T.C
DOKUZ EYLUL UNIVERSIRESI
TIP FAKULTESI DEKANLIGI

HEMODIYALIZ HASTALARINDA HEPATIT G VIRUS (HGV-GBV/C)
INFEKSIYONUNUN ¢DNA POLIMERAZ ZINCiR TEPKIMESI ILE
GOSTERILMESI ve HGV GENOTIPLERININ BELIRLENMESI

Dr. TUNCER TOKLU

MIKROBIYOLOJI VE KLINIK MIKROBIYOLOJIi
ANABILIM DALI UZMANLIK TEZI

DANISMAN OGRETIM UYESI
DOC. DR. Y. HAKAN ABACIOGLU

§ys5S

iZzMIiR
2000

o

yOKSEKOGRETIM KURULY
= SYON MERKEZY

CIRANTASYO)




TESEKKUR

Bu ¢aligmadaki katkilan ve egitime verdikleri 6nem nedeniyle danigmanim, sayin
Dog. Dr. Y. Hakan Abacioglu ve Anabilim Dali Bagkanimiz sayin Prof. Dr. Nuran
Yulug' a, yetisgmemde emegi gecen tiim hocalarima, ¢alisma ortamim zevkle
paylagtigim arkadaglanima, yardimlarindan dolay1 I¢ Hastaliklari Anabilim Dali
Nefroloji Bilim Dali Bagkami Prof. Dr. Taner Camsar ve diger 6gretim iiyelerine,
hemodiyaliz merkezi ¢aliganlarmma ayrica destegi ve anlayisi nedeniyle esim

Meltem Toklu' ya tesekkiir ederim.

TC YOKSEXGGRETIM KURULY
DOKTRANTASYOR MEREGEZ!



ICINDEKILER

TABLO LIiSTESI
SEKIL LISTESI
RESIM LISTESI

1
2
3

4

6

7
8
9

OZET
SUMMARY
GIRIS ve AMAC
3.1 Girs
3.2 Amag
GENEL BILGILER
4.1 Tarihge: Virusun kesfi
4.2 Hepatit G Virusunun o6zellikleri, yapist ve genom organizasyonu
4.3 HGYV Smflandirilmasi, replikasyonu ve genotipler
4.4 HGV Infeksiyonlanmm klinik 6zellikleri
4.4.1 Akut hepatitler
4.4.2 Kronik hepatit, siroz ve hepatoselliiler karsinom
4.5 HGYV Infeksiyonu tanis1 ve genotiplendirilmesi
4.5.1 Tam
4.6 Epidemiyoloji
4.6.1 HGYV infeksiyonu i¢in riskli gruplar
4.7 Sagaltim
4.8 Hemodiyaliz hastalan ve viral hepatitler
GEREC ve YONTEM
5.1 Gereg
5.1.1 Caligma grubu
5.1.2 Hemodiyaliz iinitesi ¢aliganlan
5.1.3 Kontrol grubu
5.1.4 Serum Ornekleri
5.2 Yontem
5.2.1 HGV-RNA'nin cDNA RT-PCR ile gosterilmesi
5.2.2 HGV genotiplendirilmesi
BULGULAR
6.1 Calisma grubunun demografik 6zellikleri
6.2 Kontrol grubunun demografik 6zellikleri
6.3 Calisma ve kontrol gruplarinda viral hepatit etkenleri
6.4 HGV-RNA bulgulan
6.5 Niikleotid dizi analizi bulgulan
TARTISMA
SONUC ve ONERILER
KAYNAKILAR

0 N NN A WN -

BobA B W W W W W WNNNNDNRNDNN NN — o e e o pm e
NN WU = R DR DN RN DN DB AR WAL O \WOOWO OND W o



KISALTMALAR

AMV : Avian myeloblastosis virus

CHO : Chinese hamster ovary

DMSO : Dimetilsiilfoksid

DEPC : Dietilpirocarbonate

E : Envelope (zarf)

EIA : Enzyme immuno assay

GSCN : Guanidium thiocyanate

HGV : Hepatit G virus

HSK : Hepatoselliler karsinom

IRES : Internal ribosome entry site

NCR : Non coding region (kodlamayan bélge)

NS : Nonstructural (yapisal olmayan)

ORF : Open reading frame (agtk okuma ¢ergevesi)
RFLP : Restriction fragment length polymorphism
RT-PCR . Revers transcriptase- plymerase chain reaction

(ters transkriptaz- polimeraz zincir tepkimesi)
SIA : Strip immiino assay
Taq : Thermus aquaticus

Tth . Thermus thermophilus



TABLO LISTESI

Tablo 1: HGV proteinleri, ORF igerisindeki koordinatlari ve olasi islevleri
Tablo 2: Akut hepatit olgulaninda HGV prevalans:

Tablo 3: Akut viral hepatitlerde kargilagtirmah klinik ve biyokimyasal veriler
Tablo 4: Kronik hepatit, siroz ve hepatoselliiler karsinomada (HSK) HGV-RNA prevalansi
Tablo 5: Farkh risk gruplarinda HGV-RNA prevalanst

Tablo 6: Hemodiyaliz hastalarinda hepatit viruslarinin goriilme sikhig

Tablo 7: PCR da kullanilan primerler

Tablo 8: Elektroforez kosullan

Tablo 9: Calisma grubunun 6zellikleri

Tablo 10: HGV olumlu hastalann 6zellikleri

Tablo 11: Hemodiyaliz hastalarnimn genel 6zellikleri

Tablo 12: HGV 5'-NCR dizilerinin filogenetik uzakhklan (distance)

10

15

16

22

23

31

34

38

39

39

43



SEKIL LISTESI
Sekil 1: Filaviviridae ailesi igerisinde HGV' nin yeri

Sekil 2: HGV ve diger Flaviviridae ailesi liyelerinin genomik organizasyonu
Sekil 3. Bir akut posttransfiizyonal hepatit olgusunun klinik seyri

Sekil 4: 1zolatlann hizalanmis niikleotid dizileri

Sekil 5: HGV 5'- NCR dizilerinin filogenetik analizi

Sekil 6: 1997 ve 2000 yilinda tammlanan izolatlarla olusturulmus agaclar

Sekil 7: Insersiyon alam

11

15

40

41

42

46



RESIM LISTESI

Resim 1: PCR bant goriinimleri

37



1 OZET

Hemodiyaliz Hastalarmda Hepatit G Virus (HGV-GBV/C) infeksiyonunun cDNA

Polimeraz Zincir Tepkimesi ile Gisterilmesi ve HGV Genotiplerinin Belirlenmesi
Anahtar Sézciikler: GBV/C-HGYV, HGV-RNA, Filogenetik analiz, Genotip, Hemodiyaliz.

HGYV, 1995 yiinda molekiiler klonlama ile tammmlanmus, Flaviviridae ailesi igerisinde yer alan
bir RNA virusudur. Tim diinyada yaygin olarak bulunan HGV, temel olarak parenteral yolla
bulagir. Virus nedeni bilinmeyen hepatit olgulari, kan aktarimi yapilan hastalar, damar igi
uyusturucu kullananlar ve hemodiyaliz safaltim alan hastalarda yiiksek sikhikla saptanmaktadir.

Bu galigmada, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Hemodiyaliz Unitesi'nde
sagaltim alan 42 hasta, hemodiyaliz iinitesinde goérevli 17 saghk calisam ve dermatoloji
poliklinigine bagvurmug 158 kontrol olgusunda, HGV-RNA varh@ ters transkriptaz-cDNA
polimeraz zincir tepkimesi yontemi ile aragtinldi. HGV izolatlannin 5'-kodlamayan bolgelerinin
DNA dizileri Sanger' in "dideoksiniikleotid terminasyon yéntemi" ile belirlendi. Bunlann,
bilinen diziler ile karsilagtirmali filogenetik analizleri yapilarak, genotipleri ve aralanindaki
filogenetik iligkiler tanimland.

Hemodiyaliz sagaltim: alan 42 hastamin beginde (%12), 17 saghk ¢alisamnin birinde (% 5,8) ve
158 kontrol olgusunun ikisinde (%1,2) HGV-RNA saptandi. Kontrol grubuna gore
hemodiyaliz hastalarinda HGV infeksiyonu anlamli olarak yiiksek olmasina kargin (p<0,05),
HGV-RNA olumlulugu ile tammlanan risk faktorleri arasinda istatistiksel bir iliski

belirlenemedi.

Hemodiyaliz hastalanindan ve hemodiyaliz hemgiresinden izole edilen genomik dizilerin
genotip 2, kontrol grubundan izole edilen bir HGV izolatimn ise genotip 4 HGV tiirlerine ait
oldugu saptandi. Hemodiyaliz biriminden ti¢ izolatin ayni bir kiime olusturdugu belirlendi. Bu
izolatlarda, daha onceden belirlenenlerden farkl olarak, -180 ve -177 niikleotid pozisyontan
arasinda dort niikleotidlik benzer bir insersiyon varligh saptandi. Bitiin bu veriler, s6z konusu
¢ hastada HGV' nin ortak bir kaynaktan koken almug olabilecegini ve HGV' ye bagh

nozokomiyal infeksiyonlann olasi oldugunu diisiindiirmektedir.
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2 SUMMARY

Determining the HGV Infection in hemodialysis patients with cDNA polymerase chain
reaction and evaluating the HGV genotype

Key words: GBV-C/HGV, HGV-RNA, Phylogenetic analysis, Genotype, Hemodialysis.

HGV is an RNA virus within the Flaviviridae family whose presence was determined by
molecular cloning techniques in 1995. The virus is common throughout the world and its
mainly transmitted by parenteral routes. HGV infections are more frequent in unknown

hepatitis cases, blood transfusion recipients, IV drug abusers and in hemodialysis patients.

In this study, the presence of HGV-RNA was sought out in 42 hemodialysis patients, 17
dialysis unit personnel and in 158 dermatological patients as a control group by reverse
transcriptase-cDNA PCR. The 5-NCR sequences of the HGV isolates were determined by
Sanger's dideoxynucleotide chain termination method. Phylogenetic analysis of these sequences
along with the known HGV 5-NCR sequences has been utilized to determine the genotypes

and phylogenetic relationships.

Five of the 42 dialysis patients (%12), one of the 17 personnel (% 5,8) and two of the 158
dermatological patients (%1,2) have been shown to harbor HGV sequences. Eventhought the
rate of HGV infection in hemodialysis patients is significantly higher than the control group
(p<0,05), no known risk factors could be ascribed to HGV-RNA positivity in these patients.
All isolates from the hemodialysis unit were related to HGV sequences, whereas a HGV group
4 sequence was determined in one the positive patients in the latter group. Three of the five
HGYV sequences isolated from hemodialysis patients clustered closely together, with bootstrap
support for all three sequences, indicating a common source of infection. Besides, these
sequences contained a similar insertion of 4 niicleotides between position -180 and -177. These
data suggest that the viral sequences in these patients may have a common origin and

nosocomial transmission of HGV infection in a hemodialysis setting is possible.



