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OZET

Diinya capindaki HIV enfeksiyonlarinin 6nemli 6lciide nedeni HIV-1 genotipinin M grubudur. M gru-
bunun dokuz alt tipi ve 50 kadar tanimlanmis dolasan rekombinant formu (CRF) bulunmaktadir. HIV-1
CREF, bireyleri enfekte eden en az iki farkh alt tipin rekombinasyonuyla ortaya cikmaktadir. Bu raporda, il-
kemizde ilk kez saptanan CRFO8_BC kokeni ile enfekte bir HIV-1 pozitif olgu sunulmustur. Ates, istahsiz-
lik, kilo kaybi, 15 glindiir devam eden ishal ve bilateral aksiler lenfadenit sikayetleriyle 2011 yilinin basin-
da hastaneye basvuran 48 yasinda erkek hastanin tetkiklerinde, anti-HIV pozitif, CD4* T lenfosit sayisi
11/mm?3 (%1.3) ve HIV-RNA yiikii 129.000 kopya/ml olarak saptanmistir. Meslegi gemici olan olgunun,
uzakdogu seferleri sirasinda bircok tlkede ¢ok sayida ve korunmasiz cinsel temasta bulundugu 6grenil-
mistir. CDC siniflamasina gore klinik evresi C3 olarak tanimlanan hastaya antiretroviral tedavi verilmeden
once HIV-1 ilag direng analizi uygulanmis ve ilag direnci saptanmayan hasta tenofovir/emtrisitabin + efa-
virenz tedavisine alinmistir. Tedavinin 16. ayinda, CD4* T hiicre sayisinda diisme, HIV-RNA pozitifligi ve
klinik durumun koétilesmesi (herpes lezyonlari ve akciger tiiberkilozu gelisimi) nedeniyle tedaviye yanit-
sizlk oldugu dustintlmis efavirenz kesilerek tenofovir/emtrisitabin + lopinavir/ritonavir tedavisine gecil-
mistir. Hastaya ayrica klinik ve radyolojik bulgular isiginda dortli antitliberkiiloz tedavi baglanmistir. OI-
gunun tedavi 6ncesi plazma 6rneginden elde edilen HIV-1’in pol geni proteaz kangali (kodon 1-99, 330
bp) nested PCR ile cogaltilmis ve dizilenmistir. Elde edilen HIV-1 dizisi, neighbore-joining yontemiyle filo-
genetik olarak analiz edilmis ve koken CRFO8_BC olarak tanimlanmistir (GenBank erisim numarasi:
JX536763.1). Bu CRF tipi, diinyada buiylk oranda giineybati Cin’de, damar ici ilac bagimlihg: olanlarda
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yaygin olarak saptanmaktadir. Bulgularimiz, HIV-1 CRFO8_BC kokeninin lilkemizde de bulundugunu gos-
termistir. Virusun Ulkemize hangi yollardan girdigini ve nasil yayildigini anlamak ve enfeksiyonlari kont-
rol edebilmek icin HIV-1 ile enfekte bireylerde daha fazla molekiler epidemiyolojik temelli calismaya ge-
reksinim bulunmaktadir. Ayrica HIV-1 CRFO8_BC kdokeninin tilkemizden de bildirilmesi global captaki mo-
lekiiler epidemiyolojik izlemde énemli olabilir.

Anahtar sézciikler: HIV-1; pol geni; HIV proteaz; rekombinant alt tip; dizi analizi; molekiiler epidemiyoloji.

