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HEPATIT B VIRUSUNUN RESTRIKSIYON ENZiM
ANALIZi ILE TIiPLENDIRILMESIi*

GENOTYPING OF HEPATITIS B VIRUS BY RESTRICTION ENZYME ANALYSIS

Aziz AKSOY**, Aykut OZDARENDELI**

OZET: Hepatit B virusu (HBV), diinyada en yaygin gérilen enfeksiyonlardan
birisi olup, ortalama 350 milyon kronik hepatit B virus tasiyicisi oldugu tahmin
edilmektedir. Hepatit B virusunun tim genom ntkletid dizisi temel alindiginda,
%8’lik veya daha fazla nukleotid farkliliklarina gére HBV’nin 8 genotipi (A-H)
tanimlanmistir. Farkl HBV genotipleri hastaligin klinik durumunu etkileyebilmektedir.
HBV’'un S gen dizisi kullanilarak yapilan genotiplendirme ile tam genom
belirlenerek yapilan tiplendirme sonuclan arasinda uyum vardir. Bu calismada,
HBV-DNA pozitif 127 hastada (74 erkek, 53 kadin), RFLP (restriction fragment
length polymorphism) yéntemi ile virusun genotiplendiriimesi amaglanmis, “semi-
nested” polimeraz zincir reaksiyonu (SN-PCR) ile cogaltilan 6zgll S gen bélgesi
RFLP ile analiz edilmistir. SN-PCR y&nteminin birinci asamasinda anlamli primer
HBMF1 ve karsit anlamh primer HBMR2 kullanilarak 685 baz ciftlik bdlgenin,
ikinci asamasinda ise i¢ anlaml primer HBMF2 ve karsit anlamli primer HBMR2
kullanilarak 485 baz ciftlik bélgenin ¢cogaltimasi saglanmistir. RFLP yénteminde,
HBV S geninin genotipe 6zgul boélgelerinde bulunan Aiwl, Earl, Hphl, Ncil ve
NlalV enzim kesim bdlgeleri kullaniimis ve sonugta 127 érnegin tamami genotip
D olarak tiplendirilmistir. Bu veriler, bélgemizdeki hepatit B hastalarinda dominant
olarak genotip D’nin bulundugunu ve HBV genotiplendirmede RFLP y&nteminin
kolay uygulanabilir bir yéntem oldugunu gdstermistir.

Anahtar sézclikler: Hepatit B virusu, PCR, RFLP, HBV genotiplendirme.

ABSTRACT: Hepatitis B is one of the most common infectious diseases in
the world, and 350 million people have been estimated to be chronic hepatitis
B virus carriers world-wide. Hepatitis B virus (HBV) has been classified into
8 genotypes (A-H) based on an intergroup divergence of 8% or more in the
complete nucleotide sequence. Different genotypes of the hepatitis B virus may
influence the clinical outcome of the disease. HBV genotyping method using
restriction fragment length polymorphism (RFLP) can reliably identify genotypes.
HBV genotyping with S gene sequence is consistent with genetic analysis using
the full genomic sequences. The aim of this study was to determine the genotypes
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of HBV by using restriction fragment length polymorphism (RFLP) method in the
region of Elazig. A total of 127 HBV-DNA positive patients (74 male, 53 female)
were included in the study. Semi-nested polymerase chain reaction (PCR) was
performed to amplify the specific parts of HBV S gene. In the first step, 685
base paired (bp) region was amplified by sense primer HBMF1 and anti-sense
primer HBMR2, while in the second step 485 bp region was amplified by
using inner-sense primer HBMF2 and anti-sense primer HBMR2. PCR products
were then digested by the restriction enzymes, Awl, Earl, Hphl, Ncil and NialV.
The RFLP assay indicated that genotype D was the only detected type in our
samples. In conclusion, genotype D is the predominant type among hepatitis
B patients in our region. RFLP is considered to be an easy and useful method
for genotyping HBV strains.

Key words: Hepatitis B virus, PCR, RFLP, HBV genotyping.
GIiRIS

Hepatit B virusu (HBV), sirkuler, kismen cift iplikli ve yaklasik 3200 nukleotid
uzunlugunda bir DNA genomu igermektedir. HBV susglarinin tam genomlarinin
molekuler analizleri yapildiginda, suslar arasinda farkhliklar saptanmis ve
gen diziliminde %8 ya da daha c¢ok farklihigi olanlar ayr bir genotip olarak
siniflandinimistir. Bu galigmalar sonucunda HBV icin alti ayr genotip belirlenmistir’.
Ancak son zamanlarda yapilan caligmalarda genotip G ve H olarak adlandirilan
iki yeni genotip bulunmus ve HBV genotip sayisi sekize (A,B,C,D,E,F,G ve H)
yUkselmistir22.