3 GIRIS ve AMAC
3.1 Girig

Hepatit, karaciger hiicrelerinin inflamasyonudur. Viral, toksik, farmakolojik nedenlerle
gelisebilir ve hepatositlerin yikimu ya da degisik diizeylerde zedelenmesi ile sonuglamr. Viral
hepatitlerin bityiik bir kismi, hepatotropizm gdsteren, molekiiler yapilan ve klinik 6zellikleri
biiyitk oranda tammlanms, A dan E ye kadar harflerle amlan majér hepatit viruslan ile
olusur. Hepatit A virus (HAV) ve Hepatit E virus (HEV) fekal-oral olarak bulagirlar, akut
hepatite yol agarlar ve kroniklesmezler. Hepatit B virus (HBV) ve Hepatit C virus (HCV)
temel olarak parenteral yolla bulasir ve yiiksek kroniklesme oram sergilerler. Hepatit D
virusu (HDV) ise baglangigta "delta ajam" olarak adlandinlan ve viral replikasyon i¢in HBV
yiizey antijenine ihtiyag duyan, defektif bir RNA virusudur. Major hepatotropik viruslan
saptamaya yonelik oldukca duyarli testler geligtirilmesine karsin, toplum kokenli hepatitlerin
%20" sinin ve parenteral yolla bulasan hepatitlerin ise %10’ unun etyolojisi bilinmemektedir
(1). Hepatit G virusu (HGV) nedeni bilinmeyen hepatitlerin (neA-neE hepatitler)

etyolojisinde rol almasi olasi ajanlardan biridir (1-9).

HGYV 1995 yilinda iki farkh arastirma grubu tarafindan e zamanl olarak tanimlanmustir.
Simons ve ark., (2) GB virus C (GBV-C), Linnen ve ark., (3) ise hepatit G virus (HGV)
olarak adlandirdiklan transflizyon yoluyla bulasan iki virus tammlamislardir. Bu iki virusun
daha sonra aym tiiriin farkli izolatlan oldugu ortaya konulmustur (7-9). HGV Flaviviridae
ailesi igerisinde yer alan, pozitif yonelimli (polariteli), tek zincirli bir RNA virusudur, sirasi
ile GB virus A (GBV-A), GB virus B (GBV-B) ve HCV’ ye benzerlik gosterir (1-9).
HGV' nin Klinik 6nemi, 1995 yilinda kesfinden bu yana yapilmus olan pek ¢ok arastirmaya
kargin ¢ok iyi bilinmemektedir.

Giinimiizde aktif HGV infeksiyonlarinin belirlenmesinde kullamlan tek yontem virus
genomunun "ters transkripsiyon-polimeraz zincir tepkimesi” (RT-PCR) ile gosterilmesidir.
HGV zarf glikoproteinine karsi olusmusg antikorlar (anti-E2) enzim immuno assay (EIA)
ya da diger serolojik yontemlerle saptanabilmesine kargin bu antikorlar aktif infeksiyonu
degil gecirilmis infeksiyonu gosterir (4). HGV antijenlerini saptayabilen bir test ise heniiz

gelistirilememigtir.
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HGV temel olarak parenteral yolla bulagir, bu nedenle hemodiyaliz hastalani, kan ve kan
tirtinleri ile sagaltim alan hastalar, damar i¢i uyusturucu kullamcilart HGV bulas1 agisindan
yiiksek risk tagimaktadirlar (7-9).

3.2 Amag

Calismamizin amacit, risk gruplan igerisinde yer alan hemodiyaliz hastalarnda, HGV
infeksiyonlanmn RT-PCR yoéntemi ile saptanmasi, HGV izolatlanmin genotiplerinin ve

filogenetik iligkilerinin belirlenmesidir.
4 GENEL BILGILER

4.1 Tarihge: Virusun kesfi

Deinhart ve ark., 1967 yilinda akut hepatitli bir cerrahtan aldiklan serumu, tamarinlere
(Sanguinus spp.) inokiile etmigler ve deneklerde hepatit geligtigini gostermislerdir (3,6-9).
Yaklasik 28 yil boyunca, farkh aragtinicilar tarafindan tamarin pasajlan ve bu sirada yapilan
deneyler sonucu, tamarinlerdeki hepatite bir virusun neden olabilecegi diigiinilmistiir
(7-10). Simons ve ark., (6) 1995 yilinda molekiiler klonlama teknikleri ile tamarin
serumlanindan iki farkh RNA genomu elde etmigler ve cerralun isminin bas harflerini
kullanarak GBV-A ve GBV-B diye adlandirmuglardir. Ancak cerrahtan alinan serum 6rnegi
de dahil olmak iizere, insan serumlarinda bu iki virusa rastlamamuglardir. Primat kokenli
oldugu saptanan bu iki virusun, insanlarda infeksiyonlara neden olmadig, Flaviviruslara
ozellikle de HCV' ye benzerlik gosterdigi belirlenmistir (6,7,10). Aym ¢alisma grubu, HCV,
GBV-A, GBV-B varsayimsal (putativ) helikaz bolgelerindeki ortak niikleotidleri hedefleyen
dejenere primerler ile Bati1 Afrikah hastalardan alinan 6rneklerde, bu viruslardan farkh bir
virus tammmlamuglardir. Ne-A, ne-E hepatitlerden sorumlu olabilecegi diistiniilen bu ajan, GB
virus C (GBV-C) olarak adlandmlmis ve tam genom dizisi elde edilmistir (GenBank
no:PNF2161) (2). Linnen ve ark., (3) 1996 yilinda biri ALT yiikselmesi gosteren fakat
hepatit bulgulari olmayan, dieri posttransflizyonal kronik hepatitli iki hastadan aldiklan
serum orneklerinde "Immunoscrening teknigi" ile Flaviviruslara benzerlik gosteren bir RNA
virusu tammlamiglar ve bunu Hepatit G Virusu (HGV) olarak adlandirmiglardir. HGV ile
GBV-C arasinda niikleotid ve aminoasit benzerlikleri (sirasi ile %86 ve %96), iki virusun
aym tirin farkh izolatlan oldugunu gostermigtir (3). Bu nedenle, virus GBV-C/HGV
olarak da tammlanmaktadir. Bu yazida, kolaylik agisindan HGV tamimu kullandmugtir.
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Sekil 1: Filaviviridae ailesi icerisinde HGV nin yeri

4.2 Hepatit G Virusunun Ozellikleri, Yapisi ve Genom Organizasyonu

HGYV yaklagik 50 nm ¢apinda, zarfh, tek iplikli, pozitif yonelimli (polariteli) bir RNA virusu

olup Flaviridae ailesi iyesidir. Virus, genomik organizasyonu ve amino asit dizilimi

yoniinden ozellikle GBV-A ile, daha az oranda da GBV-B ve HCV ile benzerlik gosterir

(2-3,7-9,11). Bu viruslarin Hepacivirus genusu iginde siniflandinlmas: énerilmektedir (Sekil

1). Heniiz genomik lokalizasyonu tam olarak tamimlanamamg olan viral niikleokapsidi lipid

bir zarf gevreler (12). Viral zarf yapisinda envelope 1 (E1) ve envelope 2 (E2) olmak iizere

iki ayn glikoprotein yer almaktadir (4,13).
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HGV genomu, yaklagik 9400 niikleotid uzunlugunda, tek iplikli bir RNA molekiliinden
olusmugtur (2-3). Genom, 2900 amino asitlik poliprotein 6nciiliini kodlayan, biyitk ve tek
actk okuma cergevesi ("Open Reading Frame", ORF) igerir (2,3,11) (Sekil 2). Genomun
her iki ucunda protein kodlamayan gen boélgeleri (NCR : noncoding region) bulunur ve viral
yapi, genomik organizasyon ve niikleotid dizilimi ile diger flaviviruslara benzerlik gosterir
(2,3). HGV ve GBV-A' nin 5'-protein kodlamayan bolgeleri HCV' ye gore daha uzun ve
degiskendir. HCV' ye benzer bigimde bir "internal ribosome entry site" (IRES) igerir (14).
IRES, kep yapisindan bagimsiz olarak protein translasyonunu baglatmaktan sorumludur
(14,15) (Sekil 2). Yapisal proteinleri kodlayan genler genomun 5' ucuna, yapisal olmayan
proteinleri kodlayanlar (nonstructural : NS) ise 3' ucuna yakin bir yerlesim gosterir ve
5' ucundan 3' ucuna dogru siras1 ile E1, E2, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A ve NS5B
bolgelerini igerir (14) (Sekil 2-Tablo 1).

HGYV hentiz elektron mikroskobu ile gosterilememis ve virusun hiicre kiiltiir sistemlerinde
uzun sireli replikasyonu saglanamamugtir. Bu nedenle, giinimizde HGV viral yapisinin
dolayh yollarla tammlanmasi olasidir. HGV HCV' ye benzer bigimde, infekte bireylerin
kanlannda diisiik ve yiksek (sirasiyla 1.07 ve 1.17 g/ml) olmak iizere iki farkli dansiteye
sahip partikiiller bigiminde bulunabilmektedir (12). Diisitk dansiteli HCV partikiillerinin
infektivite ile iliskili oldugu disiinilmektedir. Ancak, HGV agisindan diisiik ve yiksek
dansiteli partikiiller ile patogenez arasindaki iligki bilinmemektedir (16). HGV ve HCV' de
kloroform ekstraksiyonu sonrasi gorilen dansite artigi lipid zarfin pargalanmasi ile iligkili

olup, infektivite kaybina yol agabilmektedir (12).

HGYV proteinlerinin biyolojik fonksiyonlar: tam olarak aydinlatilamamgtir. Bilinen proteinleri
ise HCV ile benzerlik gosterir. Virus genomunda iki varsayimsal zarf proteini (E1, E2),
metalloproteaz (NS2), serin proteaz, helikaz, NTPaz (NS3) ve RNA-bagimhi RNA
polimeraz (NS5B) kodlayan bélgeler tanimlanmugtir (14-18) (Tablo 1).

E2 bolgesi viryon yiizeyi ile iligkili bir glikoproteini kodlamaktadir. E2 yiizey
glikoproteinine kary1 olusan antikorlar (anti E2 IgG) farkli yoéntemlerle saptanabilmektedir
ve daha ¢ok gecirilmis infeksiyonu tanimlar (4,13).
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NS2 tarafindan kodlanan metalloproteaz, poliproteinden NS2-NS3 bolgesinin kesilmesini
diizenler. NS3' den kodlanan serin proteaz ise NS3-NS4A, NS4A-NS4B, NS4B-NS5A ve
NS5A-NS5B bolgelerinin aynstinlmasindan sorumludur. NS4A bolgesi, serin proteaz
enziminin aktivitesi i¢in kofaktér gorevi gormektedir. Sonug¢ olarak, serin proteaz,
metalloproteaz ve heniiz tam olarak tammlanmamig olan NS4A proteini, posttranslasyonel
proteolitik aktiviteden sorumludur ve poliprotein Oncillinden olgun proteinlerin
aynigtinlmasim saglar (12,17,19).

HGYV poliproteininin amino terminal ucu HCV' ye gore daha kisadir ve kor bolgesini
kodladigy varsayllan bu bolge izolatlar arasinda deZigskenlik gosterir HGV kapsid
proteininin, izolatlar arasinda 19 ile 91 amino asit uzunlugunda degisen bu bolge tarafindan
kodlanip kodlanmadig: tam olarak bilinmemektedir (2,3). Bu konuda bir bagka goriig de,
NS5A igindeki binisimli (overlapping) bir gen bélgesinin kapsid sentezinden sorumlu
olabilecegini diisiindiirmektedir (19). Diger yandan, Linnen ve ark. (3) antigenomik iplik

tizerinde bulunan ORF" nin infeksiyon sirasinda eksprese olabilecegini 6ne siirmiiglerdir.