ABSTRACT

A major proportion of the HIV infections worldwide is caused by group M of HIV-1 genotype and to
date approximately nine subtypes and 50 circulating recombinant forms (CRFs) in the group M have be-
en recognized. Recombinants between different HIV-1 group M subtypes are designated as CRF. The ob-
jective of this study was to present, for the first time, a HIV-1 positive case infected with CRFO8_BC subty-
pe in Turkey. In beginning of 2011, a sailor, 48-year-old male was admitted to hospital with fever, loss
of appetite, weight loss, 15 days lasting diarrhea and bilateral axillary lymphadenitis. The laboratory tests
yielded anti-HIV positivity, HIV-RNA positivity (129.000 copies/ml) and CD4* T-cell count of 11
cells/mm?3 (1.3%). He had a history of multiple unprotected sexual contacts during his journey to vari-
ous far-east countries. His clinical level was defined as C3 according to CDC classification. Since drug re-
sistance analysis done before the initiation of antiretroviral therapy indicated no antiretroviral resistance,
tenofovir/emtricitabin + efavirenz therapy was initiated. In the 16" months of the therapy, decreasing
CD4* T-cell count, HIV-RNA positivity and worsening of clinical condition (development of herpes lesi-
ons and pulmonary tuberculosis) suggested an unresponsiveness to therapy, efavirenz was replaced with
tenofovir/emtricitabin + lopinavir/ritonavir. The patient was also treated with quadruple anti-tuberculo-
us treatment based on the clinical and radiological findings of pulmonary tuberculosis. The protease do-
main (codon 1-99, 330 bp) of pol gene of HIV-1 strain obtained from pretreatment plasma sample, had
been amplified by nested PCR and sequenced. This HIV-1 strain was then subtyped as CRFO8_BC after
phylogenetic analysis with neighbor-joining method (GenBank accession number: JX536763.1). In the
world, HIV-1 CRFO8_BC is substantially prevalent in southwestern China among injecting drug users. Our
data suggested that the CRFO8_BC subtype is also present in Turkey. Molecular epidemiologic studies
are important tools for tracking transmission patterns, spread and for the control of the HIV infections
in a given area. Therefore, HIV molecular research should be expanded in HIV-1 infected Turkish pati-
ents. The determination of subtype CRFO8_BC of HIV-1 in Turkey may be contribute to global HIV sur-
veillance systems.

Key words: HIV-1; pol gene; HIV protease; recombinant subtype; sequence analysis; molecular epidemi-
ology.

GIRis

insan immin yetmezlik virusu (HIV)’'nun 1983 yilinda tanimlanmasindan sonra,
1990’ yillarin sonuna dogru HIV siniflama sistemi, bircok yeni izolatin karakterize edil-
mesiyle kesinlik kazanmistir'. Giinimiizde HIV, morfolojik ve biyolojik olarak birbirine
benzeyen, ancak zarf glikoproteinleri ve diger antijenik epitoplarda farkhhk gosteren HIV-
1 ve HIV-2 olmak tizere iki genotip icermektedir. HIV-1, M (main ya da major), N (new
ya da non-M, non-0O), O (outlier) ve P (alfabetik tanim) olmak lizere dort alt grupta ta-
nimlanmaktadir. Diinya capindaki enfeksiyonlarin %95’inden sorumlu tutulan HIV-1 M
grubu dokuz alt tipe (A, B, C, D, F, G, H, ], K) ayriimakta ve bunlardan A ve F'nin de alt-
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alt tipleri (A1-A5 ve F1, F2) bulunmaktadir. Alt tiplerin yaninda, HIV-1 grup M'nin altin-
da “dolasan rekombinant formlar (CRF)” ve “6zgun rekombinant formlar (URF)” olmak
lizere iki rekombinant form tipi yer alir?2. Onceleri HIV-1 alt tipi olarak tanimlanan E ve |,
gunimizde CRF icinde siniflandirimaktadir. Her CRF, bir referans numarasi ve rekombi-
nasyonu olusturan alt tiplerle tanimlanir. Rekombinasyon ti¢ ya da daha fazla alt tip/CRF
iceriyorsa “complex” anlaminda “cpx” tanimlamasi yapilmakta, ancak alt tip kompozis-
yonu ifade edilmemektedir. Sayisi stirekli degismekle birlikte gliniimiizde tanimlanmis
50 CRF ve 30 kadar URF bulunmaktadir3.

