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TESEKKUR
‘Kayseri bolgesinde saptanan HCV genotip 4 izolatlarinin molekiiler epidemiyolojisi’
adli proje Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Biimi

tarafindan desteklenmistir. Tesekkiirlerimizi sunariz.
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OZET

Amag: Kayseri bolgesinde HCV genotip 4 enfeksiyonlar1 diger bolgelere gore yiiksek olup,
%35 dolayindadir. Bu ¢alismada Kayseri bolgesinde saptanan HCV genotip 4 izolatlarinin
molekiiler epidemiyolojisinin arastirilmasi amaglandi.

Gereg ve Yontem: Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanelerine basvuran ve HCV RNA
pozitif olan tedavi almamis kronik aktif hepatit C hastalarindan; HCV genotip 4 ile enfekte
61 hasta galigmaya dahil edildi. Hastalara ve 71 kontrol grubuna anket uygulandi. Ankette
hastalara ait bilgilerin ve hepatit bulas yollarina ait sorularin bulunmaktaydi.. Kontrollerle
olgu grubu ayni cinsten se¢ildi ve yas farki en fazla 8 yas idi. Kontrol grubu olgu grubu ile
ayni mahallede yasayan kisilerden olusmaktayd: ve kontrol grubundaki kisiler anti HCV
negatif idi.

Calismada HCV Core/E1l geninin 843-1315. nukleotidleri arasindaki bolge ve NS5B gen
bolgesindeki 8256-8636 nukleotidleri arasindaki bolge yuvalanmis ("nested") polimeraz
zincir reaksiyonu ile ¢ogaltildi. Cogaltilan bolge, ABI Prism 3130 (Applied Biosystems,
Amerika) cihazinda Sanger yontemi ile dizilendi ve filogenetik analizi yapildi. Calismaya
dahil edilen 49 hastada HCV’nin her iki gen bolgesi; 11 hastada sadece Core/El gen
bolgesi, bir hastada ise sadece NS5B gen bolgesinin dizi analizi yapildi.

Bagimsiz degiskenlerin bagimli degiskenle iliskisini degerlendirmede sayimla belirtilen
degiskenler i¢in ki-kare testi kullanilmugtir. Olasiliklar orami ile %95 giiven araligi
hesaplanarak riskin boyutu belirlenmistir. Bagimli degiskenin olusumunda bagimsiz
degiskenin etkisinin belirlenmesi amaciyla lojistik regresyon analizi yapilmistir.  p<0.05
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Bulgular: Calismaya dahil edilen 61 hastanin tiimii Kayseri'de ikamet etmekte ve 37
(%60.6)’si kadin, 24 (%39.4)’1 erkek idi. Hastalarin yas ortalamasi 56,7 yil; HCV RNA
viral yiiklerinin ortalamasi1 6.28 logio IU/mL olarak bulundu. Hastaneye yatig, biyopsi-
endoskopi yapilmasi, kan transfiizyonu yapilmasi, cerrahi girisim, enjeksiyon yapilmasi,
prezervatif kullanmadan iliski olmamasi, HCV 4 enfeksiyonu olma riskini anlamli olarak
artirmaktadir (p<0.001)

Buna ragmen, c¢oklu analiz sonucunda cerrahi girisim, kan transfiizyonu HCV 4
enfeksiyonu agisindan 6nemli risk faktorleri olarak bulundu.

Kayseri izolatlar1 filogenetik olarak HCV genotip 4d referans dizileri ile birlikte ancak
onlardan ayr1 bir grup olarak kiimelendi. Molekiiler saat analizine gore, Kayseri tip 4d
izolatlarinin bolgeye 36-50 y1l 6nce girdigi saptandi.

Sonug: Epidemiyolojik veriler, HCV tip 4d enfeksiyonlarinin hastalara uygulanan tibbi
girisimlerden kaynaklanmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Elde edilen filogenetik veriler
ise, daha onceki yillarda Kayseri'deki HCV tip 4d ile enfekte hastalara ait filogenetik analiz
sonuclari ile benzer sonuglar vermektedir.

Anahtar kelimeler:HCV, genotip 4, epidemiyoloji



ABSTRACT

MOLECULAR EPIDEMIOLOGY OF HEPATITIS C VIRUS (HCV) GENOTYPE 4
ISOLATES IN KAYSERI

Introduction: The frequency of genotype 4 HCV infection is significantly higher in Kayseri
compared to other provinces in Turkey. In this study our aim was to investigate molecular
epidemiology of HCV genotype 4 isolates in Kayseri region.

Material and Methods: Sixty one HCV genotype 4 strains isolated from HCV infected
patients were included in the study. The survey was administered to the patients and 71
controls. Information about the patients and the questions related with HCV transmission
routes were taken place in the survey. Controls were matched to the patients for age within
8 years, gender. Controls were selected among people living in the same neighborhood as
the patients and all of the controls were anti HCV negative.

472 bp region in the Core/E1 gene between 843 and 1315 nucleotides were amplified by
nested PCR. 380 bp strech in the NS5B gene between positions 8256 and 8636 were
amplified by heminested PCR. Both of the regions (Core/E1 and NS5B) were amplified and
sequenced in 49 HCV strains. Only Core/E1 region could be amplified in 11 strains and only
NS5B region could be amplified in one strain. The chi-square test was used for categorical
variables when evaluating the association of independent variables with the dependent
variable. Dimension of risk was determined by calculating odds ratio and 95 % confidence
intervals. Logistic regression analysis was performed to determine the effect of risk factors
by controlling for confounding variables.. In all the analysis p <0.05 was considered
statistically significant.

PCR products were directly sequenced by Sanger method ( ABI Prism 3130, Applied
Biosystems, USA). Phylogenetic analysis and molecular clock analysis were performed
using MEGA software 5.02.

Results: All of the patients were citizens of Kayseri. 37 of them (60.7%) were female; 24 of
them (39.3%) were male. The mean ages of patients were 56.7 year; mean levels of HCV
RNA viral load were 6.28 log10 1U/mL.

Risk factors found to be ststistically associated with HCV 4 infection were having history of
hospitalisation, biopsy and endoscopy, blood transfusion, surgery, enjection, sexual
intercourse without using a condom (p<0.001).

However, on multivariate anlaysis only blood transfusion and surgical intervention were
found to be significant independent risk factors for HCV genoype 4 infection.



HCV genotype 4 isolates were closely related with type 4d sequences but formed a seperate
cluster. The introduction of HCV genotype 4d into Kayseri region probably took place 36-
50 years ago as predicted by molecular analysis.

Conclusion: Epidemiological data showed us that HCV type 4d infections could be related
with unsafe medical procedures. Phylogenetic datas were similar with the previous studies
done in Kayseri.

Key words:HCV, genotype 4, epidemiology



GIiRIiS VE AMAC

Hepatit C virlsti (HCV) flaviviridae ailesine ait Hepacivirls cinsinin bir Oyesidir (1).
Filtreleme ve elektron mikroskopi calismalarina goére, HCV pargaciklar1 40-70 nm
capindadir (2). HCV virionu, pozitif tek zincirli lineer bir RNA genomundan olusur ve
genellikle ikosahedral sekilde bulunan niikleokapsid i¢indedir. Bu yap1 E1 ve E2 olmak
iizere iki farkli glikoproteinden olusan bir zarf ile ¢evrilidir.

HCV’nin 7 genotipi ve ¢ok sayida subtipi oldugu bilinmektedir. Kronik HCV enfeksiyonlar
tedavisi HCV genotipine gore belirlenmektedir.

Ulkemizde HCV’li olgularda en sik saptanan genotip, genotip 1b’dir (%68-94). Ulkemizde
yapilan g¢alismalarda HCV 4 genotipi %2-3.7 olarak bulunmasina ragmen, bolgemizde
yaptigimiz ¢alismada %35.6 olarak bulunmustur. Bundan dolay1 bélgemizde saptanan HCV

genotip 4 izolatlarinin molekiiler epidemiyolojisinin aragtirilmasi amaglandi.