Tablo 1: HGV proteinleri, ORF icerisindeki koordinatlar: ve olasi islevleri

Genomik Niikleotid Kodon Islevi

bolge pozisyonlan sayisi

C? ? ? Kapsid

El 1-615 205 Zarf glikoproteini

E2 616-1926 437 Zarf glikoproteini

NS2 1927-2682 252 Metalloproteaz

NS3 2683-4650 656 Serin proteaz / helikaz/NTPaz
NS4A 4651-5283 211 Serin proteaz kofaktori
NS4B 5284-5595 104 Bilinmiyor

NS5A 5596-6840 415 Bilinmiyor

NS5B 681-8496 552 RNA-bagimli RNA polimeraz




HGV (8.7 kb)

1 N§2 r NS3 —[NMAI NSs4B —[ NS5A I NS3B

Yapisal proteinler Yapisal olmayan proteinler

Hepaciviruslar (9.4 kb)

I NS§3 —IEMA NS4B LNSSA l NS5B

Y apisal proteinler Yapisal olmayan proteinler

Flaviviruslar (9.4 kb)

Ns1 | ws2a NsB|  Ns3 [ nsaa | nsam | wss

Yapisal proteinler Yap1sal olmayan proteinler

Pestiviruslar (12.5 kb)

NS2-3 TNs4A| NS4B r NS5A I NS5B

Yapasal proteinler Yapisal olmayan proteinler

Sekil 1: HGV ve diger Flaviviridae ailesi iiyelerinin genomik organizasyonu.

4.3 HGV Siniflandinimasi, replikasyonu ve genotipler

HGV genomik organizasyon ve niikleotid dizi benzerlikleri nedeniyle GBV-A ve GBV-B ile
birlikte gegici olarak Hepacivirus genusu igerisinde simiflandiriimaktadir. Bu genus igerisinde
kendisine en yakin tiir olan GBV-A ile %48, HCV ile ise %29 amino asit homolojisi gosterir
(2). Ginimizde HGV smiflandinlmasinda ve guruplarinin belirlenmesinde niikleotid
dizilerinin  kargilasgtinilmast  ve filogenetik analizi  kullamlmaktadir.  Genotiplerin
belirlenmesinde en giivenilir sonuglar, kargilagtirmanin genomik dizinin tiimii ile yapilmasi ile
elde edilmektedir (20). Buna karsin, tam genom dizilerinin belirlenmesindeki giiglikkler nedeni
ile farkli subgenomik bolgelerden elde edilen dizilerle de HGV filogenetik analizi
gerceklestirilebilmektedir (20,23).
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HGV diisitk dereceli amino asit dizi varyasyonlan gostermesi ve bu varyasyonlann klinik
Oneminin tam olarak tanimlanamamig olmasi nedeni ile tip ve subtipten daha ¢ok grup ve
subgrup olarak smiflandinimaktadir (20). HGV 5-NCR mutasyon oran 13-2,4 x 10°
sub/nt/y1l olarak hésaplammsur (22). Yakin zamanda tammlanmis ve tam genom dizisi elde
edilmis 33 HGV izolat: ile gergeklestirilen analizler sonucy, filogenetik olarak doért ana
grubun varlifi gosterilmektedir (20). E2 bolgesini igeren daba ¢ok sayida izolatla yapilan
analizlerde ise 5 filogenetik grup belirlenmistir (grup1-5). Smith ve ark., (20) subgenomik
kargilagtirmalar i¢in en uygun bolgenin E2 bolgesi igerisinde, 200-600 niukleotid
uzunlugunda bir alan oldugu belirtilmigtir.

HGV filogenetik gruplanmin cografi dagilimi, tarth 6ncesi insanlarin Afrika' dan diger
kitalara g6¢ yollan ile kosutluklar géstermekte ve virusun infekte ettigi konaklar ile birlikte
evrimlestigi samlmaktadir (20,24,25). Grup 1 ve 5 Afrika kokenlidir. Diger gruplar li¢ ana
insan gogl ile iliskili gozitkmektedir. Grup 2 Avrupa, grup 3 Kuzey Asya ve grup 4 ise
Guiney Asya iilkelerindeki infeksiyonlardan izole edilmektedir (20-31). ABD' de grup 2
baskin olmasina karsin, Kuzey ve Giiney Amerika yerlilerinde Asya kokenli grup 3' e diger
gruplardan daha sik rastlanmaktadir (20,25-27).

Niikleotid dizi analizi diginda filogenetik gruplann belirlenmesi amaciyla, epidemiyolojik
¢aligmalarda uygulama kolayhg: saglayan “restriction fragment length polymorphism"
(RFLP) yontemi kullanilmustir. RFLP sonuglarimin dizi analizlerinde elde edilen gruplar ile
(grup 1-3) % 97.3 uyumlu sonug verdigi bildirilmistir (32).

HGYV filogenetik gruplan ile klinik tablo, prognoz, sagaltima direng ya da tam arasinda her
hangi bir iligki gosterilememistir. Ancak, farkli HGV tiiriimsii ya da varyantlaninin, farkli
klinik 6zellikler gosterebilecegini ya da bu varyantlarin doku tropizmiyle iligkili olabilecegini
disindiiren veriler bulunmaktadir (33). Heringlake ve ark., (34) on bir ne-A,ne-E fulminan
hepatit olgusunun serumlanindan elde ettikleri HGV izolatlannin timiinde, ayn1 genomik
pozisyonda mutasyonlar tammlamuglar ve fulminan seyir ile iligkili olabilecegini
bildirmiglerdir. Mononiikleer hiicreleri infekte edebilen HGV varyantlanmn 5' protein
kodlamayan bolgelerinin ortak predominant bir dizi igermesi, lenfotropizm veya
hepatotropizm gosteren varyantlarin bulunabilecegini, belki de farkh klinik tablolardan

sorumlu olabilecegini diisiindiirmektedir (33,35).
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HGYV replikasyonu, 6zellikle Hepacivirus ve Pestivirus’ lere benzemektedir . Bu genuslarin
replikatif dongisii, 1- adsorbsiyon 2- reseptdér aracili endositoz 3- flizyon 4- kapsid
soyulmasi 5- IRES aracih translasyon 6- poliprotein sentezi 7- hiicresel ve viral proteazlarla
proteolitik pargalama 8- membran iliskili antigenomik (-) ve progeni RNA (+) sentezi
9- nikleokapsidle birlesme (assembly) 10- endoplazmik retikulumdan virusun
tomurcuklanmasi 11- golgi cisimcigine transport ve olgunlagma 12- vezikiil fiizyonu ve

olgun viral partikiiliin serbestlesmesi agamalanindan olusmaktadir (15).
4.4 HGV infeksiyonlannin klinik 6zellikleri

HGV akut veya kronik hepatit olgularinda kontrol gruplarna gore daha yiiksek oranda
saptanmaktadir (1,3,36) (Tablo 2-4). Fakat HGV' nin akut ya da kronik karaciger
hastaliklan ile iligkisi belirgin degildir. HGV infeksiyonlan genellikle asemptomatik seyreder.
Transaminaz seviyeleri yikselmez ya da thmh yiikselmeler gozlenir. Karacigerde
histopatolojik degisiklikler olusturmaz (1). Bu nedenle HGV ile karaciger hastaliklani
arasindaki iliskiyi tamlayabilmek icin yamitlanmas: gereken ilk ve en 6nemli soru, virusun
primer olarak karacigerde replike olup olmadigidir. HGV' nin 6zgil organ ya da doku
tropizmi gosterip gostermedigi konusunda geligik veriler bulunmaktadir (37-39).

Flaviviridae ailesi negatif iplik (antigenomik iplik) aracih ile replikasyon gosterir (15,40).
Bu nedenle negatif ipligin belirli bir doku ya da organda gosterilmesi 6zgiil replikasyon
alammin tammlanmasinda kullamlan bir yéntemdir. Diger bir segenek, invitro hiicre kiiltiir
sistemlerinde replikasyonun molekiiler ya da serolojik yontemlerle gosterilmesidir (41,42).
Fakat negatif iplifin 6zgiil amplifikasyonu kendi igerisinde belirli zorluklar tagimaktadir.
Yiiksek 1silarda cDNA sentezi yapabilen, bu nedenle negatif iplige yiiksek 6zgiilliik gosteren
Tth polimeraz ile HGV antigenomik ipligi aragtinlmig, karaciger, kemik iligi ve dalak gibi
dokularda negatif iplige rastlanmigtir (39). HGV' nin mononiikleer hiicrelerde gogalabildigi
gosterilmigtir (41,43).

Viruslar, genel olarak primer replikasyon bolgelerinde serumdan daha yiksek
konsantrasyonlarda bulunmalanna kargin, HGV karacigerde, serum seviyelerinden yaklagik
10-100 kat dusiik miktarlarda saptanmstir (39,44). Biitiin bu veriler isiginda, karacigerin
HGV igin primer replikasyon bolgesi olmadig diistiniilmektedir.
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4.4.1 Akut hepatitler

HGV akut infeksiyonlant genellikle asemptomatiktir, hepatik ya da ekstrahepatik bir bulgu
saptanmaz ve olgulann bir ¢ofunda biyokimyasal ve histolojik degisiklikler gézlenmez
(Tablo 3). ALT seviyeleri diger viral hepatit olgularina oranla iimh seyreder (230 IU/ml
altinda). Fakat normal ya da daha yiiksek (3000 IU/ml) ALT seviyeleri de bildirilmigtir
(1,45-46). HGV-RNA' min kaybolmasi anti-E2 antikorlanimin saptanmasi ile es zamanhdir ve
bu nedenle anti-E2 antikorlaninin viral klirens ile iligkili oldugu diigiiniilmektedir (4,13,47)
(Sekil 3). Transfiizyon sonrasi 2-11 hafta igerisinde HGV-RNA serumda saptanir seviyelere
gelmektedir (1,48). HGV viral yiikii ile klinik bulgular arasinda bir iligki gésterilememistir
(1). Olgularin % 0-75' inde uzamg viremi goézlenir ve HGV' nin 16 yila kadar persistan
kalabildigi bildirilmistir (5).

Ne-A ne-E posttransfiizyonal akut hepatit olgulannin % 9-40' inda, sporadik olgularn ise
%0-9' unda HGV-RNA saptanmaktadir (1,3,49-52). Ortak bulag yollan nedeniyle HCV ve
HBYV ile koinfeksiyonu sik goriilmektedir, fakat HGV hepatit C infeksiyonlarimn klinik ve
biyokimyasal 6zellikleri iizerine etkili degildir (37).

HGYV ile fulminan hepatitler arasinda, olgu sayilan az olmasina karsin anlamli bir iligki
olabilecegini diisiindiiren veriler bulunmaktadir (34,53). Buna karsin bu iligkinin kontamine
kan ve kan trinleri ile sagaltim sonucu olusabilecegi de distnillmektedir (54). Heringlake
ve ark., (34) fulminan seyirli HGV olgularmin tiimiinde NS3 bolgesinde saptadiklani 100. ve
102. niikleotidlerdeki mutasyonlann fulminan seyirle iligkili olabilecegini belirtmiglerdir.

