasi

sagland. Islemin ardindan 4500 rpm’de 1 d boyunca santrifiij edildi.
e Ornekler daha sonra kullanilmak iizere +4 °C’de saklandh.
3.2.6 Nanodropta ol¢iim

Sekans PCR’nin konabilmesi icin oOrneklerin uygun yogunlukta olup olmadiginin
anlasilmasi icin nanodropta DNA yogunlugu tayin edildi. DNA yogunluklarina bagh

olarak uygun miktarda primer kullanilarak sekans PCR’1 yapildu.
3.2.7 Sekans PCR

Oncelikle temizlenen 6rnegin supernatant kismindan 0.5 uL DNA ve 1 pL primer (3.2
pmol) PCR tiipiinde hazirlanip 10 sn kadar santrifiij edilip 85 °C’de 15 d bekletilerek sivi

kismin u¢urulmasi saglandi. DNA ve primerin tiipe yapismasi saglandi.
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Yapismis DNA iizerine 7.75 pL dH,O, 1.75 pL sekans buffer ve 0.5 uL BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit eklenerek santrifiij edildi. Ardindan PCR

gergeklestirildi.
Sekans PCR kosullari:
94 °C...ovvieinnn 10 sn
50°Cuiiiiiiicnne. 5sn 25x
60 °C....oveiienn 4 sn

3.2.8 Sekans PCR temizleme
Oncelikle pH’1 4.6 olacak sekilde sodyum asetat (NaOAc) hazirlandi.

e Sekans PCR iiriinlerinin bulundugu tiipler kapaklar agik birakilarak 10 d
boyunca 85 °C’de bekletildi. Sivinin tamamen ugup DNA’nin tiipe yapismasi

saglandi.

e Tip iizerine 27 pL. %95’1ik EtOH, 13 uL dH20 ve 10 uL NaOAc eklenerek

hizla santrifiij edildi.

e Ornekler 10 dk boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan 10 d boyunca
4500 rpm’de santrifiij edildi.

e Tiipteki s1v1 pipet yardimi ile atilip iizerine 50 pLL %70’1lik EtOH eklenerek 10 d
4500 rpm’de santrifiij edildi. Tiipteki s1v1 pipet yardimu ile ¢ekilip atildi.

e Her tiip lizerine 10 pL formadid eklenerek DNA’nin ¢ift zincirli yapisinin acik

kalmasi saglanarak dizi analizinin yapilmasi saglandi.

e Formamid eklendikten sonra iyice vortekslenmesi saglanarak ornekler -20

°C’de saklanir.
3.2.9 Orneklerin Cihaza yiiklenmesi

Temizlenen sekans PCR iiriinleri “ABI Prism 310 Genetic Analyser” dizi analiz cihazina

yiiklendi.
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3.2.10 Filogenetik agac olusturulmasi ve genotiplerin belirlenmesi

Sekans sonucunda elde edilen DNA dizi analizleri ve GenBank’dan elde edilen referans
dizileri, MEGA 4.1 programi kullanilarak hizalandi. Filogenetik aga¢ olusturularak genotip

analizleri yapildi.
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4 Arastirma Bulgular
4.1 Orneklerin Jel Goriintiileri

Hepatit A enfeksiyonu tasidigi daha once imminolojik testlerle belirlenmis olan 137
hastadan izole edilen HAV RNA’lar1 ters transkriptaz yontemi ile 6nce cDNA’ya
dontistiriildii. cDNA’nmin kalip olarak kullamldigi 1. ve 2. tur PCR’larla cogaltilmak
istenen VP1-2A bolgesinin varligi agaroz jel elektroforezi ile tespit edildi. %1’lik agaroz
jel elektroforezinde 50 b¢’lik marker kullanilarak elde edilen jel goriintiisiinden VP1-2A
pozitif olan hasta RNA’lar1 tespit edilmistir. Buna gore 137 hastadan 76 tanesinin VP1-2A

bolgesi ¢ogaltildi.

Sekil 4.1 2. tur PCR sonucunda elde edilen drneklerin %1°lik agaroz jelde yiiriitiilmesinin ardinden elde
edilen jel gortintiisii
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4.2 Sekans PCR Uriinlerinin Dizi Analiz Sonuclar

Jelde goriintiilendikten sonra pozitif olan 6rnekler PCR temizleme isleminden gectikten

sonra nanodropla icerigindeki DNA miktar1 belirlenerek sekans PCR’1 yapilan

ornekler

sekans temizlemesinin ardindan cihaza yiiklenerek DNA dizi analizi belirlenmistir.