HBYV, Ulkemizde endemik olarak bulunan bir virustur ve HBV enfeksiyonlarinin
Ulkemiz acisindan énemi gbz ondne alindiginda, virusun genotip dagiimina iligkin
arastirmalara gerek oldugu gérilmektedir®. Zira Turkiye’de HBV genoatipleri ile iligkili
veriler son derece sinirlidir. Bu veriler gelecekte toplum sagliginin korunabilmesi,
enfeksiyonun klinik gidisi hakkinda énceden fikir sahibi olunabilmesi ve tedavinin
yonlendirilmesi icin yararli olacaktir*5, Bu galismada, bélgemizdeki HBV genotip
dagiiminin belirlenmesi amaciyla, epidemiyolojik calismalara uygun, hizli ve kolay
uygulanan bir yontem olan RFLP ile HBV'larinin genotiplendiriimesi planlanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Firat Universitesi Tip Merkezine 2004 yilinin ilk yarisinda HBV
enfeksiyonu siiphesi ile basvuran ve Firat Universitesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Viroloji Laboratuvar’'nda, HBV DNA yoénunden arastiriimasi yapilan hastalar arasinda
serum HBV DNA’si pozitif 127 hasta (74 erkek ve 53 kadin) dahil edildi. Hasta
serumlari analiz yapilincaya kadar -20°C’de saklandi. HBV-DNA ekstraksiyonu
yapilacagr zaman serumlar ¢6zuldu ve Proteinaz K (Promega, ABD) / fenol-
kloroform-izoamil alkol (Sigma, ABD) yontemi ile ekstraksiyon islemi yapildi®. HBV
S gen bolgesinde 685 ve 485 baz cifti (bg) uzunluklarinin amplifikasyonu, “semi-
nested” polimeraz zincir reaksiyonu (SN-PCR) ile asadida nukleotid pozisyonlar
belirtilen anlamli, ic anlamli ve karsit anlamli primerler (Integrated DNA Technologies;
IDT, lowa, USA) kullanilarak yapildi’.
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Primer Tip Baz Dizisi Nukleotid Pozisyonu
HBMF1  Anlamli 5-YCCTGCTGGTGGCTCCAGTTC-3 nt. 55-75

HBMF2 I¢ anlamli 5-GTCTAGACTCGTGGTGGACTTCTCTC-3'  nt. 246-271
HBMR2 Karsit anlamli 5-AAGCCANACARTGGGGGAAAGC-3 nt. 730-709

Birinci asamada HBMF1 ve HBMR2 primerleri ile 685 b¢'lik bdlgenin; ikinci
asamada ise HBMF2 ve HBMR2 primerleri ile 485 bc’lik bolgenin ¢ogaltimasi
sagland..

Amplifikasyon karisimi 50 ul'lik reaksiyon hacminde [birinci asamada; 5 ul 10X
PCR tamponu (MBI Fermentas), 5 ul 25 mM MgCI, (MBI Fermentas), 1 ul 10 mM
dNTP (Promega) karisimi, 0.25ul HBMF1 (100 nmal), 0.25 ul HBMR2 (100 nmol),
0.5 ul Taqg polimeraz (5U/ul) (MBI Fermentas), 28 ul bidistile su, 10 ul HBV-DNA
kalibi] hazirlandi. ikinci asamada ise farkli olarak, ic anlamli primer HBMF2 ve
karsit anlamh primer HBMR2 kullanilirken anlamli primer HBMF1 kullaniimadi.
Kalip DNA olarak da, 2 ul hacimde alinan birinci PCR Grtinu ile 36 ul bidistile
su kullanildi. PCR karnigimlar termal dongu cihazinda (Hybaid, Sprint) 94°C’de 4
dakika baglangi¢ denatlrasyonu takiben, 94°C’de 1 dakika denattrasyon, 6 °C'de
1 dakika primer baglanmasi, 72°C’de 1 dakika uzama olmak Uzere 40 dongu ve
72°C’'de 5 dakika son polimerizasyondan olusan sicaklik déngleri ile gogaltildi.