Tim bu verilere karsin akut ve fulminan hepatit olgularinda HGV' nin etyolojik roliiniin
belirlenebilmesi igin daha uzun sireli galigmalara ihtiyag duyulmaktadir.
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Tablo 2: Akut hepatit olgularinda HGV prevalansi

i Hepatit tiirii - Referans- i A -HGYV.
Ne-A ne -C Alter ve ark (1) 16 3(19)
Posttransflizyonal Linnen ve ark.(3) 13 3 (23)

Nakatsujt ve ark. (49) 5 1(20)
Hwang ve ark. (50) 5 2 (40)
Fiordalisi ve ark.(36) 31 11(35)
Sporadik Alter ve ark. (45) 45 4 (9
Nakatsuji ve ark. (49) 43 0
Hepatit A Alter ve ark. (45) 100 25(25)
Nakatsuji ve ark. (49) 21 0
Hepatit B Alter ve ark. (45) 21 3(14)
Nakatsuji ve ark. (49) 100 32(32)
Hepatit C Alter ve ark (1) 53 7(13)
Alter ve ark. (45) 63 6(10)
Nakatsuji ve ark. (49) 116 23(20)
Hwang ve ark. (50) 52 5(10)
HGV-E2 Ab —
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Sekil 3: Bir akut posttransfiizyonal hepatit olgusunun klinik seyri
HGV-RNA kaybs ile eszamanli olarak ALT seviyeleri normallesmekte ve aE2 antikorlan saptanmaktadir.
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Tablo 3: Akut viral hepatitlerde karsilastirmali klinik ve biyokimyasal veriler

10

Kaynak *. " HGV -~ HGVAHCV * ]
Alter ve ark. (1)
Sayt 3 6 56 10
OrtalamaALTtepedegeri (IU/ml) 198 724 726 418
Kroniklesme oram (%) 67 50 48 20
Sarilik 0 33 32 0
T.Bil tepe degeri (mg/dl)* 0.87 3.97 3.14 1.18
Alter ve ark. (45)
Say1 4 23 93 41
Ortalama yas 27 31 34 39
Kadin/erkek 2/2 14/9 36/57 22/19
Ortalama ALT tepe degeri (IU/ml) 1680 1673 1410 335
Kroniklesme oram (%) 0 14 50 12
T.Bil tepe degeri (mg/dl) 9.6 45 4.1 3.6
Hwang ve ark. (50)
Say1 2 5 47
Ortalama yas 61 57 53
Kadin/erkek 2/0 32 33/14
Ortalama ALT tepe degeri (IU/ml) 201 887 617
Kroniklesme oram (%) 0 80 79
Sanbk 0 20 19
Nakatsuji ve ark. (49)
Sayr 1 7 52 26
Ortalama yas 45 434 442 462
Kadin/erkek 1/0 4/3 18/34 12/14
Ortalama ALT tepe degeri (IU/ml) 586 640 1113 664
Kroniklesme orani (%) 0 71 64 12
T.Bil tepe degeri (mg/dl) 1.1 19 2.7 59

*T.Bil: Total Bilirubin

4.4.2 Kronik hepatit, siroz ve hepatoselliiler karsinom

HGV" nin siklikla persistan infeksiyonlara yol agmasina kargin (%0-75), kronik hepatit, siroz
ve hepatoselliler karsinom (HSK) ile iligkisi belirgin degildir (49,55,56). Bir ¢aligmada,
HGV-RNA olumlu otuz bes olgudan 32' sinin (%91) alt1 ay ve izlenen sekiz olgudan 5' inin
de 4 yila kadar persistan kaldig bildirilmistir (1). Bir diger ¢ahigmada ise, HGV-RNA' min

16 yila kadar saptanabilir diizeylerde kaldig1 gosterilmigtir (5). Etyolojisi belirlenememis
kronik hepatit, siroz ve HSK ile HBV ve HCV ye bagh olgular arasinda HGV prevalansi
agisindan istatistiksel bir fark bulunmamaktadir (Tablo 4). Kronik hepatit C ve hepatit B
hastalarinda HGV koinfeksiyonu siklikla gériilmektedir (56). 1zole HCV infeksiyonu ile
HGV-HCYV koinfeksiyonu saptanan hastalar arasinda klinik siire¢ ya da  interferon-o, yanit1

arasinda bir fark yoktur (42).



Tablo 4: Kronik hepatit, siroz ve hepatoselliiler karsinomada (HSK) HGV-RNA prevalansi

" Olgusays (u) BGV-RNA + (%)

... Referans
Ne-A Ne- C
Kronik hepatit Nakatsuji ve ark.(49) 34 2(6)
Linnen ve ark. (3) 158 15(10)
Fiordalisi ve ark.(36) 18 7(35)
Siroz Handajani ve ark.(29) 14 1(7)
Nakatsuji ve ark.(49) 10 1(10)
HSK Nakatsuji ve ark.(49) 6 0
Kanda ve ark.(52) 8 0
Brechot ve ark.(56) 14 2(14)
Handajani ve ark.(29) 15 1(7)
Hepatit B
Asemptomatik tagtyic1 ~ Nakatsuji ve ark.(49) 42 4(10)
Kronik hepatit Handajani ve ark.(29) 5 1(20)
Nakatsuji ve ark.(49) 36 0
Linnen ve ark. (3) 72 7(10)
Siroz Nakatsuji ve ark.(49) 17 3(18)
HSK Brechot ve ark.(56) 23 0
Kanda ve ark.(52) 25 1(4)
Hepatit C
Kronik hepatit Handajani ve ark.(29) 38 1(3)
Nakatsuji ve ark.(49) 42 2(5)
Linnen ve ark. (3) 96 18(19)
Fiordalisi ve ark.(36) 18 7(39)
Tanaka ve ark.(55) 189 21(
Siroz Nakatsuji ve ark.(49) 42 5(12)
Handajani ve ark.(29) 48 4(8)
HSK Brechot ve ark.(56) 20 2(10)
Handajani ve ark.(29) 25 2(8)
Kanda ve ark.(52) 46 5(11)
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4.5 HGV infeksiyonu tanisi ve genotiplendiriimesi

4.5.1 Tam
4.5.1.1 Serolojik tam

Serolojik tam HGV antijenlerine kargt olusmus antikorlann serumda gosterilmesine

dayanmaktadir. Heniiz HGV antijenlerini saptayabilen bir test gelistirilememigtir.
A- Enzyme immuno assay (EIA)

HGYV zarf glikoproteinine kargi olugmug antikorlan saptamak amaciyla bir EIA gelistirilmis
ve pek ¢ok aragtirma laboratuvan tarafindan tanisal olarak kullanilmaktadir (4,13,57-59).
Bu amagla kullanilan antijen, E2 bolgesini igeren bir cDNA pargasiin Chinese hamster
ovary (CHO) ya da Escherichia coli hiicresine klonlanarak elde edilmektedir (4,13,58).

Anti-E2 antikorlan viral klirensle iliskili olup HGV-RNA ile genellikle bir arada bulunmaz.
Bu nedenle daha ¢ok gegirilmis infeksiyonu tanimlar (4,13,47,57-60).

B- Strip immunoblotting assay (SIA)

Feucht ve ark., tarafindan gelistirilmis SIA, dort farklh rekombinant HGV epitopuna
(E1, E2, NS3N, NS3-C/NS4) yonelen antikorlanin ayn ayn saptanmasim saglamaktadir.
Yapilan ¢aligmada, olgularin %45' inde tiim bolgelere karsi antikor yamiti saptanirken,
% 28' inde E2-NS3N-NS3-C/NS4, %11' inde E2-NS3-C/NS4, %8' inde E1-E2-NS3-
C/NS4, %6' sinda E1-E2 ve % 3' iinde NS3-C/NS4' e kars: antikor yanit1 saptanmugtir (61).

4.5.1.2 HGV-RNA' nin gosterilmesi

RT-PCR

Su an igin aktif HGV infeksiyonlanmn tamisi, HGV genomunun RT-PCR yontemi ile
gosterilmesine dayanmaktadir. Bu yontemde, ilk olarak ekstrakte edilmig viral RNA' dan,
bir ters transkriptaz enzimi (revers transcriptaz, RT) ile komplementer DNA (cDNA) elde

edilmekte, ardindan polimeraz zincir tepkimesi sonucu amplifikasyon gergeklestirilmektedir.
PCR yonteminde DNA amplifikasyonu 3 asamada gergeklesmektedir,

1-  Denatiirasyon: Yiiksek 1s1 kullanilarak DNA ¢ift ipliginin ayrismas: saglanir.

£ YOXSEKOGRETIM KURULL
DOMIRMANTASYON



2- Annealing (hibridizasyon): Oligoniikleotid primerler ile hedef DNA ipligi eslesir.
3- Extensiyon (polimerizasyon): Bir polimeraz enzimi ile primerlerden baslayarak

komplementer ipli§inin olusmasi saglanir.

Dongiisel 1s1 iiretebilen bir cihazda (thermocycler), bu ii¢ asama 30-40 kez tekrarlanarak,
her dongii sonucunda hedef DNA' nin iki kat artmasi saglanir. Son olarak amplifiye edilmig
DNA farkh yontemlerle goriinir hale getirilmektedir.

RT-PCR, HGV genomunun NS3, NS5 ve 5-NCR gibi farkh subgenomik bolgelerini
hedefleyen primerler ile gergeklestirilebilir. Bu primerlerin duyarhiklan arasinda belirgin bir
fark saptanmamugtir (1-3,62-66).

4.6 Epidemiyoloji

HGV infeksiyonlan tiim diinyada yaygin olarak goriilmektedir. Insanlar diginda Pan
troglodytes, troglodytes ve versus tiri sempanzeleri de dogal yollardan infekte edebildigi
gosterilmigtir (64).

HGYV, saghkh bireylerde % 1-4 arasinda yiiksek viremi oram sergiler. HGV-RNA prevalansi
iilkeden iilkeye onemli degisiklikler gosterir. Ispanya (%3), Vietnam (%5.2), Almanya
(%4.7), Giiney Afrika (%10.4), Bat1 Afrika (%14.2) gibi iilkelerde prevalansi, Japonya
(%0.6-0.9), Cin (%0.7-2), Norveg (%2,5) ve ABD den (%0,9) daha yiiksektir (1,45,67-71).
Tiirkiye' de saglikli popiilasyonda, %0,5 ve %3,4 gorilme sikhig saptanmstir (72,73).

HGV parenteral yolla bulagmaktadir, ayrica HGV olumlu hastalann sperm ve
tikiriiklerinde viral RNA saptanmug, vertikal ve seksiiel yolla da bulasabilecegi
gosterilmigtir (71,74,75).

4.6.1 HGY infeksiyonu icin riskli gruplar
Temel olarak iki bulas yolu bulunmaktadir.
A- Parenteral yolla bulas ile olusan infeksiyonlar.

B- Parenteral olmayan bulasg ile olusan infeksiyonlar.



A- Parenteral bulas
1- Kan transfiizyonu sonras1t HGV infeksiyonu

HGYV ile kontamine kan ve kan {iriinlerinin transfiizyonu, HGV i¢in en 6nemli bulag
yollanndan biridir (76-79). Genellikle kan transflizyon sayisi arttikga HGV ile infeksiyon
riski de artmaktadir. Viral inaktivasyon yapilmamg ve oldukga genig bir serum havuzundan
hazirlanan plazma triinleri de bu konuda 6énemli bir rol oynamaktadir. On yedi faktér VIII
Orneginin 16' sinda (%94) ve alt1 faktor IX 6rmeginin altisinda (%100) HGV-RNA olumlu

bulunmustur (77).
2- Damar i¢i uyusturucu kullamcilarinda HGV infeksiyonu

Damar i¢i uyusturucu kullamcilarinda HGV prevalans: oldukga yiiksektir ve bagimhlik siiresi
uzadikga HGV ile kargilagma riski artmaktadir. Damar i¢i uyusturucu kullamcilannda
saptanan yiiksek prevalansin ortak enjektor kullammma bagh oldugu dusiiniilmektedir
(4,80) (Tablo 5).