Elde edilen dizi analizleri FinchTV programinda goriintiilenerek kontrol edilmistir.

" FinchTV -

1R_G05.ah1

File Edit Wiew Finch Help

200 Wé 2B DI A=l s

ITTTPAN TR TRTTT N NI TTIIIND

Goto Base No. l:l FindSequence| | | AL G T
~
- R e e s L e S
Coa TTCTTCCT GAGCATAC TTGAGTCTTTGT ITTCCCAAC T TC TALTC TCALT TCT TTATATGGCTTCCTA
7o 80 a0 100 110 120 130

o l“ﬂhl.LA&&hﬂlL Mot i W Y ) i
Seee LI e g D L R R R LR LS II-I-I-I-I-I I-I-I-I-I-I-I-I-I-I-u--ﬂuu
AT TCTATATGACTCTCAAATCTTCTGTCCTCCTCTGATCTGGGATCATCCACTGATGACTCC AGTCTC
140 150 160 170 180 190 200

O e LHHH A H - L IIIH
CALGCTGCAATTCTGCTCATCA GATTCAGTGGATALCATGGCAT TTGAATTCAATGGAGCTCTGGGALL
210 220 230 240 230 260 270
e L e e e e L L
ATAALACTCTGATTGTTCT GTGACAGACAALTAACAACTAALLGACALATATTCATCAGAGT GATT GTAATT b
Haorizontal Scale © j

Sekil 4.2 VP1-2A bolgesine ait 6rneklerden elde edilen DNA dizilimlerinin FinchTV programindaki

goruntiisiu
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4.3 HAV Genotiplerinin MEGA 4.1 Programmma Bagh Olarak Filogenetik

Analizinin Yapilmasi

ABI-310 Genetic Analyizer cihazindan elde edilen ve FinchTV programi tarafindan

goriintiilenip DNA dizileri alinan HAV VP2-2A pozitif 6rneklerin DNA dizilimleri

referans sekanslar (Tablo 4.1) kullanilarak genotip belirlenmesi yapildi.

Tablo 4.1 Filogenetik analizlerde kullanilmak iizere GenBanktan alinan referans izolatlar1

Referans Izolatinin Ad1 | GenBank Referans kodu | Genotipi
HM175 M59810 IB
LY6 AF485328 IA
FH2 AB020568 IA
MBB M20273 IB
HAF-203 AF268396 IB
CF53-Berne AY644676 ITA
SLF88 AY644670 1B
IND-HAV-97F F1360735 1A
NOR21 AJ299464 1A
HAJ85-1 AB279735 I11B

Referans sekanslar1 ile birlikte VP1-2A pozitif 6rneklerin DNA dizilimleri MEGA4.1

programi kullanilarak hizalandi.
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Sekil 4.3 40 hastamn ve 10 referans sekansin VP1-2A bolgelerinin MEGA 4.1 programu ile hizalanmasi
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Sekil 4.4 76 hasta ile 10 referans sekansi kullanilarak Neighbour-Joining metodu ile VP1-2A
bolgelerinin filogenetik analiz ile agac ¢izilmesi ( ™ Sanliurfa’dan gelen hastalar ™ Van’dan gelen

hastalar ® Kayseri’den gelen hastalar & [zmir’den gelen hastalar)
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Olusturulan filogenetik agaca gore Tiirk izolatlar1 genotip IB olarak gruplandi. Hastalar
geldikleri il ve dolayisi ile bolgeye bagli olarak farkli farkl: isaretlendi. Buna bagli olarak
ayn1 bolgeden gelen hastalar kendi aralarinda incelendiginde, Sanlwurfa grubu kendi
arasinda 3 ana gruba ayrildi, her 3 grup igerisindeki Tiirk izolatlar1 birkac ornek haric
birbirleri ile %100 sekans benzerligi gosterdi. Kayseri ve Van’dan gelen izolatlar kendi
gruplar icerisinde incelendiginde ikiser gruba ayrildi. Izmir’den gelen hastalar ise farkli
farkli gruplara dahil olarak en uzak iliskileri gosterdi. Bu bilgiler mevcut agactan da

gozlenebilirken, ayn ayn agac ¢izildiginde daha belirgin olarak goriildii.