Termal déongu cihazindan alinan PCR drdnlerinin analizi jel elektroforezi ile
yapildi®. Genotiplendirme caligmasi, daha 6énce Mizokami ve arkadaslar’ tarafindan
yapilan ve “GenBank’tan alinan 68 HBV tum genom dizileriyle karsilastirlarak
ortaya cikarilan RFLP yontemiyle, HBV genotiplerini belirleme stratejisine goére
uyarlanarak gergeklestirildi (Sekil 1) (Tablo ).

HBMF1 HBMF2 HBMERZ
— —_— —

3144 3164 120 145 583 604

3215 1

HBV § geni
l

Semi-nested PZR drimi

Birinei basamak

AbwTile kesim =485 bp Genotip ©
Ikinci basamak
Earl ile kesim = 435 bp Genotip B
Uguncy basamak
Hphl e Neil ils kesim = 379 bp Genotip B
=485 veya d38 bp Genotip F
Dardinen basamak:
NIV ile kesim = 219 veya 220 bp Genotip 4

=186 bp Genotip D

Sekil 1: RFLP yontemiyle HBV genotiplerini belirleme stratejisi.

(SN-PCR dUr0nlerinin, birinci basamakta Alwl ve Earl enzim kesim deneyi sonucu 485 bg’lik
bolgede genotip C ve B siniflandinimaktadir. Hphl ve Ncil enzim kesimleriyle olusan bdlgeler
de genotip E ve F olarak siniflandirimaktadir. Son basamakta ise NlalV enzim kesim deneyi

sonucunda olusan kesim bdlgelerine gére genotip A ve D siniflandinimaktadir).
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Tablo I: RFLP Stratejisine Gére Her Bir Genotip icin Hesaplanan
Sayisal Verilerin Gdsterilmesi*

Genotipler
Enzimler A B C D E F
Alwl 251 bp+234 bp 251 bp+234 bp 485 bp 251 bp+234 bp 251 bp+234 bp 251 bp+234 bp
Earl 320 bp+165 bp 485 bp 320 bp+165 bp 320 bp+165 bp 320 bp+165 bp 320 bp+165 bp
Hphl + Nil 485 bp 485 bp
Nlalv 186 bp+265 bp +34 bp

* Veriler; bes enzim kesimi analizleri sonucu ¢ikarimig olup, Sekil 2-5 Uzerinde agiklanmigtr.

SN-PCR amplifikasyonu ile elde edilen 485 baz cifti uzunlugundaki gen bdlgesinde
5-GGATC-3' dizisini taniyan Aw/ (NEB R0513L), 5'-CTCTTC-3' dizisini taniyan Earl
(MBI Fermentas), 5-GGTG A-3’ dizisini taniyan Hph/ (NEB R0158L), 5'-CC "~ SGG-3'
dizisini taniyan Ncil (MBI Fermentas) ve 5'-GGN ™~ NCC-3’ dizisini taniyan Nla/V (MBI
Fermentas) enzimi kullanilarak yapildi. PCR Urdnlerinin elektroforeze yuklenmesi igin
%3'lUk agaroz jel hazirlandi. Bunun icin 3 gr agaroz (Onbio Inc) hassas terazide tartildi.
Uzerine 100 ml 1X TAE (Sigma,ABD) soliisyonu eklendi. Kaynayincaya kadar istticida
bekletildi daha sonra 50°C’ye sogutularak, Gzerine 10 ul etidyum bromur (Sigma, ABD)
eklendi. Hazirlanan karisim elektroforez tepsisine dokudldu. Jel donduktan sonra yatay
olarak elektroforez tankina yerlestirildi. Amplifikasyon Grininden 10 ul alinarak, 3 ul
bromfenol mavisi (Sigma, ABD) ile kanistinlip jeldeki kuyucuklara ydklendi. Molekuler
agirlik belirteci (100 bp Marker, Promega) esliginde 30-40 dakika 90 V sabit elektrik
akiminda yuarttaldté. Daha sonra ultraviyole (UV) transuliminator altinda, molekuler
agrlik belirteci (M) ile karsilastirlarak bant buytkltkleri degerlendirildi.