3- Hemodiyaliz sagaltim alan hastalarda HGYV infeksiyonu

Hemodiyaliz hastalarinda HGV viremi oram %3 ile %29 arasinda degigmektedir (Tablo 5).
HGV-RNA olumlulugu ile hemodiyaliz siiresi ve kan aktanm miktan arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir korelasyon bulunmaktadir (5,26,29,82-85). Fakat kan transfiizyonu
yapimamis ve hemodiyaliz streleri kisa olan hastalarda da HGV infeksiyonlarinin

saptanmast bagka olasi bulag yollanm distindirmektedir (83).
4- Transplantasyon ve HGV infeksiyonu

Bobrek transplant hastalannda HGV prevalans: yiiksektir. Bu durum transplantasyon
oncesinde hemodiyaliz sagaltimi ya da kan transfiizyonlanna da bagh olabilir. Iki ¢alismada,
bobrek transplantasyon alicilaninda HGV ile kargilagma oram %26 ve %53 olarak
bildirilmigtir (Tablo 5) (84,86-88).
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B- Parenteral olmayan bulagsma
1- Seksiiel bulasma

HGYV infeksiyonlarimn cinsel yol ile bulagabilecegi ve bu yolun 6nemli bulag yollanindan biri
oldugu dustiniilmektedir. HGV olumlu 12 kan donériinin cinsel partnerleri aragtinlmig ve
dordinde (%33) HGV-RNA, dordiinde ise (%33) HGV'ye karg1 antikor yamiti1 gosterilmisgtir.
Donorler ile partnerlerinde saptanan HGV izolatlan arasinda %99,2 ile %100 arasinda
nilkkleotid benzerliklerinin saptanmig olmasi, HGV' nin cinsel yolla bulagabilecegini
gostermektedir (69). HGV ile infekte bireylerin sperm Omneklerinde HGV-RNA
gosterilmistir (74). Homoseksiiel bireylerde HGV viremi oramt %10 olarak saptanmgtir
7).

2- Vertikal bulasma

Yapilan galismalar HGV' nin vertikal yolla oldukga yiitksek oranlarda bulagabilecegini
disindiirmektedir (89-94). Sezaryen ile yaptinlan dogumlanin HGV vertikal bulag riskini
azaltti@ bildirilmistir (92). Normalde plasenta, anne kam ile bebek kammn karigmasim
engelleyen bir bariyer goérevi gormektedir fakat uterus kontraksiyonlan sirasinda bu
bariyerin bitinligiiniin bozuldugu ve intrauterin bulagin esas olarak bu yolla meydana
geldigi belirtiimektedir (92). HGV viremisi saptanan bebeklerin %92' sinde HGV-RNA' mn
bir yil, % 50' sinde ise ti¢ yil saptanabilir diizeylerde kaldigi gésterilmis ve bebeklerin
%33'iinde gegici ve thmli ALT yiikselmeleri (91-115 TU/ml) saptanmugtir (91).

3- Cinsel olmayan yakin iliski sonucu gelisen bulasma

HGV' nin aile i¢i bulasabilecegi ve tiikriik gibi viicut sivilarinda bulunabilecegi gosterilmigtir
(68,75). Saghkh populasyonda yiiksek kargilagma oranlanmin saptanmasi cinsel iliski
olmaksizin yakin sosyal iliskinin HGV bulaginda rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

4.7 Sagaltim

HGYV infeksiyonlan genellikle asemptomatik seyreder ve hastaliklarla iliskisi belirsizdir, bu
nedenle, sagaltim gerekli degildir. Fakat, HGV interferon o sagaltimma duyarhdir. HGV-
HCV koinfekte on hastadan 9' unda interferon sagaltimi sonrasinda HGV viral yiikiinde



istatistiksel olarak anlamli bir azalma kaydedilmis ve hastalann % 30 unda ise kalict yanit
elde edilmigtir (95).

Tablo 5: Farkh risk gruplarinda HGV-RNA prevalansi

Risk Grubu "~ Olgusaym HGV-RNA' ~ aE2* .~ Toplam '
i L T Cw e sl R
Hemofili
Handajani ve ark. (29) 66 13 (19)
Kao ve ark. (30) 10 3 (30)
Lara ve ark. (77) 17 2(12)
Jarvis ve ark. (76) 66 13 (15)
Aplastik anemi
Kao ve ark. (30) 20 4 (20)
Ig sagaltin alan hastalar
Morris ve ark.(78) 28 8 (28)
Lefrére ve ark. (79) 16 2(12,5)
Damar i¢i uyusturucu bagimhlan
Tacke ve ark. (4) 99 38 (38) 41 (41) 75 (75)
Dille ve ark. (13) 27 1(4) 23 (85) 24 (89)
Kao ve ark. (30) 40 6 (15)
Lara ve ark. (77) 50 12 (24)
Schlueter (80) 130 43 (33)
Hemodiyaliz hastalan
Handajani ve ark. (29) 69 20 (29)
Kao ve ark. (30) 328 57 (17)
Masuko ve ark. (5) 519 16 (3)
Pujol ve ark. (26) 64 6(9)
Sampietro ve ark. (82) 100 19 (19)
Szabo ve ark. (84) 31 3 (10) 4 (13) 7 (23)
Tribl ve ark. (43) 119 16 (13) 24 (20) 38 (32)
Forns ve ark. (83) 96 25 (26)
Sengiil ve ark.(96) 42 3(7)
Oztiirk ve ark.(72) 67 22(31)
Giinaydin ve ark.(73) 78 27(34)
Renal tx. Ahcilar
Stark ve ark. (87) 221 31(14) 89 (40) 118 (53)
Szabo ve ark (84) 92 14 (15) 10 (11) 24 (26)
Erensoy ve ark. (88) 14 6(42)

*aF2: anti-E2



4.8 Hemodiyaliz hastalan ve viral hepatitler

Kronik diyaliz hastalarimn 6liim oranlan, yilda ortalama % 10-15'dir. En 6énemli mortalite ve
morbidite nedenleri infeksiyonlar ve kardiyovaskiiler nedenlerdir (97). Hemodiyaliz hastalan
en az iki nedenden o6tiiri infeksiyon hastaliklarindan daba gok etkilenirler. Bunlardan ilki,
hastalann infektif ajanlarla kargilagma risklerinin artmug olmasi, ikincisi ise hastalarin
infeksiyonlara karg1 direnglerinde azalmadir.

Parenteral yol ile bulagan viruslarin, hasta ya da saghk personeline bulasinda en énemli
kaynak infekte kan ve kan Griinleri ya da bu triinlerle kontamine tibbi gereglerdir. HIV,
HCV ve HBYV saglam deriden dogrudan penetre olamaz. Fakat ine batmalan, diger kesici
aletlerle yaralanmalar, deri catlaklan, yamklan yada yaralan ya da kontamine iiriinlerin
mukozal yiizeylere direk inokiilasyonu bulaga neden olabilmektedir (98).

Hepatit viruslan, hemodiyaliz sagaltimi goren hastalarda siklikla infeksiyonlara yol agar.
Hastanemiz hemodiyaliz Gnitesinde yapilan aragtirmalarda HBV belirleyicileri %6,1, HCV
RNA %27 olarak saptanmugtir (99,100).

Tablo 6: Hemodiyaliz hastalarinda hepatit viruslarimin goriilme sikhig

Kaynak Olgu sayis1 HbsAg HCV-RNA
| (n) (%) (%)

Masuko ve ark. (5) 519 15(2,9) 107 (20,6)

Sampietro ve ark. (82) 100 12 (12) 24 (24)

Forns ve ark. (83) 96 13 (14) 35 (36)




5 GEREC ve YONTEM
5.1 Gereg

5.1.1 Calhsma Grubu

Dokuz Eylill Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Hemodiyaliz {initesinde diizenli
hemodiyaliz sagaltimi alan 23 erkek, 19 kadin toplam 42 hastamin serum Ornekleri
HGV-RNA varlig agisindan arastinldi.

5.1.2 Hemodiyaliz tinitesi caliganlan

Olas: bir nozokomiyal bulagt tammlayabilmek amaciyla Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastangsi Hemodiyaliz Unitesinde galigan 9 hemsire, 4 doktor, 2 temizlik elemans, 1 sekreter ve
1 teknik personel olmak lizere toplam 17 (Erkek: 4, Kadin:13) saglik ¢aliganinda HGV-RNA
arastirdd.

5.1.3 Kontrol Grubu

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Dermatoloji poliklinigine bagvurmugs ve tammlanan
risk gruplan igerisinde yer almayan 156 kontrolde (Erkek:66, Kadin:90) HGV-RNA

arastinid:.
5.1.4 Serum Ornekleri

Hasta ve kontrollerin serum 6mekleri toplanms, steril eppendorf tiiplerde -70°C' de

dondurularak ¢aligmaya kadar saklanmustir.
5.2 Yéntem

Calisma grubunda HBV belirleyicileri (HbsAg, aHBC total) ve anti-HCV EIA ile
aragtinlmugtir. HGV-RNA varh@ RT-PCR ile arastinilmus ve olumlu émekler niikleotid dizi
analizi ile evrimsel yakinliklan agisindan incelenmigtir. Bulgulann tammlayict ve analitik
istatistik degerlendirmeleri SPSS versiyon 8.0 programinda yapilmustir.



5.2.1 HGV-RNA' nm cDNA RT-PCR ile gosterilmesi

Ayraclar-Gerecler

1- DEPC-H,0 (dietilpirokarbonat) (Sigma D5758)
DEPC 0.05 ml
Deiyonize 1000 ml
Bir gece oda 1sisinda birakildi. 60°C de 2 saat kapag: gevsetilerek tutuldu. Otoklavlandi.
2- Fenol (pH: 4.3) (Sigma P4682)
4- Sodyum sitrat (Sigma C8532)
Sodyum sitrat 5.5 H;O 15.78 g
DEPC-H,0 100 ml’ye tamamlandi.
(pH:7.0) Otoklavlandi. Oda 1sisinda 6 ay stabildir.
5- Sarcosil %10 (sigma L9150)
Sarcosil 1g
DEPC-H;0O 10 ml’ye tamamland:.
Otoklavlanmaz. Oda 1sisinda en az 3 ay stabildir.
6- Guanidium tiyosiyanat (GSCN) (Sigma G9277)

guanidyum thiocyanate 25 g (4M)

0.25 M sodyum sitrat 5 ml (75mM)

%10 sarkosyl 2.5ml

DEPC-H,0 50 ml’ ye tamamland.

Oda 1s1s1nda en az 3 ay stabildir.
7- 2-mercaptoethanol (14M) (Sigma M7154)
8- Denatiirasyon ¢ozeltisi (Sol.D)
4M GSCN 9.9 ml
2-merkaptoetanol (14 M) 0.1 ml
Oda 1sisinda 1 ay stabildir.

9-4 M NaCl
NaCl 1168 g
DEPC-H,O 50 ml’ye tamamlandi.

Otoklavlandi.



10- 1 M Tris-Cl (pH: 8.3)
Trizma base ( Sigma T8524) 465¢g

Trizma Hcl 183 g

DEPC-H;O 500 ml’ ye tamamlandi.
11- %70 Etanol

%95 EtOH 74 ml

Distile su 26 ml
12- Sodyum asetat (Sigma S2889)

2M M

NaOAc (anhidroz) 164 ¢ 2461g

yada NaOAc.3H,O 272g 3001g

DEPC-H,O 100 ml’ye tamamland.

(pH:5.2) pH glasiyel asetik asit eklenerek ayarlandi.
Otoklavlandi. Oda 1sisinda 6 ay stabildir.
13- EDTA (etilendiamintetraasetikasit) ( SigmaE5134)

0.5M 0.2M
Na,EDTA 186¢ 744 ¢g
Distile H,O 100 mt 100 ml

EDTA pH:8.0’da erir. 1-2 g NaOH pelleti ile istenen pH elde edilebilir.
Otoklavlandi.

14- TBE (5X)
Tris base (Sigma T8524) 54 g
Boric asid (Sigma B6768) 275g
0.SM EDTA 20 ml
Distile su 1000 ml’ ye tamamlandi.

Otoklavland:. Oda 1sisinda 1 ay stabildir.
15- DTT 1M (ditioerithritol) (Sigma D9779)
DTT 154 g
0.01 M NaOAc 10 ml
Filtrasyon ile sterilize edildi. 4 °C de sakland:.



16- Jel yiikleme tamponu ( Tip III, 6X)

%0.25 bromfenol mavisi (%10 stoktan) 0.75 ml

%50.25 xylene siyanol FF( %35 stoktan) 1.5 ml

%30 gliserol ( su igindeki karigimz) 9ml

Distile HO 18.75 ml
17- Etidium bromid (1000X, 5mg/ml ) (Sigma E8751)

Etidyum bromid 0.5g

Distile H,O 100 m!