Tiirk izolatlar1 ile HAV referans sekanslar karsilastirildiklarinda en yakin benzerlik 1 nolu
Tiirk izolat ile genotip IB’ye ait referans sekans HAF203 arasinda % 95.9 oraninda oldu.
Referans sekans olan HM175 ile Tiirk izolatlart arasindaki benzerlikler ise % 92.9 ile %
95.9 arasinda goriildii. izolatlar ve referanslar arasindaki en uzak benzerlik genotip I1IB’ye
ait olan HAJ85-1 referans: ile 7, 8, 9, 15, 17, 21, 23, 24, 34, 35, 74, 133 nolu Tirk

izolatlar1 arasinda %67.0 olarak goriildii.

Tiirk izolatlar1 kendi aralarinda karsilastirildiklarinda en yakin benzerlik 19, 105, 111, 113,
124,129, 132, 136, 137 izolatlar1 arasinda %100 olarak goriildii.

Referans HAV sekanslar ile Tiitk HAV izolatlar1 MEGA programi, “Mean Percentage
Intergenotypic Nucleotid Distance”, “Kimura two parameter” ile gruplandirilip
karsilastirildi. Genotip I ile III arasinda yapilan tiim karsilastirmalar Tablo 4.2°de
Ozetlenmistir. En yakin benzerlik, Tiirk HAV izolatlar ile genotip IB’ye ait olan referans
sekanslar arasinda % 5.1 oraminda farklilik, dolayisi ile % 94.9 benzerlik olarak tespit

edilmistir.

38



Tablo 4.2 VP1-2A bélgesine bagh olarak Tiirk izolatlar1 (TR) ile GenBank veritabanindan elde edilen
referans sekanslar HM175 ve insan HAV genotiplerinin (HAV I-III) “Mean Nucleotide Distance” ile
analizleri sonucunda elde edilen veriler

IIIA IIIB IIA IIB IA 1B
IIIB 13.1
IIA 33.1 28.9
IIB 26.7 26.8 8.5
IA 28.6 31.2 21.8 19.9
1B 29.2 30.8 22.1 18.7 9.2
TR 29.8 31.7 21.4 18.3 8.6 5.1

MEGA 4.1 programi kullanilarak aym zamanda Tiirk izolatlan ile referans sekans HM 175
aminoasit dizilimleri de karsilastinlarak niikleotid farkliliklarindan meydana gelen
aminoasit farkliliklar1 da karsilastirildi. Buna baglh olarak elde edilen verilere bakildiginda
4 ana aminoasit degisikligi disinda anlamali bir aminoasit farkliligi gozlemlenmedi. 16
izolatin 7’sinde 768. aminoasitte serinden asparajine bir degisim gozlemlendi. Bir diger 7
izolatta sisteinden 16sine bir degisiklik 819 numarali kodonda gozlemlendi. Sadece tek bir
izolatta 812 numarali aminoasitte 16sin izolosine degismis, 133 numarali izolatta 786.
kodonda glutamik asitten glisine bir doniisiim gézlemlendi. Aminoasit degisimleri Tablo

4.3’de Ozetlendi.
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Tablo 4.3 Tiirk izolatlar1 ile HM175 referans sekansinin (genotip IB) karsilastirilmasi sonucu elde
edilen aminoasit degisimleri

izolat No Amino Asit Pozisyonu
S768 | E786 | L812 | L819

TR-65, 105, 111, 113, 124, 129, 132 N

TR-17, 32, 33, 34, 35, 36, 37 C

TR-40 I

TR-133 G
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5 Tartisma ve Sonug

Hepatit A viriistiniin molekiiler yapisi, diger RNA viriisleri ile karsilagtirildiginda ¢ok daha
stabil bir yapiya sahiptir. Hastaliin en yaygin bulas nedeninin fekal ve oral yollarla
olmasi, viriisiin dis ortamda stabil bir yapiya sahip olmasindan kaynakli olarak, hastalik

diinyanin bir¢ok yerinde ¢ok yaygin gézlemlenmektedir (Dounias ve Rachiotis 2006).