GENEL BIiLGIiLER

Hepatit C virlsti (HCV) flaviviridae ailesine ait Hepacivirls cinsinin bir Oyesidir (1).
Filtreleme ve eclektron mikroskopi c¢alismalarina gore, HCV pargaciklart 40-70 nm
capindadir (2). HCV virionu, pozitif tek zincirli lineer bir RNA genomundan olusur ve
genellikle ikosahedral sekilde bulunan niikleokapsid i¢indedir. Bu yap1 E1 ve E2 olmak
tizere iki farkli glikoproteinden olusan bir zarf ile gevrilidir (3). HCV’nin 9.6 kilobazlik
genomu kisa bir 5° kodlanmayan boélge (UTR), uzun bir agik okuma g¢ergevesi (ORF) ve kisa
bir 3°-UTR olmak iizere 3 farkli bolge igerir.

RNA’nin 5°-UTR bolgesi yiksek diizeyde korunmus olup iki bélgeden olusur: HCV
replikasyonu sirasinda pozitif zincire baglanip uzamasina (“priming”) katilan gévde ilmek
(“stem-loop”) yapisi ve kep bagimsiz viral RNA translasyonuna aracilik eden internal
ribozomal giris bolgesi (IRES). ORF bolgesi 9000’den fazla nikleotitten olusur ve yaklasik
300 aminoasitlik bir poliproteini kodlar (4). 3’-UTR, kisa degisken bir bdlge olup yaklasik
40 bazlik bir degisken dizi, degisken uzunlukta bir poli U/UC bdlgesi ve yiiksek derecede
korunmug 98 nikleotid uzunlugunda bir X-bélgesinden olusur (5,6). 3’-UTR’de bulunan
korunmus bolgeler (25 bazlik poli (U) bdlgesi) in vitro ve in vivo HCV replikasyonu igin
gereklidir (7,8).

HCV translasyonunda yaklasik 3000 amino asitlik bir poliprotein olusturulur. Bu ¢oklu
protein hiicresel ve viral proteazlar tarafindan dort yapisal (kor proteini, zarf proteinleri
E1,E2 ve p7) ve alti tane yapisal olmayan proteine (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A ve
NS5B) pargalanir (9).



HCV’nin 7 genotipi ve ¢ok sayida subtipi tanimlanmistir. Bu genotipler arasinda interferona
yanit agisindan farklar vardir. Genotip 1 ve 4 interferon tedavisine daha direngli iken
genotip 2 ve 3 viriisler interferon tedavisine daha iyi yanit vermektedir. HCV genotiplerinin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan yontemler arasinda; DNA dizi analizi, genotipe
0zgul oligonilikleotid problarla ters hibridizasyon, restriksiyon enzim analizi (RFLP) ve
genotipe 6zgul primerlerle PCR sayilabilir (10). Genotipler niikleotid diizeyinde birbirinden
%31-33 farklilik gOsterirken subtipler %20-25lik bir fark gdstermektedir(1). Genotip 1, 2
ve 3 Amerika, Avrupa, Avustralya ve Dogu Asya’da (Japonya, Tayvan, Tayland ve Cin)
genis dagilhim gostermektedir (11). Subtip dagiliminda ise daha anlamli farkliliklar vardir.
Ornegin tip 1a siklikla Kuzey Avrupa ve Kuzey Amerika’da saptanirken, tip 1b Japonya,
Giney ve Dogu Avrupa’daki en yaygin genotiptir. Tip 2 tiim diinyada tip 1’e gore daha
nadir gorullr ve asemptomatik enfeksiyonlarda sik oldugu ileri siiriilmektedir. Tip 3 ise
degisik iilkelerde farkli dagihm gostermektedir ve oOzellikle Isko¢ kan donorlerinde,
Guneydogu Asya Ulkelerinde ve geng hastalarda saptanmaktadir. Ortadogu iilkeleri, Misir ve
Orta Afrika iilkelerinin baskin genotipi tip 4’tiir. HCV tip 5 6zellikle Giiney Afrika’da ve tip
6 baskin olarak Giiney Dogu Asya’da (Hong Kong ve kismen Vietnam’da) bulunmaktadir.
Son zamanlarda Avrupa’dan yapilan ¢aligmalarda, genotip la ve 3a’da artig, genotip 2a, 2c
ve genglerde 1b’de azalma bildirilmektedir. Bu bulgular damar i¢i ilag kullanicilarinda
baskin olan genotipin 1la ve 3a olmasindan ve bu kisilerin bulagda rol oynamasindan ve hizli
gog¢ hareketlerinden kaynaklanmaktadir. Ulkemizde de degisik gruplar tarafindan degisik
zamanlarda HCV genotiplerini belirlemek amaciyla ¢alismalar yapilmis ve baskin HCV
genotipi 1b (%68-94) olarak bulunmustur. Bu ¢aligmalarin hepsi gdz Oniine alindiginda;
genotip 1b’nin yaninda, %2-5 oraninda 2a, %1-4 arasinda ise tip 4 bulundugu bildirilmistir
(12-14). Kayseri ilinde yaptigimiz ¢alismada ise HCV genotiplerinin %61,7’si genotip 1
(%85.5 1b); %35,6's1 genotip 4; %2,7’si genotip 2 olarak bulundu (15). Ortadogu’da ve
Afrika’da, HCV enfeksiyonlarinin %80’ ninden sorumlu olan HCV genotip 4 (HCV-4) en
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yaygin genotiptir ve son zamanlarda bazi Avrupa iilkesinde de yayilmaktadir. Misir dlinya
capinda en yiksek HCV prevelansmma (%15) sahip iilkedir. Bu {ilkede HCV
enfeksiyonlarmimm %9011 HCV-4 olusturur ve kronik hepatit, karaciger sirozu,
hepatoseliiler karsinom ve karaciger transplantasyonun ana nedeni olarak kabul edilir (16).
Musir disinda Kuveyt, Libnan, Suudi Arabistan ve Suriye gibi Arap ulkelerinde ve Gabon,
Nijerya ve Kamerun gibi Orta Afrika iilkelerinde de en sik goriilen genotip HCV-4’tiir (9).
Libya’da son yillarda yapilan bir ¢alismada HCV genotip 4%35.7, genotip 1 %32.6 ve
genotip 2 %13.2 oraninda bulunmustur (17). HCV-4 tim diinyada 170 milyon kronik hepatit
C olgusunun yaklasik %20’sinin nedeni olmasina ragmen tam olarak diinya ¢apinda
arastirma konusu olmamustir (18).

HCV-4, diger genotipler ile karsilastirildiginda anlamli genetik uyusmazlik gosteren ve gok
sayida subtipi olan ¢ok heterojen bir genotiptir. Giinimiizde degisik cografi bolgelerden
tanimlanan 18 subtipi (4a, 4b, 4d, 4e, 4f, 4g, 4h, 4k, 41, 4m, 4n, 4o, 4p, 4q, 4r, 4s, 4t, 4u)
vardir (1,19).

Zaire, Gabon, Orta Afrika Cumhuriyeti, Tanzanya gibi Orta Afrika iilkeleri ve Kamerun’dan
yapilan kiiciik Olgekli saha galismalari, Orta Afrika iilkeleri ve Kamerun’daki HCV-4
tirlerinin buylk Olciide heterojen oldugunu gostermektedir ve HCV’nin en yakin ortak
atalarinin tahmini tarihinin 1500 yil 6nceye dek gitmesi (%95 Cl:1350-1700) muhtemelen
uzun bir stredir endemik oldugunu gostermektedir. Kamerun’da 1920 ve 1960 yillar
arasinda saptanan genotipin katsayisal yayilimi ile trapanosomiasis’e karsi Kkitlesel
kampanyalar ve asi ¢alismalari arasinda bir paralellik vardir (20,21). Sahra-alt:
Afrika’sindaki bu biiyiik gesitlilik, HCV-4’iin diger bolgelere yayilmadan 6nce Orta ve Bati
Afrika’dan orijin aldig1 ve yayildigi hipotezinin ileri surtilmesine neden olabilir (22,23).
Misir genotip 4a izolatlar1 lizerine yapilan molekiiler evrimsel analizler, Misir HCV
salgininin, genis kapsamli anti-sistozomiazis kitlesel tedavi kampanyalari sirasinda,

kusturucu tartarat (Potasyum antimon tartarat)’in bir dizi intravendz enjeksiyonu ve siringa
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ve ignelerin uygun bir sekilde steril edilmeden tekrar kullanilmasina bagli olarak basladigin
ve yayildigini gostermektedir (24,25). HCV-4a’nin, kirsal alanlarda 1930’lardan 1980’li
yillarin basina kadar yayiliminin katsayisal artisi ile kitlesel kampanyalar arasinda paralellik
vardir (25,26).