Isiktan korumak i¢in aluminyum folyo ile kaplandi. 4 °C de saklandi.
18- Glikojen ( 20 ug/50 ul ) (Sigma G1767)
Glikojen 4 mg
DEPC-H,0O 10 ml
Alikotlanir, -20 °C de saklandi.
19- Poliadenilikasit ( Poly-A) ( 2mg/ml) ( Behringer mannheim 108626)

Poly-A 100 mg
DEPC-H,0O 50 ml
20- %10 DMSO (dimetilstlfoksid) (Sigma D 8418)
DMSO 1 ml
DEPC-H,0 10 ml’ye tamamlandi.

21- dNTP kansumi (40pumol her biri) (Promega U1240)
(10 mM/herbiri,toplam 40mM) (2.5 mM/herbiri,toplam 10mM)

dATP (100 mM ) 100ul 25ul
dCTP (100 mM ) 100pl 25ul
dGTP (100 mM ) 100ul 25ul
dTTP (100 mM ) 100pul 25ul
DEPC-H,O 600ul 900ul
-20° C da saklandi.

22~ Kloroform:isoamilalkol

Kloroform (Sigma C2432) 49 kisim

Isoamilatkol 1 kisim

Her ¢aligmada taze hazirlandi.
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RNA Eldesi:

RNA eldesi modifiye “"acid guanidium thiocyanate phenol-chloroform" yontemi ile
gergeklestirildi (101).

1- Bir eppendorf tiipiine sirasi ile,

Plazma 100 ul
Soliisyon D 400 Wl
2M Sodyum asetat 50 ul

Fenol 500 ul

Kloroform-isoamil alkol (50/1) 100 ul

2- Vorteks kangtinicida 1400 devirde 15 dakika kangtinildi.

3- Tipler 10.000 g' de 20 dakika gevrilerek faz ayrigmasi saglandi.

4- Ustteki siv1 faz yeni bir tiipe aktanlds, izerine esit hacimde soguk absolii isopropanol ve
1,25 mg/l konsantrasyonunda olacak gekilde glikojen eklendi .

5- Tupler bir gece -20 °C' de tutuldu.

6- Tiipler 10.000 g' de 20 dakika cgevrildi.

7- Cokelti %70 etanol ile iki kez yikandi, 37 °C' de kuru 1s1 blogu iizerinde kurutuldu.

8- 50 ul DEPC-H,O0 ile sulandirildi. Sulandinlan RNA 6rnekleri hemen ¢cDNA olusturmak
icin kullamldi.

¢DNA Eldesi:

1- Bir eppendorf tiipiine toplam hacim 20 pl olacak bigimde asagidakiler konuldu.

AMYV RT 5x buffer 4ul

Primer531(70 pmol/ul) 1,5ul (105 pmol/final)
RNAsin (40U/ul) 0,5ul (20 U/final)
AMV RT (25 U/ul) 0,5ul (12,5 U/final)
DNTP (1mM/herbir) 3 ul (150 pM/herbiri)
DMSO 3ul

DEPC-H,0 2,5 ul

2- Tupler 42 °C' de 60 dakika inkiibe edildi. cDNA ornegi bekletilmeden iiriin PCR' da
kullanildi.



Birinci PCR
1- Her bir 6mek igin 0,2 pl eppendorf tiipiine toplam hacim 50 pl olacak sekilde

asagidakiler konuldu.

10x Taq buffer 5ul

25mM MgCl, 3 ul (1,5 mM/final)
Primer 531 (70 pmol/pul) 0,7 ul

Primer 108 (50 pmol/ul ) 1l

dNTP (0,75 mM/her biri) 1 ul (60 uM/herbiri)
Taq polimeraz (5 U/ul) 0,3 ul (1,5 Uffinal)
Steril distile su 34 ul

cDNA 5ul

2- Thermocycler programi

94 °C' de 2 dakika 6n denatiirasyon sonrasi, 94 °C 1 dakika, 50 °C 1 dakika, 72 °C 2 dakika
thermocycler programu ile 30 dongii gergeklestirildi. Son uzatma (final ekstensiyon) igin
72 °C' de 6mekler 10 dakika tutuldu.

3- Birinci PCR urunleri, ikinci PCR gergeklestirilmesine degin 4 °C' de saklandi.

Ikinci PCR
1- Her bir 6mek i¢in 0,2 ul eppendorf tiipiine toplam hacim 50ul olacak sekilde asagidakiler

konuldu.
10x Taq buffer 5ul
25mM MgCl, 3 ul (1,5 mM/final)

Primer 134 (50 pmol/ul) 1 pl

Primer 476(50 pmol/ul) 1 pl

dNTP (0,75 mM/her biri) 1 ul (60 uM/herbiri)
Taq polimeraz (5 U/ul) 0,3 ul (1,5 U/final)
DMSO 2 pl (% 4/final)
Steril distile su 34,7 ul

1. PCR iirinii 2 ul



2- Thermocycler programi
94 °C' de 2 dakika 6n denatiirasyon sonrasi, 94 °C 1 dakika, 55 °C 1 dakika, 72 °C 2 dakika
thermocycler programs ile 30 déngti gergeklestirildi. Son uzatma (final ekstensiyon) igin
72 °C' de 6mekler 10 dakika tutuldu.
Kullamlan primerler, dizileri ve hedef bélgeleri Tablo 7' de gosterilmigtir.

Tablo 7: PCR da kullamlan primerler
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S T e o Driim
Primer | Polarite | Dizi .| Pozisyon. | nzunlufu |
Birinci PCR
G531 Sense 5'-TGC CAC CCG CCC TCA CCC GAA-3' -445 424 bp
G108 Antisense | 5-AGG TGG TGG ATG GGT GAT-3' -22
Ikinci PCR
G476 Sense 5'-GGR GCT GGG TGG CCY CAT GCW T-3' |-419 344 bp
G134 Antisense | 5'-TGG TAG GTC GTA AAT CCC GGT-3' -76

Sonu¢larin Degerlendirilmesi:

Bu amagla, 1x TBE i¢inde % 2 agaroz jel hazirlandi ve manyetik 1siticida eritildi. 50 ml

agaroz igerisine, Smg/ml etidyum bromid ¢6zeltisinden 5 il eklendi ve jel kaliba dokiilerek

kullamma hazirlandi. ®x174 marker ve ornekler yiikleme tamponu eklendikten sonra (Sul

jel yiikleme buffer + 25 pl amplifiye iiriin) jele aktanidi. Jel 1x TBE iginde 80V uygulanarak

30-45 dakika yuriitildii. Sonuglar ultraviyole transilluminatérde 280-340 nm dalga boyunda

incelendi. Bant buyiiklikleri marker ile kargilagtinldi ve 344 baz biyiikligiindeki bantlar

olumlu olarak degerlendirildi.

5.2.2 HGY genotiplendirilmesi

Genotiplendirme, olumlu PCR 6rneklerinin dizi analizleri ile gergeklestirildi.

1-

Niikleotid dizileri

Niikleotid dizileri GenBank' den elde edildi. Smith ve ark. 'mn (20,23), tanimladiklan Grup
1-4 izolatlardan yararlamldi. (GenBank no: D87251, D87252, D87253, D87254, U59522,
U59526, U59543, U59544, U59546, U91693, AF006964, AF006965, AF006966,
AF007977, AF210439, Af210444, AF121950, AB013231, AF070476)
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Dizileme

HGYV dizilerinin belirlenmesi i¢in, polimeraz zincir tepkimesi sonucu elde edilen ve 5'- NCR
icerisinde yer alan 344 bazhk (-399 ile -42) bir bolge kullamldi. Olumiu PCR o6mekleri
etanol ile saflagtinldi.

Dizileme reaksiyonlari, Sequitherm Excel I DNA  Sequencing Kits-LC (Epicentre
SE9202LC) ile iiretici firmamn 6nerileri dogrultusunda agagidaki sekilde gergeklestirildi.
1- Kit igerigi buz tizerinde ¢oziinmeye birakildi. Tiim kit komponentleri vortekslenerek

homojen hale getirildi.
2- Premiks olarak igaretlenen bir eppendorfa (0.2 ml) toplam hacim 17 ul olacak gekilde
agagidakiler kondu.

3.5x SequiTherm Excel II Sequencing buffer 7.2l

Isaretli primer (IRD80O isaretli G134) 2 pl*

Kalip DNA (Piirifiye edilmis 100-250 finol/ul) 1l **

SequiTherm Excel I DNA polimeraz(5U/ul) 1 ul

Deionize su ile 17 pl' ye tamamlands.

* IRD8O0O0 isaretli primer 151tk gérmemelidir, bu nedenle kangimlar fazla 15tk gérmeyen bir
ortamda hazirlands.
** Kalip DNA premix igerisine ayr bir alanda (aktanim odasinda) eklendi.
3- Dizilenecek her 6mek igin 4 adet 0.2 pul eppendorftiipi A, T, C, G olarak igaretlendi.
Buz tizerinde
G tiipiine 2 ul SequiTherm Excel II-LC Termination Mix G
A tiipiine 2 pl SequiTherm Excel II-LC Termination Mix A
T tiipiine 2 pl SequiTherm Excel II-LC Termination Mix T
C tiipiine 2 pl SequiTherm Excel II-LC Termination Mix C ' den eklendi.
4- Buz iizerinde premiks tiipiinden her bir "Termination Mix" tiipiine 4 pl aktanld:.
5- Mineral yag eklendi.
6- Santriflij yapilarak mineral yagin karigimdan aynigmas: saglandi.

7- A, T, C, G tupleri 5 dakika 95 °C' de 1sitiiarak kalip DNA denatiire edildi.
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8- Asagidaki isilarda 30 sikliis gerceklestirildi.

30sn 95°C

15sn 50 °C

1dk 70°C
9- 3 ul Stop/Loading buffer eklendi. Elektroforez igin jele yiikleninceye kadar -20 °C' de
sakland.

Camlarnn temizlenmesi

Uygun bir jel i¢in camlann temizligi ¢ok 6énemli oldugundan, 6nce sicak musluk suyu ile
yikanan camlar daha sonra distile su ile durulandi, cam iizerinde kalan su damlaciklan bir
havlu kagt ile kurulandi. Camlann her iki yiizeyi etanol ile silindi. Kulaksiz olan arka cam,
centikli tarafi (dis ylizey) asag gelecek sekilde banko iizerine yerlestirildikten sonra her iki
kenara spacer konuldu. Kulakh 6n cam, gentiksiz tarafi (i¢ yiizey) alkol ile silinip
kurutulduktan sonra gentikli tarafi iiste gelecek sekilde, spacerlanin yerlesimlerini bozmadan
yerlestirildi. Cam sikigtiricilar dikkatlice takildi ve sikistinildi. Uste gelecek kisma "casting
plate” yerlestirildi.

Jel hazirhg

Yiiz m! beher igerisine sirast ile, 21 g ire, 30.5 ml bidistile/deionize su, 5.6 ml Rapid-Gel
XL %40, 5 ml 10x Long Run TBE ve 500 ul DMSO eklendi.

Manyetik kanstiricida ve oda isisinda tamamen berraklagincaya kadar (yaklasik 10 dk)

kangtinld.
Kangim 50 cc enjektore gekildi ve bir bagka beher igerisine filtre edildi.
Elli ul TEMED ve 350 pl %10 APS (taze hazirlanmis) eklendi.

Zaman kaybetmeden temiz 50 cc enjektore gekildi, enjektor ucu takilip, bir miktar jel digan

atilarak enjektér ucu prime edildi.