Hepatit A viriis epidemiyolojisi, bulas yollar1 biliniyor ve etkili bir as1 gelistirilmis
olmasina ragmen endemik bolgelerde degiskenlik gostermektedir. Yasam standartlarinin
gelismis olmasina, yliksek endemik bolgelerin sayisinin giderek azalmasina ragmen diisiik
ve orta derecede endemik olan bolgelerde bireylerin ¢ogu viriis ile karsilagmadigl ve
bagisikliga sahip olmadigr i¢in olas1 viriis salgini ihtimalini arttirmaktadir. Boyle bir
durumda salginla basa cikabilmek, bagisiklik kazanmamis olan yetiskin bireylerde

hastaligin seyri daha ciddi olacagindan gii¢ olmaktadir.

Hepatit A viriisii ile enfeksiyon yasam boyu bagisik saglamaktadir. Yiiksek endemik
bolgelerde yetiskinlerin viriis ile karsilamasi ciddi sonuglara sebebiyet vermez ¢iinkii birey
yiiksek olasilikla ¢ocuklugunda bu viriisle karsilastig icin hastaliga kars1 zaten bagisiklik
kazanmig olacaktir. Diisiik endemik bolgelerde ise bireyler seyahatleri esnasinda bu viriisle
karsilasip, onceden bir bagisikliga sahip olmadigi i¢in hastaligin seyri daha ciddi bir
sonuca dogru gidebilir. Bu durumda epidemiyolojik calismalar viriise maruz kalinan yasin

ve hastaligin seyrinin ciddiyetinin 6ngoriilebilmesi icin 6nem tasimaktadir (Pinto vd 2007).

Epidemiyolojik calismalar icin kullanilan genotiplendirme bdlgelerinden en yagin
kullanilan bolge VP1-2A bolgesidir. Bu bolge ¢ok fazla genetik degisiklige sahip olmayan
HAV’1n en varyasyon gosteren bolgesidir. Tiirkiye’de ki yaygin genotipin bulunmasinin
amaglandig1 bu ¢alismada da bu bolge kullanilarak gemotiplendirme calismasi yapildi.
Yapilan filogenetik analzilere bagh olarak Tiirkiye’de ki en yaygin genotip 76 hastanin
verilerine bakildiginda %100 olarak genotip IB oldu (Sekil 4.4).

Diinyadaki HAV epidemiyolojisine bakildiginda genotipler bolgelere gore degisiklik
gostermektedir. Genel olarak ise genotip I ve alt-genotip IA en yaygin genotipler olarak
goriilmektedirler (Cristina ve Costa-Mattioli 2007). Birkac genotipin ayn1 anda, 6rnegin
genotip TA ile genotip IB’nin aym anda gozlemlendigi durumlarda mevcuttur (Villar vd
2006). Akdeniz bolgelerinde genotip I yaygin olarak goriiliirken, italya, Fransa, Tunus ve
Yunanistan’da genotip IA daha yaygm, Ispanya, Urdiin ve Misir’da ise genotip IB daha
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yaygin goriilmektedir (Gharbi-Khelifi vd 2006, Cristina ve Costa-Mattioli 2007). Mevcut
calismada elde edilen sonuclar, Almanya’da yapilan Tiirkiye’de ki yaygin genotipin IB

olarak bulundugu bir ¢alismay1 destekler nitelikte sonu¢ vermistir (Normann vd 2008)

Hepatit viriislerinin digerleri ile karsilastirildiginda Hepatit A viriis genotipleri diinyanin
cesitli bolgelerinde cok az cesitlilik gostermektedir. Bu durum HAV RNA’sinin ¢ok diisiik
mutasyon oranina sahip olarak genetik cesitliliginin az olmasina baglanabilir. Tiirkiye goz
oniine alindiginda kitalar arasinda yer almasina, onemli bir gecis bolgesi olmasina ragmen
sadece tek bir HAV(%100) genotipine sahip olmasi ayni zamanda hepatit B virsiiniin
(genotip D, %100), hepatit C viriisiiniin (genotip 1B, %91), hepatit D viriisiiniinde (genotip
I, %100) baskin tek bir genotip sergilemesi, daha cok hepatit viriislerinin genotip
cesitliligine sahip olan ada iilkelerinin varhigmma bakildiginda c¢ok ilging bir nokta

olmaktadir (Bozday1 vd 2004).