Suudi Arabistan’da HCV prevelans1 %3-5tir. En sik goriilen genotip %62 orani ile genotip
4’tiir, bunu 1b (%21.4), 1a (%14.3) ve 2a (%3.6) takip eder. Misir’da en sik goriilen subtip
olan 4a’nin aksine Suudi Arabistan’da en sik goriilen subtiplerin 4c/4d olmasi, bunu 4h, 4e
ve 4da takip etmesi, HCV-4’tin orijinin ve ge¢isinin Misir’dan farkli oldugunu
dustndurtmektedir (18).

Son zamanlarda HCV-4’iin italya, Fransa, Yunanistan ve Ispanya gibi Akdeniz’e kiyis1 olan
Guney Avrupa Ulkelerinde de goOriilme sikligi artmaktadir. Bazi bolgelerde %10-24
oranlarina ulastigi bildirilmektedir. Avrupa’da HCV-4’{in epidemiyolojik paternleri ve bu
genotipin bulasindaki risk faktérleri iyi tanimlanmamustir. Ote yandan bazi yayinlarda HCV-
4’tn intravendz ila¢ kullanicilarinda (Avrupali ve Avrupali olmayan), HCV ve HIV
koenfeksiyonu olan hastalarda ve Kuzey ve Sahra alti Afrika iilkelerinden gelen
gogmenlerde ¢ok daha sik goruldigt bildirilmektedir (27-32). Simdiye kadar yayinlanan
caligmalardan, HCV-4’iin tek basina ¢ok patojenik oldugunu gosteren yeterli kanit yoktur ve
kronik HCV—4 monoenfeksiyonundaki fibrozis ilerleme oranlarmin diger genotiplerle rapor
edilenler ile kiyaslanabilir oldugu gortlmektedir (18).

Sonug olarak, epidemiyolojik ¢alismalar HCV-4’iin kaleleri olan Afrika ve Orta Dogu’dan
Bat1 iilkelerine dogru yayilmaya basladigini gostermektedir (18).

HCV enfeksiyonu her seyden Once iyatrojenik bir enfeksiyondur. Yapilan arastirmalar
viriisiin kiiresel yayilimindan I. ve II. Diinya savaslar1 arasindaki siiregte uygulanan givenilir
olmayan enjeksiyonlarin sorumlu oldugunu diisiindiirmektedir. Sonralart kullan at
enjektorlerin kullanilmasi ile bu yolun 6nemi azalmis, bu kez gilivenli olmayan kan

transfiizyonlarina baglh enfeksiyonlar 6ne ¢ikmigtir. Geligsmis tilkelerde 1980’lerde her 50
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kandan birinin HCV ile enfekte oldugu bilinmektedir. 1990’larin baginda kanlarin taranmaya
baslanmasi ile, 6zellikle gelismis iilkelerde insidans hizla diismiistiir. Geligmis iilkelerde su
anda en 6nemli bulas yolu damar i¢i uyusturucu kullanimidir. Buna karsin, gelismekte olan
tlkelerde iyatrojenik nedenler hala 6n plandadir (10).

HCV’nin temel bulas yolu parenteraldir. HCV enfeksiyonunun temel risk faktorleri
arasinda, kan ve kan tiriinlerinin transfiizyonu, damar i¢i uyusturucu kullanimi, hemodiyaliz,
yiiksek riskli cinsel davranislar, cerrahi girisim Oykiisii, kontamine igne batmasi ve HCV
pozitif olgulardan yapilan organ nakilleri sayilabilir. Yine de olgularin bir boliimiinde bulas

yolu bilinmemektedir (10).
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3.GEREC VE YONTEM

Bu calisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Gevher Nesibe Hastanesi T1bbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dal1 Viroloji Laboratuvarinda yapildu.

ORNEK ve HASTALAR

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanelerine bagvuran ve HCV RNA pozitif olan tedavi
almamig kronik aktif hepatit C hastalarindan; HCV genotip 4 ile enfekte 61 hasta ¢alismaya
dahil edildi. Hastalara Ek.1’de bulunan anket uygulandi. Ayrica 71 kontrol grubuna da ayni
anket uygulandi. Anket yapilirken ‘berberde sakal trasi olma’ sorusu sadece erkeklere;
saglik kurulusunda dogum yapma ile ilgili soru sadece kadinlara soruldu. Kontrollerle olgu
grubu ayni cinsten secildi ve yas farki en fazla 8 yas idi. Kontrol grubu olgu grubu ile ayni
mahallede yasayan anti HCV negatif kisilerden olusmaktaydi.

Plazma oOrneklerinde HCV RNA tayini ‘“’real time’> PCR yontemi (COBAS
AmpliPrep/COBAS TagMan HCV Test, v2.0, Roche) ile arastirildi.

HCYV genotip 4 izolatlarinin DNA dizi analizi

HCV genotip 4 izolatlarinin Elcore ve NS5B gen bolgelerinde DNA dizi analizi Sanger
(ABI 3130 Genetic Analyzer) yontemiyle yapildi.
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DNA dizi analizi islemi 9 kisimda tamamlandi.

1.RNA Izolasyonu

2.Revers transkripsiyon islemi ile cDNA eldesi

2.PCR

3. PCR Urnlerinin gorantilenmesi

4. PCR urdnlerinin temizlenmesi

5. PCR drinlerinin tekrar gorintilenmesi ve DNA 6l¢imdi
6.Sekans PCR

7.Sekans PCR drunlerinin temizlenmesi

8.0rneklerin cihaza yiiklenmesi

9.Dizilerin direng acisindan degerlendirilmesi.

Otomatize Cihazla RNA izolasyonu

Ornekler EZ1 Advanced cihaz1 (Qiagen-Almanya) kullamlarak {iretici firmanin 6n gordiigii
EZ1 Virus Mini Kit v2.0 (Qiagen-Almanya) test kiti prosediiriine uygun olarak caligildi.
RNA izolasyonu icin Kit icerigi:

Reaktif kartuglar

Tek kullanimlik “’tip holders”’

Tek kullanimlik filtreli uglar

Ornek tupleri (2mL)

Eltsyon tipleri (1.5mL)

Carrier RNA

Buffer AVE

RNA izolasyon Prosediirii: 1.

Birinci diziye eliisyon tiipleri (1.5mL) yerlestirildi.

2. Ikinci diziye filtreli ug igeren tip holders yerlestirildi.

3. Buffer AVE ve carrier RNA’dan karisim hazirlandi ve 3. diziye yerlestirildi.

4.Dordiincii diziye 6rnek tiipleri yerlestirildi ve her 6rnekten 400 pl 6rnek alindi.

5. Reaktif kartuslar, kartuj raflarina yerlestirildi. Sicak bloklara 2 mL’lik tiipler
yerlestirildi.

6.Cihaz ¢alistirildi ve izolasyon islemi bagladi.

7. izolasyon isleminden sonra 1. dizideki eliisyon tiiplerinde 60 pl’lik RNA izolati
elde edildi. Nukleik asit 6l¢iim cihazinda (Qubit) RNA 6l¢iimii yapildi.
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cDNA elde edilmesi
RNA izolatindan cDNA eldesi ¢cDNA sentez kiti (Thermo Fisher, ) ile kit prosediiriine
uygun olarak yapildi (Tablo 1).