Iki cam arasina 6n camn kulaklan arasinda kalan kégeden baglayarak jel dolduruldu.
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.2,

7-  Camlann dip kismi tamamen jel ile dolduktan sonra doldurma islemi sonlandirild: ve
camlar hemen horizantal konuma getirildi.

8- Tarak (0.25 mm) arka tarafi jel igerisine 0.5 cm girecek sekilde cama paralel olarak jel
igerisine yerlestirildi ve polimerizasyon igin 2 saat oda isisinda bekletildi.

Orneklerin yiiklenmesi

Jel ytikleme tamponu eklenmig ve A, T, C, G olarak isaretlenmig 6rnekler 90 °C' de 3 dakika
denatiire edildikten sonra buz iizerine alind: ve her bir 6rnekten 2 pl jele aktanldi. LI-COR
DNA sequencer cihazinda asagidaki kosullarda elektroforez uygulandi ve yaklagik sekiz saat
sonra bant gorintiileri ve bu bantlanin semi-otomatik olarak degerlendirilmesi ile DNA
diziler elde edildi.

Tablo 8: Elektroforez kosullar

Voltaj - Akum  Giig Swcaklk ~ Taramahmn  Frame Prerun  Buffer

2200V 40mA 45W  45°C 3 35 45 dakika 1x

2- Dizi Analizi

Elde edilen HGV dizileri Clustal W (1.74) Multipl Sequece Alignments ve DNA-Star 4.01
(ODNAstar Inc. 1989) programlan kullanilarak hizalandi. Hizalanmmg diziler MEGA version
1.02 programinda (Kumar ve ark., 1993) "Jukes-Cantor distance" ile kargilastiriidi, "neighbour-
joining" yontemi ile filogenetik aga¢ olusturuldu ve bootstraping degerleri elde edildi. Ayrica
Phylip version 3.06 (Felsenstein, 1993) DNAdist program ile diziler arasindaki evrimsel
uzaklik degerleri elde edildi.

3- Istatistiksel analiz

Verilerin degerlendirilmesinde, tammlayici ve analitik istatistiksel degerlendirmeler SPSS 8.0
programinda yapilmustir. Elde edilen veriler, Fisher's exact test ile degerlendirilmis ve

dagilimlann p i¢in 0.05 diizeyinde farkl olup olmadiklan arastinlmustir.
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6 BULGULAR
6.1 Gahsma grubunun gemografik ézellikleri

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hemodiyaliz Unitesinde sagaltim alan hastalarn
(n:42) yag arahg 10-83 yil (ortalama 55.93 + 18.17), hemodiyaliz programinda bulunduklar
siire 3-152 ay (ortalama 35.26 + 35.01), kan aktarim sayis1 0-34 iinite (ortalama 2.6 + 5.81)
olarak saptanmustir. Calisma grubunun demografik 6zellikleri Tablo 9* da 6zetlenmistir.

6.2 Kontrol grubunun gemografik 6zellikleri

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Dermatoloji poliklinigine bagvurmus, risk
gruplan igerisinde yer almayan kontrol grubunun (n:158) yas st 20-77 yil (ortalama 42.9

+ 12.8) olarak saptanmustir.
6.3 Cahgma ve kontrol gruplannda viral hepatit etkenleri

Hemodiyaliz hastalanmin sekizinde (% 19) anti-HCV, birinde (%2,3) HbsAg, 16' sinda
(%38) anti-HBc saptanmustir. Kontrol grubunda ise bir kiside (%0.6) anti-HCV ve 15
kiside de (%9.6) HBsAg saptanmugtir.

6.4 HGV-RNA bulgulan

Hemodiyaliz hastalarinin besinde (% 12), hemodiyaliz iinitesi ¢alisanlarindan birinde (%5.8),
kontrol grubunun ise ikisinde (%1,2) HGV-RNA olumlu bulunmustur (Resim 1) (Tablo 10).

Cabsma grubunda, HGV-RNA olumlulugu ile yas, hemodiyaliz sagaltim sireleri, kan
aktarimu, aktanm sayis1 ya da operasyon oykiisii arasinda anlamh bir iliski saptanamamgtir
(Tablo 11). Izole HGV infeksiyonu belirlenen ii¢ hastamin, son bir yillik ALT degerleri
normal diizeylerde saptanmustir (20-34 IU/ml). ALT yiiksekligi (79 IU/ml) gosteren iki
hastadan birinde HGV-RNA ile birlikte HBsAg ve anti-HCV, digerinde ise HGV-RNA ve
anti-HCV olumlu bulunmustur.
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6.5 Nikleotid dizi analizi bulgulan

Kontrol grubundan izole edilmig bir izolat diginda tiim HGV izolatlanmn, 5'- NCR igerisinde
yer alan 188 baz uzunlugundaki DNA dizileri elde edilmistir ($ekil 4). Bu dizilerin filogenetik
analizi sonucunda, HGV ile infekte bes hasta ve bir hemodiyaliz hemsiresinde HGV grup 2,
kontrol grubunda yer alan bir olguda ise HGV grup 4 infeksiyonu saptanmustir (Sekil 5).

DEU2, DEU11 ve DEU32 numarali izolatlarda, 5'-NCR -180 ve -177 niikleotid pozisyonlan
arasinda, bilinen HGV izolatlarinda saptanmayan, dort bazlik bir insersiyon alamna rastlanmugtir

(Sekil 4).

Filogenetik aga¢ giivenilirligin degerlendirilmesi amactyla Mega programinda "bootstraping”
analiz yapilmigtir. Ozellikle HGV grup 2 igin bootstrap degerleri oldukga diisiik sonug
vermigtir. Smith ve ark., (23) 1997 yilinda niikleotid dizi analizleri igin en giivenilir sonuglarin
5'NCR igerisinde kalan yaklagik 200 niikleotid uzunlugunda bir bolgenin incelenmesi ile elde
edilebilecegini belirtmiglerdir ve ¢aligmamizda bu nedenle aym bolge segilmistir. Fakat 33 tam
genom HGV dizsi ile gergeklestirilen, 2000 yilinda yapilmig bir arastrma, filogenetik analiz
icin en uygun subgenomik bolgenin E2 bolgesi oldugunu gostermektedir (20). E2 bolgesi
icerisinde yer alan, 200-600 niikleotid uzunlugunda bir alan diginda, diger subgenomik
bolgelerden yapilan analizlerin diisiik "bootstraping” degerlerine neden olabilecegi bildirilmigtir
(20). HGV' de farkh subgenomik bolgeler arasinda karmagik rekombinasyonlarm ve
beklenmedik niikleotid degisimlerinin “"bootstrap” degerlerindeki azalmalardan sorumlu
olabilecegi belirtilmektedir (20).

Yeni saptanan izolatlann, "bootstrap” degerleri iizerindeki etkilerini incelemek amaciyla, 1997
yiinda Smith ve ark.'mn (23) kullandiklan dizilerle ve bu dizilere yeni saptanan izolatlar
eklenerek iki farkl afa¢ olusturuldu. Olusan agaglar arasinda "bootstrap” degerlerinde,
Ozellikle grup 2 izolatlaninda, belirgin farkliliklar go6zlendi (Sekil 6). Bu nedenle
olusturdugumuz filogenetik agagtaki diisiik "bootstrap” degerlerinin segilen subgenomik bolge
ile ligkili oldugunu diisinmekteyiz.

TC wl(smdcmm KURULY
{ PASYON MERKEZ!
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Resim 1: PCR bant goriiniimleri
A 1-16 no'lu hastalar, B 17-32 no'lu hastalar, C 33-42 no'lu hastalar ve 1-6 numarali hemodiyaliz personeli,
D Dizileme reaksiyonlarna alinan olumlu 6rneklerin saflashrma sonrasi bant gérimiimleri [11, 24, 32, 42 no'lu
hemodiyaliz hastalari, 45 no'lu 6rnek (hemgire), K (dermatoloji kontrol olgusu)]. (N: negatif kontrol P: pozitif
kontrol M: marker) (Beklenen bant bityiikliigii 344 bp)
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Tablo 9: Cahsma grubunun 6zellikleri

o fely ) b T b Giresiqay) | QU/mD] sayisi (@nite)
1 52 | E Henocheschonlein purpurast 56 28 0
2 70 E Obstriiktif nefropati 21 28 34
3 82 E Kronik bobrek yetmezligi 16 34 1
4 58 K Diabetik nefropati 59 23 0
5 68 E Kronik bobrek yetmezligi 5 20 2
6 61 K  [Kronik bobrek yetmezligi 104 34 0
7 50 | K  |Kronik bobrek yetmezligi (pyelonefrit) 96 22 0
8 62 | K |Kronik bobrek yetmezligi (pyelonefiit) 9 40 0 .
9 61 K Kronik bébrek yetmezligi 48 33 12
10 53 E Kronik bobrek yetmezligi 3 32 0
11 80 | K |Hipertansif nefropati 15 84 3
12 83 K Kronik bobrek yetmezligi (pyelonefrit 10 34 0
13 49 E Post streptokoksik glomerulonefrit 15 18 0
14 37 E Membrano proliferatif glomerulonefrit 10 195 0
15 75 K  [Kronik bobrek yetmezligi (pyelonefrit) 18 29 7

16 74 | K |Kronik bobrek yetmezligi 4 34 3
17 70 | E Membrano proliferatif glomerulonefrit 14 26 2
18 47 E Polikistik bobrek hastalig: 40 14 0
19 57 | E Diabetik nefropati 11 24 0

20 66 K Kronik bébrek yetmezligi 26 16 0

21 75 E Kronik bobrek yetmezligi 17 12 0

22 49 E Fokal segmental glomeruloskleroz 11 5 0

23 58 E Kronik bobrek yetmezligi 20 22 0

24 10 E Kronik bobrek yetmezligi 66 42 0

25 20 E Ailesel akdeniz atesi - Amiloidoz 3 13 2

26 29 K Kronik bobrek yetmezligi .76 28 11

27 22 K Ailesel akdeniz atesi - Amiloidoz 94 25 4

28 51 E Kronik bobrek yetmezligi 152 19 1

29 67 E Kronik bobrek yetmezligi 16 16 7

30 54 E IgA nefropatisi 20 12 0

31 28 E Kronik bobrek yetmezligi 27 21 0

32 53 K Kronik bobrek yetmezligi 10 25 0

33 61 K | Kronik bobrek yetmezligi 30 23 0

34 48 E Kronik bobrek yetmezligi 40 23 0

35 76 | K | Kronik bobrek yetmezligi 3 25 6

36 66 K Diabetik nefropati-KBY 28 15 5

37 55 E Kronik bobrek yetmezligi 10 8 0

38 14 | K |Hemolitik iiremik sendrom 39 28 0

39 67 K Hipertansif nefroscleroz 6 20 5

40 51 K Polikistik bobrek hastalig 66 41 4

41 75 E Kronik bobrek yetmezligi 56 15 0

42 65 E Polikistik bobrek hastalig 111 20 0
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Tablo 10: HGV olumlu hastalarm 6zellikleri

39

DEU11 + + 84 15
DEU24 + + 79 66
DEU32 + - 34 10
DEU42 + - 20 111

* Son bir y1l igerisindeki ALT tepe deferleri gosterilmektedir.