Hepatit A viriis patojenitesine bakildiginda ise viriis genotipi ile patojenitesi arasinda
hepatit C viriisiinde oldugu gibi bir iligki (genotip IB cok yiiksek patojeniteye sahip ve
antiviral tedavilere kars1 direncli) heniiz ortaya c¢ikarilmamistir. Buna ragmen enfeksiy6z
bir hastaliginin epidemiyolojinin kisa bir siirede degisebilmesi bu tiir epidemiyolojik
caligmalarin giincellestirilmesi biiyiik salginlarin ortaya ¢ikmast durumunda Onem

kazanacak ve yapilan tedavilerin boyutu ve igerigi i¢in 6nemli bir bilgi kaynagi olacaktir.

Salgin durumlarinda ortaya ¢ikan izolatlarin genellikle salgim1 meydana getiren kaynak
izolatla ayn1 genoma sahip olmasinin nedeni HAV RNA’sinda biriken genetik c¢esitliligin
cok diisiik olmasi ile acgiklanabilir (Nainan vd 2006). Mevcut calismada bir¢ok izolatin
sekans dizilimi %100 benzerlik gosterdi. Buda bu izolatlarin ayni kaynaktan enfekte
olduklarina bir isaret olarak kabul edilebilir. Farkli bolgelerden gelen gruplar kendi
iclerinde incelendiklerinde, niikleotid dizilimleri tamamen ayni olan bircok izolat ile
kargilasildi. Ornegin Sanlurfa’dan gelen izolatlar kendi iclerinde 3 ana gruba ayrilirken,
gruplarda ki bir¢ok izolat %100 benzerlik gosterdi. Boyle bir durumda Sanhurfa’da ki bu
gruplar icerisinde %100 benzerlik gosteren hastalarin ayn1 kaynaktan enfekte oldugu
ongoriilebilir. Bu benzerlikler [zmir, Kayseri, Van izolatlarmin kendi aralarinda da
gozlemlendi. Bazi istisna izolatlarin essiz niikleotid dizilimlerine sahip olmasi1 géz ardi
edildiginde, bu benzerlikler ayr1 ayr kiiciik lokal salginlar olarak nitelendirilebilir. Bunun
yani sira farkli sehirlerden birgok izolatta birbirleri ile %100 sekans benzerligi gosterdi. Bu

durumda kisa HAV bdlgelerinin niikleotid dizilimi enfeksiyonun kaynagini belirlemede
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cok net bilgi veremeyebilir. Daha kesin bir bilgi i¢in daha biiyiik niikleotid dizilimleri veya
tiim-genom niikleotid dizilimlerinin karsilastirilmasi daha dogru olacaktir. Yapilan sekans
analizleri hepatit A salginlarinin saptanmasi, epidemikle kiiciik salginlar arasinda ki farkin
anlasilabilmesi ag¢isindan ¢ok ©nemli ve kullanilan veri yontemi olmaktadir. Erken
asamada boyle bir salginin tespit edilebilmesi biiyiik salginlarin 6nlenmesi i¢in 6nleyici bir

belirte¢ olabilir.

Tiirk izolatlarinin aminoasit dizilimleri ile referans sekans HM175 aminoasit dizilimlerinin
karsilastirilmas1 sonucunda, Tiirk izolatlar1 4 belirgin aminoasit degisikligi disinda (16
izolatta; 7’sinde S768N, 1’inde E756G, birinde L812I, 7’sinde L819C olmak iizere)

tamamen benzer dizilimleri gosterdi.

Tiirkiye gelismekte olan bir iilke olarak HAV yayginlig1 agisindan orta endemik bir bolge
olarak kabul edilmektedir. Mevcut caligma verilerine bakildiginda HAV enfeksiyonu
yetiskin olmayan bireylerde (<20 yas, % 90.8) ¢ok daha yaygin olarak gozlemlendi. Tiim
HAV genotipleri icin etkin olan tek bir asinin varligi ve iki doz alindiginda 6miir boyu
bagisiklik saglayan HAV asisimin yeni dogan bebeklerde rutin olarak yaptirilmasinin mali
acidan da verimli bir 6nlem olup olmayacag goz 6niinde bulundurularak bir diizenlemeye

gidilmelidir.

Sonug olarak genotip IB Tiirkiye’deki en yaygin HAV genotipi olarak bulundu. HAV
sekansindaki diisiik cesitlilige ragmen, sekans analizi metodolojisinin uygulanmasi HAV
genotip ¢esitliliginin ¢ok diisiik oldugu Tiirkiye gibi iilkelerde dahi kullanilmast HAV
salginlarinin tanimlanmasi, gerektiginde Onleyici saglik uygulamalarinin saglanmasi

acisindan 6nem tasimaktadir.
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