Ulkemizde ilk HIV/AIDS olgusu 1985 yilinda bildirilmis, olgu sayisi giiniimiizde, Sag-
ik Bakanhiginin Ekim 1985-Aralik 2011 HIV/AIDS siirveyans verilerine gore 5224’e ulas-
mistir*>. Ancak dolagimdaki HIV-1 alt tipleri konusunda bilgilerimiz heniiz yeterli degil-
dir. Ulkemizde HIV-1 alt tiplerinin analiz edildigi ilk calisma, 2006 yilinda Istanbul’'da 27
olgu tizerinde yapilmig; herhangi bir CRF tiiri bulunmamakla birlikte alt tip B predomi-
nant olarak bulunmus, B disi alt tipler ise A, C, D ve F1 olarak bildirilmistir®. Ulkemizde
ilk HIV-1 CRF olgusu ise, hepatit B virusu (HBV) alt genotip D1 koenfeksiyonu bulunan
CRF02_AG olgusu olarak rapor edilmistir’. Istanbul’da 2009-2012 yillari arasinda yapti-
gimiz bir calismada, 57’si yeni tani almis ve antiretroviral tedavi (ART) naif, 15'i cesitli
ART'ler altinda takip edilen 72 HIV-1 pozitif hastada, HIV-1 ters transkriptaz (RT) bodlge-
sinin direkt dizilemesine dayanan filogenetik analiz verilerine gore, en sik karsilasilan
(%50) HIV-1 tipinin CRF (sirasiyla CRFO2_AG, CRF12_BF, CRFO3_AB ve CRFO1_AE) ve ar-
dindan alt tip B (%43) oldugu; alt-alt tip AT (%4.2) ve F1'in (%2.8) de dolasgimda bu-
lundugu belirlenmistir®. Yine 2009-2012 yillari arasinda, HIV-1 ile enfekte 117 tedavi na-
if hastada primer ilag direncini arastirdigimiz bir calismamizda, alt tip B (%41) ve CRF'le-
rin (sirastyla CRF 02_AG, CRF 01_AE, CRF 12_BF ve CRF 03_AB; %39.3) dolasimdaki en
yaygin HIV-1 tipleri oldugu ve az sayida olguda da F1, G, C, D ve A1 alt tiplerinin bu-
lundugu saptanmustir®. Bu raporda, iilkemizde ilk kez gériillen CRFO8_BC ile enfekte bir
HIV-1 pozitif olgu sunulmaktadir.