Tablo 1: cDNA elde edilmesi

Karisim miktar (pl)
10x buffer 2
dNTP 08

19x random primer )
Revers transkritaz 1
RNA’ase inhibitor 1
dH20 3.2
RNA 10
TOPLAM 20
PCR islemi

Calismada HCV Core/El geninin 843-1315. nukleotidleri arasindaki bolge yuvalanmig
("nested™) wve NS5B gen bolgesindeki 8256-8636 nukleotidleri arasindaki bolge
‘heminested’ polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltildi. Cogaltilan bolge, ABI Prism 3130
(Applied Biosystems, Amerika) cihazinda Sanger yontemi ile dizilendi. Dizi analizi ¢ift
yonlii olarak yapildi. 49 susta her iki gen bolgesi; sadece Core/E1 gen bdlgesi 11 susta;
sadece NS5B gen bolgesi bir susta ¢ogaltilabildi. Calismada amplifikasyon isleminde ve

DNA dizi analizi esnasinda kullanilan primerler Tablo 2’de sunulmustur.
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Tablo 2: Amplifikasyonda ve sekansta kullanilan primerler

Elcore
Primerleri*

108

109

110
111

NS5B Primerleri**
PR3.1
PR4

PR5

Geri

fleri

Geri
fleri

ileri
Geri
Geri

Dizi

5-TTCATCATCATRTCCCANGCCAT-3'

5
AAYYTDCCCGGTTGCTCTTTYTCTAT
-3
5-GTRGGNGACCARTTCATCATCA-3'
5
GCAACAGGGAAYYTDCCYGGTTGCT
C-3

S-TATGAYACCCGCTGYTTTGAYTC-3'
5-GCNGARTAYCTVGTCATAGCCTC-3'
5-GCTAGTCATAGCCTCCGT-3'

Pozisyon

1293-1315

843-868

1306-1327
834-859

8256-8278
8622-8644
8619-8636

*Y:CIT D:TIGICIA N:T/C/IGIA R:CIT/A (33).
**Y: CIT R:AIG V:AICIG N:AIT/GIC (34).

PCR reaksiyon kompozisyonlar1 ve PCR protokolleri NS5B bilgesi igin sirasiyla Tablo
3,4,5,6 ‘da; Elcore bolgesi icin sirastyla Tablo 7,8,9,10’da sunulmustur.

NS5B bolgesi 1.tur PCR
Tablo 3. PCR reaksiyon komposizyonu

Karisim Toplam pl
Amplitaq gold fast 10 ul
Primer (PR3.1) 10pmol i
Primer (PR4) 10pmol i
dH20 6ul
DNA 2ul
TOPLAM 20l
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Tablo 4. PCR Protokolii

PCR Basamag

Aktivasyon 95°C 10 dk

Denatirasyon 96°C 3 sn

Baglanma 5 dongl 50°C 3sn

Uzama - 68°C 5 sn

Son Uzama 72°C 10 sn
4°C sonsuz

NS5B 2.tur PCR

Tablo 5. PCR reaksiyon komposizyonu

Karisim Toplam pl
Amplitaq gold fast 10 l
Primer (PR3.1) 10pmol Tl
Primer (PR5) 10pmol Tl
dH20 5ul
DNA 3ul
TOPLAM 20ul
Tablo 6. PCR Protokoll
PCR Basamag
Aktivasyon 95°C 10 dk
Denattirasyon 96°C 3 sn
Baglanma 5 déngu 48°C 3 sn
Uzama - 68°C 5 sn
Son Uzama 72°C 10 sn
4°C sonsuz
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Elcore bdlgesi 1.tur PCR

Tablo 7. PCR reaksiyon komposizyonu

Karisim Toplam pl
Amplitaq gold fast 10 l
Primer (110) 10pmol Tl
Primer (111) 10pmol Tl
dH20 6ul
DNA 2ul
TOPLAM 20ul
Tablo 8. PCR Protokolu
PCR Basama@
Aktivasyon 95°C 10 dk
Denaturasyon — 96°C 3 sn
Baglanma L35 dong 49°C 3sn
Uzama - 68°C 5 sn
Son Uzama 72°C 10 sn
4°C sonsuz
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Elcore bolgesi 2.tur PCR

Tablo 9. PCR reaksiyon komposizyonu

Karisim Toplam pl
Amplitaq gold fast 10 l
Primer (108) 10pmol Tl
Primer (109) 10pmol Tl
dH20 5ul
DNA 3ul
TOPLAM 20ul
Tablo 10. PCR Protokoli
PCR Basama@
Aktivasyon 95°C 10 dk
Denaturasyon — 96°C 3 sn
Baglanma L35 dong 48°C 3sn
Uzama - 68°C 5 sn
Son Uzama 72°C 10 sn
4°C sonsuz
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PCR drunlerinin gorianttlenmesi

PCR iiriinleri temizle isleminden dnce elektroforez yontemiyle test edildi. %2’lik agaroz jel
(SeaKem LE Agarose, Lanza) 0.5X TBE soliisyonu igerisinde hazirlandi. Ornekler icin
hazirlanan 3ul PCR reaksiyon iiriinii ve marker, 1ul 6x Fermentas boya (loading buffer) ve
1l SYBR green I (25x SYBR Green I Nucleicacid Gel Stain, Invitrogen) parafilm iizerinde
mikropipetle karistirildiktan sonra jele yiiklenerek PCR {irlinlerinin varligt ve boyu 170
voltta 15 dk yuratildukten sonra degerlendirildi. PCR ftirtinlerinin jel gorunttleri Sekil 1°de

yer almaktadir.

Sekil 1. Hastalarin NS5B bolgesi PCR iiriinlerinin jel goriintiileri
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PCR urlnlerinin temizlenmesi

PCR drtnleri High Pure PCR Product Purification Kit (Invitrogen, ) ile iiretici firmanin

talimatlar1 dogrultusunda saflastirildi.

High-Pure PCR Uriinii Saflastirma Prosediirii

. PCR Urtintinuin tzerine 80 ul “Binding Buffer”eklendi ve karistirildi.
. Filtreli tiip, toplama tiibiiniin igine yerlestirildi.

. Ornek filtreli tiipe koyuldu.

. 10000 rpm.de 1 dk santriftjlendi.

. Asagiya gecen siv1 atildi.

. 650 pl “Wash Buffer”eklendi.

. 10000 rpm.de 1 dk santriftjlendi.

. Asagiya gecen siv1 atildi.

O© 0 ~N O »n B~ W N B

. En yiksek devirde 3 dk santrifujlendi

10. Toplama tiipii atild1 ve filtreli tiip 1.5 mL’lik temiz bir tiipe yerlestirildi
11. 50 pl “Elution Buffer” eklendi

12. 12.500 rpm.de 2 dk santriftjlendi.

13. Filtreli tiip atilip DNA 6rnegi elde edildi.

DNA o6lgiimi

PCR urinlerinin tekrar gorunttlenmesi

Piirifikasyon islemi sirasinda PCR iirliniiniin varligin1 gostermek icin; saflastirilan PCR
driintiniin 3pl’si %2’lik agarose jeline yiiklenerek PCR {irlinlerinin varligi ve boyu tekrar
kontrol edildi. Elektroforez islemi 170 voltta 15 dk yiiriitiilerek gerceklestirildi.

Nukleik asit 6l¢iim cihazinda (Qubit) RNA 6l¢timii yapildi.

Sekans PCR
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Sekans PCR reaksiyonu asagidaki Tablo 11°e gore hazirladi. Reaksiyonlar 0.2 mL’lik PCR
tiipleri igerisinde gerceklestirildi.

Tablo 11. Sekans PCR

DNA bigDye Primer(1pmo | Terminato dH,0
Kalib1 | TerminatorCycleSequ )i r
encing Kit (GE buffer

Healthcare)

15 2ul 32ul 1 ul Toplam hacmi 20 pl’ye
tamamlayacak kadar

Sekans PCR igin kullanilan protokol asagida yer almaktadir.