Restriksiyon Enzimi Kesim Deneyleri: Alwl enzim kesimi; 5 ul PCR Urana, 1 ul
Alwl enzimi, 5 ul buffer-4 ve 14 ul dH,0 varliginda 25 ul hacim iginde 3 ile 6 saat
37°C’de kesime birakildi. Earl enzim kesimi; 5ul PCR drind, 2 ul Earl enzimi, 5 ul
buffer-1 ve 13 ul dH,0 varliginda 25ul hacim iginde 3 ile 6 saat 37°C’de kesime
birakildi. Hph! ve Ncil enzimleri ile kesim; 5 ul PCR drinu, 2 ul Hphl enzimi ve
5 ul buffer-4, 2 ul Ncil ve 5ul buffer-4, 6 ul dH,0 varliginda 25 ul hacim iginde
3 ile 6 saat 37°C’'de kesime birakildi. NlalV enzim kesimi; 5 yl PCR drtnd, 1 ul
NialV enzimi, 5 ul buffer-4+BSA ve 14 ul dH,0 varliginda 25 ul hacim iginde 3 ile
6 saat 37°C'de kesime birakildi. Kesim GrUnleri 20 ul alindi ve 3 ul bromfenol
mavisi ile karstinlarak %3'liik agaroz iceren jele ytklendi. Uriinler 1X TAE iginde
ve 90V sabit voltajda yaklasik 30-40 dakika elektroforeze tabi tutuldu.

BULGULAR

Calismaya alinan HBV-DNA pozitif 127 érmegin hepsi HBsAg pozitif olup, hastalarin
HBV-DNA dizeylerinin ortalama 7.000 pg/ml (1.300-18.142 pg/ml) oldugu belirlenmigtir
(64 hastada =11.000 pg/ml, 48 hastada =3.000 pg/ml, 15 hastada =1300 pg/ml).

HBV genatiplerinin belirlenmesinde, SN-PCR ile cogaltilan 485 bg'lik S
gen bdlgesi Urtnleri bes farkli enzimle (Alwl, Earl, Hphl, Ncil ve NlalV) kesime
tabi tutulmustur. Alwl enzimi, bu bdlgeyi 251. pozisyonda kesmis ve 234 bg
uzunlugunda fragment olusmustur. Genotip C disindaki butiin genotiplerde
bulunan bu enzim bdélgesi kullanilarak, drneklerimizin C genotipinde olmadigi
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izlenmistir (Sekil 2). Earl enzimi ile ise bu bolge 165. pozisyonda kesilmis ve 320
b¢ uzunlugunda fragmentin varligr gdzlenmistir. HBV S geni sadece genotip B
icin Earl enzim kesim bolgesini icermediginden drneklerimizin B genotipinde de
olmadigr belirlenmistir (Sekil 3).

Genotip E ve F tayini icin, Hphl ve Ncil enzimleriyle kesim yapilmis, 485
b¢'lik gen bdlgesinin kesilmedigi gdzlenmistir (Sekil 4). Genotip E tanimi, 461.
pozisyonda Ncil enzimiyle kesim sonucu, genotip F tanimi ise 82. pozisyonda Hphl
enzimiyle kesim sonucu yapilmaktadir. Dolayisiyla 6rneklerimizin bu genotiplerde
de olmadigr gértimastar.

Genotip A ve D'yi belirlemek icin NlalV enzimi ile kesim yapildiginda, 485
bp’lik gen bdlgesinde 299. pozisyonda genotip A icin NlalV enzim kesim bdlgesinin
bulunmadigi, bununla beraber genotip D’nin NlalV enzimiyle kesiminin 265 ve
299. pozisyonlarda gerceklestigi belirlenmistir. NlalV enzimiyle kesim sonucu,
186 ve 265 bc¢ uzunlugunda fragmentlerin olustugu gdrdlmus ve boylece butin
orneklerimiz genotip D olarak tiplendiriimistir (Sekil 5).

M123456 7 8 910111213

Sekil 2: Alwl enzimi ile kesim sonrasi PCR urunlerinin gérindmd (M; 100 bg’lik DNA
belirteci, Sira 1-13 Alwl enzim kesim uUrunleri).

TARTISMA

BUtin dunyada yaygin olarak gorulen HBV'na bagl akut hepatitlerin %5’inin
kroniklestigi, bunlarin énemli bir bolumunun siroza dénustugu, sirozlu olgularda
da hepatoseluler karsinoma (HCC) gelisme riskinin yuksek oldugu bilinmektedir®®.
Bu nedenle HBV ile mucadelede basarili olabilmek icin HBV epidemiyolojisinin
ve molekuler yapisinin ¢ok iyi bilinmesi gerekmektedir.
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Sekil 3: Earl enzimi ile kesim sonrasi PCR urtnlerinin gérinima (M; 100 b¢’lik DNA belirteci,
Sira 1- 5 Earl enzim kesim UrUnleri).