OLGU SUNUMU

Yaklasik 1.5 yil once ates, istahsizlik, kilo kaybi, stiregen ishal ve koltuk altinda bilate-
ral lenfadenit ile hastaneye yatirilan 48 yasindaki erkek hastanin tetkiklerinde; anti-HIV
pozitif (375 S/Co; Architect HIV Ag/Ab Combo, Abbott Diagnostics, Almanya), HIV-RNA
129.000 kopya/ml (COBAS Ampliprep/Tagman 48 HIV-1, Roche Diagnostics, isvicre) ve
CD4* T hiicre sayisi 11/mm3 (%1.3) olarak bulundu. Hastanin beyaz kiire sayisi:
3400/pL, Hb: 8.6 g/dl, Htc: %25.4, trombosit sayisi: 137.000/pL ve rutin biyokimyasal
degerleri normal olup, anti-HBc ve anti-HBs pozitif, anti-HCV negatif, TORCH grubu tok-
zoplazma disinda gecirilmis enfeksiyonla uyumlu idi. Mesledi gemici olan hastanin oy-
kustinden; 20 yil 6nce dis tedavisi uygulandigi, cerrahi girisim gecirdigi, kan transflizyo-
nu yapildigi, uzakdoguya yaptigi seferler sirasinda bircok llkede ¢cok sayida ve korunma-
siz heterosekstel cinsel temasta bulundugu 6grenildi. Yapilan taramada hastanin esi ve
cocuklar anti-HIV yoninden negatif bulundu. CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) siniflamasina gore klinik evresi C3 olarak tanimlanan hastaya, ART baslama-
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dan 6nce HIV-1 ilag¢ direnci analizi yapildi ve niikleozid RT, nonniikleozid RT ve proteaz
inhibitorleri (PI) grubu ilaglara kargi direng saptanmadi. Tenofovir/emtrisitabin + efavi-
renz kombinasyonu ile yiiksek diizeyde aktif antiretroviral tedavi (HAART) bagslandi. Pro-
filaktik olarak trimetoprim/siilfametoksazol ve azitromisin verildi. Tedavinin 1. ve 16. ay
kontrollerinde CD4* T hiicre sayisi sirasiyla 15/mm? (%3) ve 9/mm?3 (%1.4), HIV-RNA
yuki 48.200 ve 61.900 kopya/ml olarak saptandi. Hasta, sag ¢ene ve dudakta sislik si-
kayetleriyle tekrar hastaneye yatirildi. Dudaktaki lezyonlar herpes enfeksiyonuyla uyum-
lu goriltp asiklovir tedavisi verildi. Tetkiklerinde, batin ultrasonografisinde hepatomega-
li ve toraks bilgisayarli tomografisinde sag akciger st zonda kaviter lezyon ve bilateral
yaygin noddller izlendi. Alinan ardigik balgam orneklerinde, aside direncli boyama ve
Mycobacterium tuberculosis PCR testleri negatif bulunmasina ragmen, klinik ve radyolo-
jik bulgularr akciger tuiberkilozu ile uyumlu oldugu icin hastaya dortli antitliberkiloz te-
davi (izoniazid + rifabutin + etambutol + pirazinamid) baslandi. Hastada, tedavi altinda
CD4* T hiicre sayisinda disme, HIV-RNA pozitifligi ve klinik bulgularda kotiilesme nede-
niyle HAART'ye yanitsizlik diistintildii ve ilag direnci analizinde Pi direnci saptanmadigin-
dan efavirenz kesilerek tenofovir/emtrisitabin + lopinavir/ritonavir tedavisine gecildi.

Hastada HIV-1 enfeksiyonu tanisi, HAART ve tlberkiiloz tedavileri “European AIDS Cli-
nical Society (EACS)” kilavuzuna gére yapildi®. HIV-1 enfeksiyonunda klinik evreleme,
CDC'nin onerilerine gore CD4* T lenfosit sayisi esas alinarak yapildi. Tedavi 6ncesi alinan
EDTA’ll kan 6rnegi hemen santrifiij edildi, plazma 6rnegi alikotlandi ve calisma giiniine
kadar -80°C’de saklandi. Hastada tekrarli olarak pozitif saptanan anti-HIV-1/2 antikor so-
nuglari Western blot yontemiyle (DIA PRO, HIV-1 LIA, Diagnostic Bioprobes Srl, Italya)
dogrulandi. Anti-HIV-1/2 antikor ve dogrulama testleri sirasinda hastanin kimligi gizlen-
di ve ornek yeniden verilen kodla calsild.