96°C, 1 dk
96°C, 10 sn )25 dongl
50°C, 5sn
60°C, 4 dk

4°C, sonsuz

NS5B gen bolgesi PR 3.1 ve PR 5 ; Elcore bolgesi i¢in 109,108 nolu primerler le sekans
PCR islemi gerceklesti.

Sekans PCR Urinlerinin Temizlenmesi

PCR iiriinlerinin temizlenmesi i¢in Big Dye X Terminator kiti (Thermo Fisher) kullanildi.

1.0rneklerin (izerine 90 pul SAM ve 20 ul X terminator eklendi.
2.0Oeneklerin hepsi plate’e aktarilir ve iizeri kapatilir.
3.0rnekler 1500rpm’de 40 dk karigtirilir

4.Plate santrifiijde 2 dk santrifujlendikten sonra cihaza yuklenir.

Orneklerin Cihaza Yuklenmesi

Temizleme sonrasi elde edilen ornekler ABI 3130 Genetic Analyzer (ABD) dizi analizi

cihazina yiiklendi. DNA dizileme islemi Sanger tarafindan gelistirilen enzimatik sentez

23



yontemi kullanilarak yapildi. Boya terminasyon isaretleme adi verilen bir metod kullanilarak
farkli bazlarda (A,G,T,C) sonlanan DNA sentez iiriinlerine floresan isaretli boyalar eklendi.
Elektroforez, ornekler bir kapillerden gecirilerek uygulandi. Floresan isaretli boyalari
uyarmak i¢in bir lazer, boyalarin yaydig1 15181 toplamak icin ise bir CCD kamera kullanildi.
Boylece lazer uyariminin ardindan dort boya tarafindan yayilan farkli dalga boylarindaki
151k tek kulvarda belirlenebildi.

Istatistiksel analiz

Veri SPSS 20.0 paket programi ile degerlendirilmistir. Veri analizinde tanimlayici bulgular
icin sayimla belirtilen degiskenler sayi, yiizdelerle ve % 95 giiven araliklartyla, olglimle
belirlenen degiskenler ortalamatstandart sapma ile belirtilmistir. Bagimsiz degiskenlerin
bagimli degiskenle iliskisini degerlendirmede sayimla belirtilen degiskenler igin ki-kare testi
kullanilmistir. Olasiliklar orani ile giiven araligi hesaplanarak riskin boyutu belirlenmistir.
Bagimli degiskenin olusumunda bagimsiz degiskenin etkisinin belirlenmesi amaciyla lojistik
regresyon analizi yapilmistir. Lojistik modele tek degiskenli analizlerde ve literatiirde
anlamlt bulunan degiskenler dahil edilmistir. Aralarinda yiiksek korelasyon bulunan
degiskenlerden biri dislanmistir. Model uyumu i¢in Hosmer-Lemeshow testi kullanilmustir.

p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Filogenetik analiz ve molekuler saat analizi

Referans diziler ile birlikte hizalama (MEGA 5.02) yapildiktan sonra ‘maximum likelihood’
yontemi (Model:’General Time Reversible’ Parametre:’Gamma distributed with invariant
sites’) ile diziler filogenetik olarak analiz edildi ve ‘bootstrap’ degeri 1000 olarak alindi.

Molekiiler saat analizi ‘maximum likelihood’ yontemi ile yapildi.
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BULGULAR

Calismaya dahil edilen 61 hastanin tiimii Kayseri'de ikamet etmekte ve 37 (%60.6)’si kadin,
24 (%39.4)’u erkek idi. Hastalarin yas ortalamasi 56,7 yil; HCV RNA viral yiiklerinin
ortalamast 6.28 logie IU/mL olarak bulundu. Hastalarin o6zellikleri Tablo 12°de

gosterilmistir.

Tablo 12:Hastalarin 6zellikleri

Cinsiyet (K/E) 37124
Yas (ortalama) 56.7 yil
HCV RNA (ortalama) 6.28 log10
Hastaneye yatig Oykiisii %73.8
Biyopsi, endoskopi %86.9
Kan transflizyonu %39.3
Dis tedavisi %93.4
Cerrahi girisim %75.4
Enjeksiyon %37.7
Saglik kurulusunda dogum/kiirtaj (kadin) %97.3
Yurt diginda yasama %16.4
Yurt dis1 seyahat %32.8
Es yurt dis1 yasama %19.7
Es yurt dis1 seyahat %24.6
Cinsel es sayisi (tek es) %80.3
Prezervatif kullanmadan iligki %59
Cinsel yolla gecen hastalik %8.2
Berberde sakal trasi olma (erkek) %70.8
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Tablo 13:HCYV genotip 4 olgulari ve kontrollerinin 6zellikleri
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Olgu(%) Kontrol(%) OR GA P
Cinsiyet
K 37(60.7) 44(62) 1.06 0.52-2.13 0.877
E 24(39.3) 27(38)
ilcede yasama
Merkez 52(85.2) 62(87.3) 1.19 0.44 - 3.22 0.729
Merkez dist 9(14.8) 9(12.7)
Medeni durum
Evli 55(90.2) 67(94.4) 1.83 0.49 - 6.80 0.512
Yurt disinda | 10(16.4) 9(12.7) 1.35 0.51-3.58 0.545
yasama
Yurt dig1 seyahat | 20(32.8) 17(23.9) 1.55 0.72 - 3.33 0.261
Es yurt dis1 | 11(20) 8 (11.9) 1.84 0.68-4.97 0.226
yagama
Es yurt dist | 15(27.3) 15(22.4) 1.30 0.57-2.97 0.534
seyahat
Hastaneye yatig 50(82) 40 (56.3) 3.52 1.577-7.869 0.002
Biyopsi 54(88.5) 19(26.8) 21.11 8.193-54.404 <0.001
endoskopi
Yurt 7(11.5) 3(4.2) 2.94 0.73-11.90 0.131
bakimevinde
kalma
Kan 24(39.3) 4(5.6) 10.87 3.50-33.70 <0.001
transflizyonu
Dis tedavisi 57(93.4) 63(88.7) 1.81 0.52-6.33 0.353
Cerrahi girigim 46(75.4) 32(45.1) 3.74 1.77 - 7.89 0.001
Dogum yapma 35 (97.3) 42(95.5) 1.71 0.15-19.70 0.665
Olgu n:37
Kontrol n:44
Trag bigagi | 13(21.3) 7(9.9) 248 0.92 - 6.68 0.073
kullanma
Berberde sakal | 17(70.8) 21(77.8) 1.44 0.41-5.10 0.57
trasi olma
Olgu n:24
Kontrol n:27
Madde kullanim1 | 2(3.3) 5(7) 2.24 0.42-11.96 0.336
Enjeksiyon 23(37.7) 5(7.0) 7.99 2.81-22.75 <0.001
Prezervatif 37(60.7) 68(95.8) 14.70 4.15-52.11 <0.001
kullanmadan
iligki
Cinsel es sayist | 5(8.2) 2(2.8) 3.08 0.58-16.48 0.189
(birden fazla)
Yas grubu
39 yas ve alti 5(8.1) 7(9.9) Ref - -
40-54 yas 13(21.3) 16(22.5) 1.12 0.32 -4.80 0.92
55-70 yag 32(52.4) 41(57.7) 1.13 0.30-4.11 0.92
71 yas ve lizeri 11 (18.0) 7(9.9) 2.13 0.54-10.32 0.31
Egitim
[lkdgretim ve alt1 | 45 (73.8) 38 (53.5) 2.80 1.10-7.51 0.03
Orta-lise 8 (13.1) 14 (19.7) 1.42 0.42 - 4.60 0.60
Yiiksek 6grenim | 8 (13.1) 19 (26.8) Ref - -
Meslek
Beyaz yakali 3 (4.9 5 (7.0) 1.92 0.2-16.5 0.80
Evhanimi 36 (59.0) 33 (46.5) 3.54 1.1-135 0.04
Isci 15 (24.6) 7 (9.9 6.63 1.6-31.4 0.01
Profesyonel 4 (6.6) 13 (18.3) Ref - -
meslek
Diger 3(4.9 13 (18.3) 0.80 0.1-40 >0.99
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Hastaneye yatisin olmasi, HCV enfeksiyonu olma riskini 3.52 kat anlamli olarak
artirmaktadir (p=0.002).