Sekil 4: Hphl ve Ncil enzimi ile kesim sonrasi PCR UrGnlerinin gérinimi (M; 100 b¢’lik DNA
belirteci, Sira 1- 4 Hphl ve Ncil enzim kesim UrUnleri).

e
-
—-—
-

Sekil 5: N/alV enzimi ile kesim sonrasi PCR urunlerinin gérdnimd (M; 100 bg’lik DNA belirteci,
Sira 1- 5 NlalV enzim kesim UrUnleri).
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Son yillarda rekombinant DNA teknolojisinin gelismesine paralel olarak
HBV’'nun genotiplendiriimesi konusunda yogun arastirmalar yapilmigtir’1011,
Okomato ve arkadaslari HBV’'nun tim genom dizisini belirleyerek, genomlar
arasinda en az %8’lik bir fark bulmuslar ve bu farkliiga gére HBV'nu (A-D)
dért genotip olarak siniflandirmislardir. Norder ve arkadaslari'®'4, S geni dizileri
arasindaki farkliliklari ortaya koyarak E ve F olmak Uzere iki yeni genotip daha
tanimlamiglar ve boylece HBV'nun alti genotipi oldugu belirlenmistir. Stuyver ve
arkadaslar'®, 2000 yilinda yaptiklari bir calismada, 3248 baz uzunlugunda ve
filogenetik olarak bilinen, hicbir genotipe uymayan HBV genomlari belirlemisler
ve bunlari bir grupta toplayarak genotip G olarak adlandirmislardir. Arauz-Ruiz ve
arkadaslari?, 2002 yilinda yeni bir tip olan H genotipini tanimlamislardir. Bdylece
glnimuzde HBV'nin (A-H) sekiz genotipi tanimlanmis durumdadir236.17.

Calismamizda, ulkemizdeki HBV genotip dagilimi verilerine katkida bulunmak
amaciyla boélgemizdeki HBV suslarinin genotiplendiriimesi planlanmis; HBsAg ve
HBV-DNA pozitif 127 hasta 6rneginden SN-PCR ile amplifiye edilen HBV S gen
boélgesi drunleri RFLP yéntemi ile analiz edilmis ve sonugta tum suslarin genotip
D oldugu saptanmistir. Calismada alti genotip icin kesim enzimleri kullaniimis;
genotip G ve H'nin tiplendiriimesinde farkli tekniklerin kullaniimasi gerekliligi ve
bu genotipler icin RFLP ydnteminin yeterli olmamasi nedeniyle bu iki genotipin
arastinimasi mumkuin olmamistir.

HBV genoatiplerinin dagilimi cografi bolgelere gore farkliliklar gostermektedir®,
Ulkemiz, orta endemisite bolgesinde yer alan Giney ve Dogu Avrupa, Glney ve
Orta Amerika, Orta Asya ve Ortadogu Ulkeleri arasina dahildir. Bu bolgelerde,
toplumdaki HBsAg pozitifligi %2-10, anti-HBs pozitifligi ise %20-60 arasinda
degismektedir®1®.

Yapilan calismalar, HBV prevalansinin distk oldugu Kuzeybati Avrupa, Glney
Afrika ve ABD'ndeki persistan tasiyicilar arasinda genotip A'nin baskin oldugunu,
bulasin daha ziyade vertikal yol ile oldugu Dogu Asya Ullkelerinde (Japonya,
Tayvan, Endonezya, Cin, Kore, Avusturalya) ise genotip B ve C'nin ylksek
prevalans gosterdigini vurgulamaktadir?®. Buna karsin Akdeniz Bolgesi, Rusya
ve Hindistan’da genotip D yaygindir, Bati Afrika’da ise genotip E gortlmektedir'.
Su ana kadar HBV suslariyla ilgili sinirli genetik bilginin elde edilebildigi Amazon
bdlgesi ve Peru gibi yuksek HBV prevalansina sahip Ulkelerde ise genotip F'nin
sik oldugu tespit edilmistir®?°. Bu durum kismen, vertikal gecisten sorumiu olan
HBeAg pozitif ddbnemin daha uzun olusu ile aciklanir. Vertikal gegisle enfekte olan
cocuklarda kroniklesme orani yaklasik %80’dir. Bu nedenle hepatit B'nin endemik
oldugu bolgelerde, yUksek taslyicilik oraninin devaminda en énemli mekanizmanin
vertikal gecis oldugu kabul edilmektedir. Bunun aksine genotip A ve D’nin dominant
oldugu Akdeniz ve Sahra alti Afrika Ulkelerinde horizontal gegis daha 6nemlidir.
Orta Amerika, Almanya ve Fransa’da genotip G, GUney Amerika, Meksika ve
Ispanya’da ise en son tanimlanan genotip H bulunmustur?3101820,