HIV-1 pol Geninin Dizilenmesi

HIV-1 pol geni (proteaz kangali, kodon 1-99) dizilemesinde, The French ANRS (Nati-
onal Agency for AIDS Research) AC11 Diren¢ Grubu’nun PCR ve dizileme algoritmasin-
dan yararlanildi (http://www.hivfrenchresistance.org/ANRS-procedures.pdf). Kullanilan
dis primerler; 5’'prot1: 5'-taattttttagggaagatctggccttcc-3‘ ve 3'prot1: 5’-gcaaatactggag-
tattgtatggattttcagg-3’ (653 bp), i¢ primerler; 5'prot2: 5’-tcagagcagacccagagccacagcc-
ca-3' ve 3'prot2: 5'- atgctttttattactttctttctgtcaatg-3’ (507 bp) seklinde idi. 5'prot2 pri-
meri ayni zamanda dizileme primeri olarak kullanildi. HIV-1T cDNA sentezi M-MuLV RT
enziminin kullanildigi “First Strand cDNA Synthesis Kit” (Thermo Scientific Inc, Fermen-
tas, Litvanya) ile gerceklestirildi. PCR trtinleri, “DNA Engine Peltier” termal dongi plat-
formunda (BioRad Laboratories, ABD), 95°C’de 10 dakika 6n denatiirasyon, 45 déngu
95°C’de 45 saniye, 55°C’de 45 saniye ve 72°C’de 45 saniye kosullarinda elde edildi. Pri-
merler, PCR icin 0.2 uM, dizileme icin 0.3 pM final konsantrasyonunda kullanildi. Tim
PCR drinleri “High Pure PCR Product Purification Kit” (Roche Diagnostics GmbH, Al-
manya) ile saflastirildi ve Griinler ABI PRISM 310 platformunda “DYEnamic ET Termina-
tor Cycle Sequencing Kit” (Amersham Pharmacia Biotech Inc., ABD) kullanilarak dizilen-
di. Direkt dizileme icin kullanilan PCR protokoli; 35 dongi 95°C’de 20 saniye, 50°C’de
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25 saniye ve finalde 60°C’de 2 dakika olarak gerceklesti. Elektroferogramlar “Vector NTI
v5.1” (InforMax, Invitrogen, ABD) programi araciligiyla elde edildi.

Filogenetik Analiz

HIV-1 alt tipi, neighbor-joining yontemiyle filogenetik olarak analiz edildi. Filogenetik
agac¢ “CLC Sequence Viewer 6.7.1" (CLC bio A/S, Aarhus, Danimarka) programi kulla-
nilarak olusturuldu ve bootstrap degeri 100 olarak alindi (Sekil 1). Agac olusturulurken
kullanilan konsensus referans diziler “Los Alamos National Laboratory (LANL) HIV Data-
bases”den saglandi (http://www.hiv.lanl.gov/cgi-bin/NEWALIGN/align.cgi).

Filogenetik analiz sonucunda hastadan izole edilen HIV-1 susu, CRFO8_BC olarak tip-
lendirildi (Sekil 1). Ayrica, HIV-1 CRFO8_BC niikleotid dizisi GenBank’a yiklendi

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/) ve bir erisim numarasi (JX536763.1) saglan-
di.

TARTISMA

Ulkemizde HIV-1 CRF enfeksiyonlari; Bati-Orta Afrika, Orta Dogu ve Kuzey Afrika kay-
nakli CRFO2_AG, Dogu Avrupa ve Orta Asya kaynakli CRFO3_AB, Giiney Amerika kaynak-
I CRF12_BF ve Giineydogu Asya, Dogu Asya ve Orta Afrika kaynakli CRFO1_AE tipleriy-
le kargimiza cikmaktadir’. Calismamiz, iilkemizde, Giineybati Cin’de gorilen HIV-1
CRFO8_BC kokeninin de bulundugunu gostermistir. Klinik etkileri tam olarak aydinlatila-
mamig olan CRF'ler, bir yandan HIV-1 alt tiplerini karmasiklastirirken, bir yandan da glo-
bal 6lcekte prevalansi artirmaktadir. 2000-2007 yillari arasinda HIV-1 global epidemiyo-
lojik izlem verilerine gore, diinyada CRF oranlarinda artis, URF oranlarinda ise azalma
vardir. Bildirimi yéniinden ilk olmakla birlikte HIV-1 CRFO8_BC ké&keninin tilkemizde
saptanmasi, son yillarda CRF’lerde gorilen diinya capindaki artisin tlkemize yansimasi
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0.035

Sekil 1. HIV-1 CRFO8_BC susunun filogenetik analizi [Filogenetik agag, HIV-1 pol geni proteaz kangali (kodon
1-99, 330 bp) dizilenerek ve neighbor-joining yontemi kullanilarak olusturulmustur].
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olabilir. Ote yandan CRFO8_BC, Giineybati Cin’de yakin zamanda ortaya cikmasina rag-
men, uyusturucu Uretimi, trafigi ve kullanimi oldukga yliksek olan bolge karakterinden
dolayi hizla yayilma 6zelligi gosterebilir ve bu nedenle global bir salginin potansiyel kay-
nagi olmasi yoniiyle 5nem arzedebilir'®.