Biyopsi-endoskopi yapilmasi, HCV enfeksiyonu olma riskini 21.1 kat artirmaktadir
(p<0.001).

Kan transfiizyonu yapilmasi, HCV enfeksiyonu olma riskini 10.9 kat artirmaktadir
(p<0.001).

Cerrahi girisim yapilmasi, HCV enfeksiyonu olma riskini 3.74 kat artirmaktadir (p< 0.001).
Enjeksiyon yapilmasi, HCV enfeksiyonu olma riskini 8.0 kat artirmaktadir (p<0.001).
Prezervatif kullanmadan cinsel iliskisi olmamasi, HCV enfeksiyonu olma riskini 14.7 kat
artirmaktadir (p<0.001).

[Ikdgretim ve alti mezunu olma, yiiksekdgretim mezunu olmaya gére HCV enfeksiyonu
olma riskini 2.8 kat anlamli olarak artirmaktadir (p=0.03).

Isci olma, profesyonel meslek sahibi olmaya gore HCV enfeksiyonu olma riskini 6.6 kat
anlamli olarak artirmaktadir (p=0.01).

Cinsiyetin HCV enfeksiyonu olmaya istatistiksel olarak anlamli diizeyde etkisi yoktur
(p=0.877).

flgede yasamanm, HCV enfeksiyonu olmaya istatistiksel olarak anlamli diizeyde etkisi
yoktur (p=0.729).

Orta-lise mezunu olmanin, yiiksekdgretim mezunu olmaya gére HCV enfeksiyonu olma
iizerine anlamli etkisi yoktur (p=0.6).

Ev hanimi olma, profesyonel meslek sahibi olmaya gére HCV enfeksiyonu olma riskini 3.5
kat anlamli olarak artirmaktadir (p=0.04).

Beyaz yakali calisan olmanin ve diger meslek gruplarindan olmanin, profesyonel meslek
sahibi olmaya goére HCV enfeksiyonu olma {iizerine anlamli etkisi yoktur (sirasiyla p
degeri=0.80; >0.99).

Medeni durumun, HCV enfeksiyonu olmaya istatistiksel olarak anlamli diizeyde etkisi
yoktur (p=0.512).

Hastanin yurtdisinda yasamasinin, HCV enfeksiyonu olmaya istatistiksel olarak anlamli
diizeyde etkisi yoktur (p=0.544).

Hastanin yurtdisina seyahat etmesinin, HCV enfeksiyonu olmaya istatistiksel olarak anlamli

diizeyde etkisi yoktur (p=0.259).
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Hastanin esinin yurtdisinda yasamasinin, HCV enfeksiyonu olmaya istatistiksel olarak
anlamli diizeyde etkisi yoktur (p=0.222).

Hastanin esinin yurtdisina seyahat etmesinin, HCV enfeksiyonu olmaya istatistiksel olarak
anlamli diizeyde etkisi yoktur (p=0.533).

Yurt-bakimevinde kalmanin, HCV enfeksiyonu olmaya istatistiksel olarak anlamli diizeyde
etkisi yoktur (p=0.131).

Dis tedavisi yapilmasmin, HCV enfeksiyonu olmaya istatistiksel olarak anlamli dizeyde
etkisi yoktur (p=0.353).

Dogum yapmanin, HCV enfeksiyonu olmaya istatistiksel olarak anlamli diizeyde etkisi
yoktur (p=1.00).

Tiras bicagt kullanmanin, HCV enfeksiyonu olmaya istatistiksel olarak anlamli diizeyde
etkisi yoktur (p=0.073).

Berberde sakal tiragi olmanin, HCV enfeksiyonu olmaya istatistiksel olarak anlamli diizeyde
etkisi yoktur (p=0.57).

Madde kullaniminin, HCV enfeksiyonu olmaya istatistiksel olarak anlamli diizeyde etkisi
yoktur (p=0.336).

40-54 yas grubunda olmanin, 55-70 yas grubunda olmanin, 71 yas ve iizerinde olmanin, 39
yas ve altinda olmaya gore, HCV enfeksiyonu olmaya istatistiksel olarak anlamli diizeyde
etkisi yoktur (sirasiyla p degeri=0.9;0.9;0.3).

Cinsel es sayisinin, HCV enfeksiyonu olmaya istatistiksel olarak anlamli diizeyde etkisi
yoktur (p =0.189) (Tablo 13).

Hemodiyaliz yapilan kisi ve dovmesi olan kisi bulunmadigindan risk hesaplanamadi

Olgu grubunda akupunktur yaptiran kisi ve manikir-pedikiir yaptiran kisi olmadigindan
analiz yapilamamistir

Kontrol grubunda cinsel yolla gegen hastaligi bulunan  kisi olmadigindan analiz

yapilamamugtir.
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Tablo 14:HCYV risk faktorlerinin lojistik regresyon ile ¢cok degiskenli analizi.

B OR %95 ClI
Alt Ust

Egitim 0.015 - - -
Egitim 1 1.921 6.828 1,791 26,034
Egitim 2 0.834 2.303 547 9,695
cinsiyet 0.282 1.325 505 3,481
Kan 2.386 10.869

transflizyonu 3,170 37,262
Cerrahi girisim 1.395 4.034 1,641 9,919

Egitim ve cinsiyete gore kontrol edildiginde, kan transfiizyonu yapilmis olmasi, HCV
enfeksiyonu riskini 10.9 kat (% 95 GA, 3.2-37.3), cerrahi girisim olmasi 4.0 kat (% 95 GA,
1.6-9.9) artirmaktadir (Tablo 14).

HCV genotip 4 izolatlarinin Elcore ve NS%B gen bolgelerinin filogenetik analizi Sekil 2

‘de sunulmustur.
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Sekil 2: HCV genotip 4 izolatlarinin Elcore ve NS5B gen bolgelerinin filogenetik analizi
Core/E1 ve NS5B gen bolgesinde bu galismada sunulan suglar TR ASR olarak kodlanmustir.
NS5B gen bolgesinde Kayman ve ark. (35) caligmasinda sunulan suglar TR olarak
kodlanmustir.

Kayseri izolatlar1 filogenetik olarak HCV genotip 4d referans dizileri ile birlikte ancak
onlardan ayr1 bir grup olarak kiimelendi (Sekil 2). Molekiler saat analizine gore, Kayseri tip

4d izolatlarinin bolgeye 36-50 yil 6nce girdigi saptandi.
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TARTISMA VE SONUC

Diinyada yaklasik olarak 130 milyon insan HCV ile enfektedir. HCV, kronik karaciger
hastalig1, siroz ve hepatoselliiler karsinoma yol acabilmesinden dolay1 diinyada 6nemli bir
halk sagligi problemidir. Hepatit C enfeksiyonu prevalanst iilkeler arasinda farklilik
gostermektedir. En diisiik prevalans Birlesik Krallik ve Iskandinavya’dan (%0.01-0.1), en
yiiksek prevalans ise Misir’dan (%15-20) rapor edilmistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde
ise hepatit C enfeksiyonu prevalansit %1.6’dir. Ulkemiz benzer sekilde HCV enfeksiyonu

agisindan orta endemisite gostermektedir.

HCV’nin 7 genotipi ve ¢ok sayida subtipi oldugu bilinmektedir. Kronik HCV enfeksiyonlari
tedavisi HCV genotipine goére belirlenmektedir. Ulkemizde HCV’li olgularda en sik
saptanan genotip, genotip 1b’dir (%68-94). Ulkemizde yapilan calismalarda HCV 4 genotipi
%2-3.7 olarak bulunmasina ragmen, bolgemizde yaptigimiz ¢alismada HCV 4 genotipi
9%35.6 olarak bulunmustur (15).