HBV genoatiplerinin, virus-konak iliskisinde rolt oldugunu gdsteren calismalar
vardir. Tayvan’da yapilan bir ¢alismada, HCC'li genc¢ hastalarin dzellikle genotip
B ile enfekte oldugu, yasl hasta grubunda ise daha cok genotip C'nin etken
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oldugu belirlenmistir'®. Buna karsin Japonya’'da yapilan c¢alismalarda, hem genc
hem de yagl HCC'li hastalarda genotip C saptanmistir’”. Genotip C'nin daha
ciddi ve uzun sureli karaciger bozukluklariyla iligkili oldugu bilinmektedir'82122,

Ulkemizde Leblebicioglu ve arkadaslarinin?® “nested” PCR ve RFLP
yontemiyle 158 HBV hastasinda yaptiklan c¢alismada, 11 olguda PCR negatifligi
nedeniyle genotiplendirme yapilamamis, 147 olgunun tamami ise genotip D olarak
bulunmustur. Kulah ve arkadasglar?® HBV enfeksiyonu olan 84 hastada S gen
bdlgesinin ndkleotid dizi analizi ile yaptiklari ¢alismada, tim drneklerin genotip
D icinde yer aldigini belirlemislerdir. Misirlioglu ve arkadaslarinin® iskenderun’da
ilkokul 6grencilerinde yaptiklar calismada, S geni DNA dizi analizi yapilan 57
6grencinin tamaminda genotip D saptamiglardir. Bozdayi ve arkadaslar® 67 hasta
Uzerinde pre-S gen bdlgesi dizileriyle yaptiklari genotiplendirme calismasinda tim
hastalarda genotip D'yi bulmuglardir. Sentirker ve arkadaslarinin?” ¢alismasinda,
HBV-DNA pozitif 23 kronik hepatitli hastanin timunde nukleotid dizi analizi ve RFLP
yontemiyle genotip D belirlenmigtir. Elazi§y ve yéresinde yaptigimiz bu ¢alismada,
HBV DNA'si pozitif toplam 127 6rnek kullaniimis ve tamami genotip D olarak
tespit edilmigtir. Elde ettigimiz bu sonuglar tlkemizin diger bolgelerinde yapilan
galismalarla uyum gdstermekte ve Turkiye'de dolasimda olan HBV genotipinin
genotip D oldugu sonucunu desteklemektedir. Bu veriler dikkate alinarak, yapilmasi
planlanan genotiplendirme calismalarinda, 6nce sadece NlalV enzimi ile kesim
yapilmasi, daha sonra genotip D olmayan érnekler icin diger enzimlerin kullaniimasi,
zaman ve maliyetten tasarruf edilmesi acisindan énemlidir.

HBV genotipleri ile bulas yollar arasinda iliski oldugunu goésteren yayinlar
bulunmaktadirt?®. Genotip D’'nin goruldugu, tlkemizin de icinde bulundugu Akdeniz
bolgesinde erken horizontal bulag, enfeksiyonun yayilmasinda en énemli gecis
yoludur. Elde ettigimiz sonuclar bu yéonUyle HBV'nun Ulkemizdeki baslica gegis
yoluna da sk tutacaktir.

Sonug olarak HBV enfeksiyonlarinda virus genotipinin belirlenmesi; farkli
genotipler arasinda hastalik siddetinin farkli olup olmadigi, tedaviye yanitin orani
ve virus-konak iliskisinin anlasiimasi yéntunden onemli veriler saglayacaktir. Bu
amagla, zaman alici ve pahali bir yéontem olan DNA dizi analizi yerine, kisa
zamanda sonuc¢ vermesi ve uygulama kolayligi acisindan RFLP tekniginin rutin
olarak HBV genotiplendirimesinde kullanilabilecedi sonucuna variimistir.
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