Guneybati Cin’de yaygin olarak bulunan CRFO8_BC, ilk kez Giiney Cin’deki Guangxi
bélgesinde, 1997 yilinda saptanmistir''. Hindistan kokenli HIV-1 alt tip C'nin alt tip B ile
rekombinasyonu sonucunda olusan CRFO8_BC, Cin’de daha ¢cok damar ici uyusturucu
kullananlarda saptanmakta, CRFO7_BC ile birlikte yiksek degiskenlikte ve hizli yayilma
karakterinde HIV-1 suslari olarak tanimlanmaktadir'®. Diinyada cok az sayida Giineybati
Cin bolgesi disinda bildirilen HIV-1 CRFO8_BC kokeni bulunmaktadir. HIV-1 pol ve env
geni dizilerinin filogenetik analizine dayanan bu calismalarda, Tayvan’da bes, Slovakya
ve Ispanya’da birer CRFO8_BC olgusu bildiriimistir'?'®. Calismamizda da HIV-1
CRFO8_BC kokeni, filogenetik analiz yontemiyle tanimlanmistir.

HIV-1in alt tiplendirmesi, altin standart yontem olan filogenetik analiz yerine siklikla
genotipleme araci programlariyla (HIV-1 Subtyping Tool) yapilmaktadir'”"'8, Bu prog-
ramlar [Stanford, Rega, Geno2pheno, Los Alamos National Laboratories (LANL), Agen-
ce Nationale de Recherches sur le Sida (ANRS), National Center for Biotechnology Infor-
mation (NCBI)] erisime acik olup, algoritma kurallari genellikle alt tip B’den in vivo ve in
vitro olarak elde edilen verilerle islemektedir'”. HIV/AIDS Ispanya Arastirma Agi kohortu
hastalarindan izole edilen HIV-1 pol geni dizilerinin alt tiplendirmesinde, bilinen tim ge-
notipleme programlarinin guvenilirligi degerlendirilmis ve B alt tipi icin programlarin
onemli Olclide dogru tanimlama yaptigi, ancak B digi alt tiplerin saptanmasinda hata
oraninin %15 oldugu bildirilmistir'®. Ulkemizde ART-naif 117 hasta susunun primer ilag
direncinin arastinldigi calismada, filogenetik analiz verilerine gére Stanford alt tiplendir-
me algoritmasi, alt tip B disi 13 HIV-1 kékenini %11 oraninda hatali tanimlamistir®. Bu-
nun nedeni, HIV-1 alt tiplendirme programlarinin algoritmalarinda, alt tip B dizilerinin
referans olarak kullaniimasi olabilir. Dolayisiyla, bir HIV-1 CRF kokeni tanimlanirken, ge-
notipleme araci programlariyla birlikte mutlaka filogenetik analiz de yapilmali ve dogru-
lanmalidir.

HIV dizilerinin filogenetik analizi, virusun tanisi, patogenezi, bulasi, klinik yonetimi
ve asl gelistirme calismalarinda 6nem tagimaktadir. Bu nedenle molekiler epidemiyo-
lojik siirveyans verilerine daha cok ihtiya¢ bulunmaktadir3. Ancak iilkemizde molekii-
ler epidemiyolojik calismalar az sayidadir ve bu nedenle HIV-1 alt tipleri hakkindaki bil-
gilerimiz kisithdir. HIV-1'in tilkemize hangi yollardan girdigini ve nasil yayildigini anla-
mak ve enfeksiyonlari kontrol edebilmek icin HIV-1 ile enfekte bireylerde daha fazla
molekiiler epidemiyolojik temelli calismaya gereksinim vardir. Ayrica HIV-1 CRFO8_BC
kokeninin tlkemizden de bildiriimesi, global captaki molekiler epidemiyolojik izlem-
de 6nemli olabilir.
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