HCV, en sik parenteral yol ve daha az oranda da anneden bebege vertikal yol ve cinsel yolla
bulagabilen bir viriistiir. Kan ve kan iriinleri transfiizyonu, intravenéz ila¢ kullanimi ve
hemodiyaliz, HCV bulasinda 6nemli risk faktorleridir. Gelismis tilkelerde son birka¢ dekad
boyunca yeni HCV enfeksiyonlarinin baslica kaynagi intravendz uyusturucu kullanimidir
(10). Gelismekte olan iilkelerde ise giivenli olmayan terapotik enjeksiyonlarin ve
transflizyonun baslica gegis yolu oldugu tahmin edilmektedir. Yapilan arastirmalar HCV
‘nin kiiresel yayilimindan I. ve II. Diinya savaslar1 arasindaki siiregte uygulanan glivenilir
olmayan enjeksiyonlarin sorumlu oldugunu diisiindiirmektedir. Sonralar1 kullan at
enjektorlerin kullanilmasi ile bu yolun 6nemi azalmis, bu kez giivenli olmayan kan
transfiizyonlarina bagl enfeksiyonlar 6ne ¢ikmistir. Gelismis iilkelerde 1980’lerde her 50
kandan birinin HCV ile enfekte oldugu bilinmektedir. 1990’larin basinda kanlarin taranmaya

33



baslanmasi ile, 6zellikle gelismis iilkelerde insidans hizla diismiistiir. Gelismis iilkelerde su
anda en 6nemli bulas yolu damar i¢i uyusturucu kullanimidir. Buna karsin, gelismekte olan
iilkelerde iyatrojenik nedenler hala 6n plandadir (10).

Bu c¢alismada HCV genotip 4 saptanan hastalara ve HCV enfeksiyonu gecirmemis olan
kontrol grubuna HCV risk faktorleri ile ilgili sorulari igeren anket uygulandi. Calismada 61
HCV genotip 4 hastast ve 71 kontrol grubunu olusturmaktaydi. HCV 4 enfeksiyonu
acisindan risk faktorleri incelendiginde; hastaneye yatis Oykiisii, biopsi ve endoskopi, kan
transfiizyonu, cerrahi girisim, enjeksiyon, kondom olmadan cinsel iliski HCV enfeksiyonu
acisindan istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Ancak prezervatif kullanmadan iligki i¢in hastalar HCV olduklari i¢in kontrol grubuna gore
daha fazla prezervatif kullanarak cinsel iliskiye girmis olabilecegi diisiiniilmektedir.
Hastaneye yatis ve biyopsinin HCV‘li hastalarda fazla olmasinin nedeni hastalarin HCV
nedeni ile biyopsi olmasi ve hastanede daha fazla yatmis olabilecegine baglanabilir. Bu
sebeplerden dolay1 prezervatif kullanmadan iliski, biyopsi ve hastaneye yatis HCV icin risk
faktori olmayabilir. Ayrica ilkogretim ve alti mezunu olma yiiksekogretim mezunu olmaya
gore HCV enfeksiyonu olma riskini 2.8 kat; is¢i olma, profesyonel meslek sahibi olmaya
gore HCV enfeksiyonu olma riskini 6.6 kat anlamli olarak arttirmaktadir.

Calismada verilerin regresyon analizi sonucunda egitim ve cinsiyete gore kontrol
edildiginde, kan transfiizyonu yapilmis olmasi, HCV enfeksiyonu riskini 10.9 kat (% 95 GA,
3.2-37.3), cerrahi girisim olmasi 4.0 kat (% 95 GA, 1.6-9.9) artirdig1 bulundu.

Ulkemizde Yildiim ve arkadaslart (36) yaptigi calismada kronik HCV enfeksiyonu
olanlarda cerrahi girisim, kan transfizyonu, ¢oklu cinsel partner, dis tedavisi oykiistinin
kontrol grubuna kiyasla daha fazla oldugu bulunmustur. Bizim yaptigimiz ¢aligmada cerrahi
girisim ve kan transfizyonunun HCV enfeksiyonunu daha fazla oranda goriilmesi iki
caligmanin sonuglarinin benzerligini géstermektedir. Meksika’da yapilan bir ¢alismada HCV
enfeksiyonu olan hastalarla ve kontrol grubu kiyaslandiginda intravendz ilag kullanimi, kan
transfuzyonu ve dévme Onemli risk faktorii oldugu belirtilmektedir (37).  Yaptigimiz
caligmada madde kullanimi kontrol ve hasta grubunda ¢ok azdi ve higbir hastada ve kontrol
grubunda dévme Oykisi yoktu. Bu durum HCV bulasinda etkili olan risk faktorlerinin
cografi bolgelere gore Ulkeden ulkeye degistigini gostermektedir.

Murhy ve arkadaslar1 (38) ABD’de kan dondrlerinde HCV enfeksiyon risk faktorlerini
belirledikleri bir vaka kontrol ¢alismasi yapmiglardir. Belirtilen ¢aligmada kan donérlerinde
coklu analiz sonucunda; enjeksiyonla ila¢ kullanimi, enjeksiyonla ila¢ kullanmayanlar
arasinda kan transfiizyonu, ve enjeksiyonla ila¢ kullanan kisi ile cinsel iliskide bulunmay1
HCV enfeksiyonu agisindan risk faktorleri olarak bulunmustur (38). Bizim yaptigimiz

calismada ¢oklu analiz sonucunda, cerrahi girigim ve kan transfiizyonu HCV 4 enfeksiyonu
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acisindan 6nemli risk faktorleri olarak bulundu. Kan transflizyonunun her iki ¢alisma da risk
faktorii olarak bulunmasi gbze carpmaktadir.

Bu calismada HCV genotip 4 izolatlarmin hepsi 4d olarak bulunmustur. Giiney italya’da
yapilan bir ¢caligmada genotip 4 izolatlar1 arasinda subtip 4d baskin olarak bulunmustur (39).
Fransa’da Cantaloube ve arkadaslar1 (40) genotip 4d’nin Akdeniz tarafinda bulundugunu
gostermislerdir. Ngui ve arkadaslar1 (41) yaptiklar: calismada Ingiltere’de genotip izolatlar
arasinda 4d’nin en sik goriilen subtip oldugunu belirtmislerdir.

Kayseri bolgesinde Kayman ve arkadaslarinin (35) yaptigi ¢alismada, HCV genotip 4
izolatlarinin NS5B gen bdlgesinin dizi analizi sonucunda genotip 4d olarak bulunmus olup,
izolatlarin Kayseri’ye 30-75 yil once girdigi saptanmistir. Yaptigimiz ¢alismada HCV
genotip 4 izolatlarinin hepsi 4d olup, suslarin Kayseri’ye 36-50 yil 6nce girdigi
bulunmustur. Ayrica bu c¢alismadaki HCV genotip 4 izolatlarinin filogenetik analizi de
Kayman ve arkadaslarinin ¢alismasina benzemektedir (Sekil 2). Bu durum iki ¢alismanin
sonuglarimin benzer oldugunu gostermektedir. Cicozzi ve arkadaglar1 (42) Kayman ve
arkadaslarinin c¢alismasinda elde edilen HCV genotip 4d izolatlarimi ¢esitli Ayrupa
iilkelerinden elde edilen izolatlarla birlikte filogenetik analiz yapmislardir. Analiz
sonucunda da Kayseri genotip 4d izolatlarinin Tiirkiye’ye girisi 1967 yil1 olarak bulunurken,
Avrupa’daki genotip 4d izolatlarinin savaslarla girdigi (1928) tespit edilmistir. Ayni
calismada Tiirkiye genotip 4d izolatlarinin Avrupa genotip 4d izolatlarindan ayr1 bir grup
oldugu bulunmustur ve HCV genotip 4 izolatlarinin bulasinda tibbi girisimlerin 6nemli
oldugu belirtilmistir. Cantaloube ve arkadaslar1 (40) genotip 4d enfeksiyonlarinin Fransa’da
1960'tan 1980'e kadar katlanarak arttigini bulmuslardir.