Tablo 11: Hemodiyaliz hastalarinin genel ozellikleri

Yas (y1l) 54 £18
Cinsiyet (erkek) 23 (%55)
Hemodiyaliz sagaltim siiresi (ay) 35+£35
Kan aktarim: alan hasta sayisi (%) 17 (%40)
Kan aktanim miktan (Gnite) 26+ 5.8
Cerrahi operasyon oykiisii 20 (%48)
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DEUder
7sle

HGVepz

Sekil St HGV 5'- NCR dizilerinin filogenetik analizi

Bootstrap degerleri MEGA version 1.02 ile elde edilmigtir Agactaki sayilar bootstrap degerlerini
gostermektedir (6rekleme sayisi 500). Dallar iizerindeki i¢i dolu daireler GenBank' den alinmug ve
daha 6nce filogenetik gruplar: belirlenmis olan izolatlar gostermektedir.
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Sekil 6: 1997 ve 2000 yihnda tanimlanan izolatlarla olusturulmus agaclar
A-1997 yilinda tammlanmusg dizilerle olusturulmus agacta gruplann yiiksek bootstrap degerleri ile aynisti
B-2000 yilinda saptanan izolatlann eklenmesi ile bootstrap degerlerinin diigtiigii ve gruplar igerisinde farkl
gruptan izolatlanin yer aldigx gézlendi.
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Tablo 12: HGV 5'-NCR dizilerinin filogenetik uzakliklan (distance)*

DEU2 |DEU11 [DEU24 |DEU32 |DEU42 |Hemsire |DEU der |U59546 |U59522
Grup 1 Grup 2
DEU2 - 12 00511 |po493 [0.1202 [0.0798 [0.1197 |0.1491 0.0575
DEU 11 - - 0.0784 [0.0730 [0.1379 [0.0796 [0.1372  |0.1552 0.0857
DEU 24 - - - 0.0848 [0.0961 [0.0464 10.0792 |0.1289 0.0408
DEU 32 - - - - 0.1396 |0.1160 |0.1449  |0.1767 0.0914
DEU 42 - - - - - 0.1203 [0.1141  |0.1358 0.0737
Hemsire - - - - - - 0.0857  10.1488 0.0628
Kontrol - - - - - - - 0.1365 0.0734
U59546(1) |- - - - - - - - 0.1046
U59522 (2) | - - - - - - - - -

*Degerler Phylip DNAdist program ile elde edilmigtir. Yakin izolatlarin evrimsel uzaklik degerleri koyu yazilmstir.

7 TARTISMA

HGV tim diinyada yaygin infeksiyonlara neden olan bir virustur. Saghkl bireylerde HGV-RNA
goriilme siklign % 1-4 arasinda defismektedir (1). Ulkemizde saghkli bireylerde yapilan
caligmalarda, Oztiirk ve ark., % 0,5 (72), Giinaydmn ve ark ., ise %3,4 (73) HGV-RNA oranlan
bildirmiglerdir. Caligmamizda yer alan 158 kisilik kontrol grubunda %1,2 HGV-RNA

saptanmugtir. Bu oran daha 6nceki ¢ahsmalarda elde edilen sonuglarla benzesmektedir.

Hemodiyaliz hastalari, HGV infeksiyonlan agisindan saglikh popiilasyona gére daha yiksek
risk tagimaktadirlar. Hemodiyaliz hastalannda HGV-RNA saptanma oranlan iilkeden ulkeye
degismektedir, bu oran %3-29 arasinda bildirilmistir (5,26,29,30,43,83,84). Ulkemizde, 67
KBY olgusunda %31,3 (72), 14 renal transplant alicisinda %42 (88), 42 hemodiyaliz
hastasinda %7,1 (96) ve 78 hemodiyaliz hastasinda %34,6 oraminda HGV-RNA saptanmigtir
(73). Yaptigimiz ¢alismada hemodiyaliz sagaltimu alan 42 hastanmn %12' sinde HGV-RNA
saptanmustir. Hemodiyaliz tiniteleri arasinda %7,1 ile %34,6 gibi olduke¢a farkli viremi oranlan,
evrensel infeksiyon kontrol kurallarma uyulup uyulmamasi ile iligkili olabilecegi gibi PCR
duyarliiklaryla da iligkili olabilir.
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Saghk personelinde, parenteral yolla bulagan infeksiyonlara saglikh popiilasyona gore daha
yiiksek oranlarda rastlanmaktadir (98). Hemodiyaliz iinitesinde gorevli 17 saglik ¢alisamndan
birinde (%5,8) HGV-RNA saptanmugtir.

HGV 5'-NCR dizilerinin filogenetik analizi sonucunda hemodiyaliz hastalanindan elde edilen
izolatlarimin tiimi HGV grup 2 igerisinde yer almugtir. Grup 2, ozellikle Avrupa ve ABD' de
saptanmaktadir. Daha once Erensoy ve ark., (88) tarafindan Ege Universitesi' nde, transplant
olgulaninda yapilan bir ¢aliymada, tim HGV izolatlan grup 2 olarak bulunmustur. Erensoy ve
ark.' nin ¢alismalan ile ¢alismamiz birbirlerini desteklemektedir. Bu iki ¢aligmada da, tim
olgularda HGV grup 2 infeksiyonlarimn saptanmig olmas, iilkemizde baskin genotipin HGV
grup 2 olabilecegini diisiindlirmektedir.

Hemodiyaliz hastalanindan elde edilen DEU2, DEU11 ve DEU32 no'lu izolatlar grup iki
igerisinde o6zel bir kiimelesme gostermistir. Bu bulgu hastalann ortak bir kaynaktan infeksiyonu

alabileceklerini ve infeksiyonlarin nozokomiyal olabilecegini diisiindiirmektedir.

Kontamine kan ve kan tiriinlerinin aktannmu HGV agisindan en 6nemli bulas yollarindan biridir
(76-79). Fakat, HGV DEU32' ye hi¢ kan aktarimi yapilmamis, DEU2 ve DEU11 ise farkh kan
grubu antijenleri tagidiklan i¢in aym kaynaktan ortak kan almamuglardir. Bu nedenle, kan
aktarimina bagh bir bulag s6z konusu degildir. Hastalarda, heparin ya da pihtilasma faktorleri

kultanimi gibi bulaga neden olabilecek bagka bir neden de saptanmamugtir.

Yetersiz dezenfeksiyon nedeni ile hemodiyaliz cihazlanmn nozokomiyal HCV bulaginda rol
oynayabilecegi belirtilmigtir (102). DEU11 ile DEU2 ve DEUI1 ile DEU32 aym seansta ve
bitisik hemodiyaliz cihazlaninda sagaltim almig fakat DEU2 ve DEU32 aym seansta hemodiyaliz
almamustir. Buna karsin, Gi¢ hasta da aym cihazda ardigik seanslarda sagaltim almuslardir.
Hemodiyaliz cihazlar, her gece dezenfekte edilmektedir fakat sabah ve 6gle seanslar arasinda
dezenfeksiyon yapilamamaktadir. Bu nedenle birbirleri ile filogenetik olarak iligkili bu iig
izolatin bulaginda, hemodiyaliz cihazlarinin rol oynayabilecegini digiinmekteyiz. Abacioglu ve
ark.,) nm (100) hemodiyaliz hastalannda yaptiklan g¢ahgmada, HCV nozokomiyal bulag
molekiller olarak gosterilmistir Evrensel infeksiyon kontrol kurallarmn tam olarak
uygulanmamasi, iki seans arasinda dekontaminasyon yapilmamasi gibi nedenlerin bulastan

sorumlu olabilecegi belirtilmistir.
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Her tig izolatta da -180, -177 niikleotid pozisyonlarinda diger izolatlarda pek rastlanmayan dort
bazlik bir insersiyon alamna rastlanmigtir (Sekil 4,7). 5-NCR -182. -174. pozisyonlar arasinda
kalan alamn bir ¢ok izolatta farkli olmasi, bu alamn degisken ve bu bolgedeki mutasyonlarin
ise HGV igin tolere edilebilir oldugunu disiindirmektedir.

PCR' daki en 6nemli sorunlardan biri hatali olumlu sonuglardir (103). Bunlar sikhkla PCR
uygulamalan sirasinda olugan kontaminasyonlara baghdir. Dolayistyla bu li¢ hastanin 6rnekleri
arasinda capraz kontaminasyon olabilecegi diistiniilebili. Ancak, DEU32' nin DEU2 ve
DEU1!' den farkh giinlerde galigilmis olmasi, PCR reaksiyonlarinda kullanilan cift negatif
kontroliin stirekli negatif olmasi, negatif bulunan ¢ok sayida 6rnegin bulunmasi, diziler arasinda
en az 0.0352 kadar farkliik olmasi, farkli zamanlarda sonuglann yinelenerek kontrol edilmesi
ve kontaminasyonu engellemek igin tammlanmg olan kurallara uyulmas: nedeni ile alinan
sonuglarin kontaminasyona bagh olmadigim diisiinmekteyiz (103).

HGV 5-NCR -328 niikleotid pozisyonu 1997 yihinda saptanmus, tiim grup 2 izolatlarninda
sitozin, grup 1 ve grup 3 izolatlarinda ise genellikle adenin ya da nadiren guanin olarak
gozlemlenmistir ve bu niikleotid pozisyonunun, izolatlarin ¢ogunda grup tamimlayici bir 6zellik
gosterdigi soylenebilir. Buna kargin yeni saptanan izolatlarda 6zellikle grup 4 icerisinde de aym
nitkleotid pozisyonunda sitozin saptanabilmektedir. Benzer degisimler nedeni ile daha 6nce
yiiksek duyarlilikla grup saptayabilen RFLP uygulamalarinin yeniden gozden gegirilmesinin
gerekli oldugunu diisinmekteyiz.
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207- ~159
U59538-3 AATGTCTCTCTTGACCAATAGGCTTTG----CCGGCGAGTTGACAAGGA
D87253-3 AATGTCTCTCTTGACCAATAGGTTTIG-——-CCGGCGAGTTGACAAGGA
U59539-3 AATGTCTCTCTTGACCAATAGGCTTTG----CCGGCGAGTTGACAAGGA
U59546-1 AATGTCTCTCTTGACCAATAGGCTATG—---CCGGCGAGTTGACAAGGG
U59544-1 AATGTCTCTCTTGACCAATAGGCAATG-~--CCGGCGAGTTGACAAGGG
U59543-1 AATGTCTCTCTTGACCAATAGGCAATG~-—-—-CCGGCGAGTTGACAAGGG
DEU24 AATGCCTCTCTTGGCCAATAGGATTTT~--TCCGGCGAGTTGACAAGGA
Hemsire AATGCCTCTCTTGGCCAATAGGGTTTT--C-CCGGCGAGTTGGCAAGGA
DEU2 AATGCCTCTCTTGGCCAATAGGGATTAGTACCCGGCGAGTTGACAAGGA
DEU32 AATGCCTCTCTTGGCCAATAGGGATAAGTACCCGGGGATTTGACAAGGA
DEUL1 AGTGCCTCTCTTGGCCAATAGGGATTAGTACCCGGCGAGTTGGCAAGGG
U59522-2 AATGCCTCTCTTGGCCAATAGGTTTAT---~CCGGCGAGTTGACAAGGA
DEUA42 AATGTCTCTCTTGACCAATAGGGTAAC--A-CCGGCGAGTTGGCAAGGA
DEUderm AATATCTCTCTTGATCAATAGGATTTT----CCGGCGAGTTGACAAGGA

Sekil 7: Insersiyon alam
DEU2, DEU11, DEU32 no'lu izolatlarda 5“NCR -180, -177 nikleotid pozisyonlarinda saptanan olas: insersiyon alam (koyu
harflerle gosterilmigtir).

8 SONUC ve ONERILER

1- 5'- NCR filogenetik gruplandirmalar igin uygun degildir, ancak bu ¢ahigmada gorildiigi gibi
molekiiler epidemiyoloji agisindan yararh bilgiler saglayabilir.

2- Hemodiyaliz hastalan HGV infeksiyonlan i¢in riskli bir gruptur.

3- HGYV ve benzer yolla bulasabilecek tiim infeksiyonlardan korunma amaciyla hemodiyaliz

merkezinde evrensel infeksiyon kontrol kurallarimin daha iyi uygulanmasi saglanmalidir.
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