HCV genotip 4 izolatlarmin bulasinda tibbi girisimlerin 6nemli oldugu belirtilmistir. Bu
calismada verilerin regresyon analizi sonucunda egitim ve cinsiyete gore kontrol edildiginde
kan transflizyonu ve cerrahi girisim olmast HCV enfeksiyon riskini arttirdigi bulundu.

Bu durum tibbi girisimlerin bulasta 6nemli oldugunu gostermektedir.

Bu caligma sonucunda Kayseri bolgesinde HCV genotip 4 izolatlarinin molekiiler

epidemiyolojisi arastirilmis olup, biitiin izolatlar genotip 4d olarak bulunmustur.

Epidemiyolojik veriler, HCV genotip 4d enfeksiyonlarinin hastalara uygulanan tibbi
girisimlerden kaynaklanmis olabilecegini diisiindiirmektedir. HCV genotip 4d izolatlar1 ayr
bir grup olup, bolgeye 36-50 yil once girmistir. Elde edilen filogenetik veriler ise, daha
onceki yillarda Kayseri'deki HCV tip 4d ile enfekte hastalara ait filogenetik analiz sonuglari

ile benzer sonuglar vermektedir.
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EKLER
Ek1l. Anket

HCV ENFEKSIYONLARINA YONELIK RIiSK

BELIRLEME ANKET FORMU
DEMOGRAFIK BILGILER
ADI-SOYADI

CINSIYET

O Kadin
Erkek

EGITIM DURUMU (bitirdigi okul)

DOGUM YILI (yyyy)
O

0 Okur yazar

0 Okur yazar degil
O ilkokul O Orta, lise O Yuksek
ogretim
MESLEK

FAKTORLERINI

LAB ID

YASADIGI iL

O Kayseri [ Diger (belirtiniz)

YASADIGI ILCE

O Merkez [ Diger (belirtiniz)

MEDEN|I DURUMU
\D Evli

O Bosanrplg [0 Bekar

YURT DISINDA KALMA/SEYAHAT OYKUSU
Yurt disinda 1 aydan uzun yasadiniz mi?

0 HAYIR
I EVET (bu segenek isaretlendi ise asagiya geginiz)

ULKE TARIH

1 YURTDISINDA TIBBI/TIBB
ARALIGI

GiRiSiM OYKUSU

O YOK O VAR (belirtiniz)

O YOK O VAR (belirtiniz)

O YOK O VAR (belirtiniz)

Yurt disina seyahat ettiniz mi? (hac/umre dahil)

ik yurt disina gikis tarihi ve daha sonra gidilen ti
Ulkeler kaydedilmeli

L HAYIR

[J EVET (bu segenek isaretlendi ise asagiya geginiz)
Ulkel: Tarih:
2.

3:
4.
5:
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OLMAYAN (hacamat, suluk, vb)

|
ise alttaki soruya gegin
Esiniz yurt diginda 1 aydan uzun yasadi mi?
O HAYIR
[0 EVET (bu segenek isaretlendi ise asagiya geginiz)

i ULK

E

TARIH

1 YURTDISINDA TIBBI/TIBBI
ARALIGI

OLMAYAN (hacamat, stiliik, vb)
GIRISIM OYKUSU

O YOK O VAR (belirtiniz)
O YOK O VAR (belirtiniz)
O YOK O VAR (belirtiniz)

Esiniz yurt digina seyahat etti mi? (hac/umre dahil)

ilk yurt disina ¢ikis tarihi ve daha sonra gidilen tim
Ulkeler kaydedilmeli

O HAYIR

m

[0 EVET (bu segenek isaretlendi ise asagiya geginiz)
Ulkel: Tarih:
2.

3:
4.
5:



KISISEL SAGLIK BAKIMI

Simdiye kadar herhangi bir nedenle hastanede
yattiniz mi?

O HAYIR

O EVET (hastanede sik yatmayi gerektiren bir kr

hastaligi varsa belirtin tani tarihini yazin)
No Yili Hastanenin adi ve yeri

1

Simdiye kadar herhangi bir nedenle dévme yaptirdiniz
mi?

O HAYIR

L EVET (yanit evet ise asagidaki sorulara geginiz)

YILI )
Nerede (Il

)

Tras bicadinizi paylasir misiniz /baskasinin tras
bigcagi ile tras olur musunuz? Geg¢miste paylastiniz
mi?

O HAYIR OEV -

Yili
Simdiye kadar hi¢c hacamat yaptirdiniz mi?

O HAYIR

[ EVET (yanit evet ise asagidaki sorulara geginiz)
YILI

KAN TRANSFUZYON OYKUSU
OYKUSU

Yasaminiz boyunca size hi¢ kan veya kan urini
verildi mi?

Slirekli kan verilmesini gerektiren bir hastali§i varsa
belirtin.

0 HAYIR

[0 EVET (yanit evet ise agagdidaki sorulara geginiz)

No Yili Yapilan islem Islemin yapildigi
yer

1

2
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Simdiye kadar herhangi bir nedenle hemodiyaliz yapildi
mi?

O HAYIR

O EVET (Kr bdbrek yetmezligi olan hastalar igin ilk
diyaliz tarihini belirtin)
No Yili Hastanenin adi ve yeri

1

Hic akupunktur yaptirdiniz mi?

O HAYIR

L EVET (yanit evet ise agagidaki sorulara geginiz)

YILI
Nerede (il)

Ailenizde baska hepatit C’li var mi?

O HAYIR

[0 EVET (yanit evet ise asadidaki sorulara geginiz)
Yakinhgi

Doktor, Saglik personeli disinda, bir kisi tarafindan
kaninizin aktigi herhangi bir uygulama yapildi mi?

O HAYIR

[ EVET (yanit evet ise agagidaki sorulara geginiz)
YILI

Di$ QEKiMi / TEDAVISI
Yasaminiz boyunca diginizi ¢ektirdiniz veya dis tedavisi

yaptirdiniz mi?

O HAYIR
[0 EVET (yanit evet ise agsagidaki sorulara geginiz)

No Yili Yapilan islem Islemin yapildigi
yer

1

2



CERRAHI GIRiSIM OYKUSU (Tum hastalar icin) GEBELIK/KURTAJ OYKUSU (Kadin
hastalar igin)
Yasaminiz boyunca cerrahi bir girisim yapildi

mi?

O HAYIR

O EVET (yanit evet ise asagidaki sorulara

geginiz)
No

RISKLI DAVRANISLAR

Yili

Yapilan islem

Islemin yapildig

yer

Cocugunuz var mi?

O HAYIR (]
EVET
Kag tane? Cocuklariniz hangi yillarda dogdu?

Gebeliklerin yili ve
sonucu ve nerede
sonlandigini yazin

Cocuklariniz arasinda baska

gebelidiniz oldu mu? O HAYIR O EVET

Yil Nerede Sonucu
O 6lt dogum O disiik/kirtaj
O 6lt dogum O duslk/kirtaj
O 6lt dogum O duslk/kirtaj
O 6lt dogum O duslk/kirtaj
O 6lt dogum O duslk/kirtaj

O 6l dogum O duslk/kirtaj

Herhangi bagimliik yapan bir madde kullaniyor Baskalari tarafindan kullanilan bir enjektéri kendinize
musunuz?

O HAYIR

enjeksiyon yapmak igin hi¢ kullandiniz mi?
O HAYIR

[ EVET (yanit evet ise asagidaki sorulara geginiz) [ EVET (yanit evet ise agagidaki sorulara geginiz)

YILI

Simdiye kadar kac¢ cinsel esiniz oldu?

0o

01

02

03

[ 4 ve Ustl
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YILI

Cinsel eglerinizle prezervatif, kondom kullanmadan
iliskiniz oldu mu?

O HAYIR
O EVET




