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HIV genotipleme ve subtiplemede hedefler

Dolasan subtip ve rekombinant formlarin
surveyansini yapmak

HIV'in epidemiyolojik olarak nasil yayildigini
anlamak.

HIV'in yuksek mutasyon, rekombinasyon ve
turnoverini kisaca genetik degisimini izlemek

HIV genotip/subtiplerinin AIDS'e progresyonunu
anlamak.

Tedavi rejimleri Gzerindeki etkisini anlamak
Asi calismalarina zemin olusturmak



Filogenetik analizlere gore
HIV genotip ve subtipleri

Genotip |Grup__ Subtip___| Subsubtip [CRF __

HIV-1 M,N,O,P A-D, F-H, J-K Al- A4 49 adet
F1, F2

HIV-2 A, B

Semwanga D et al. AIDS Research and Human Retroviruses. 2011, 27: DOI: 10.1089/aid.2011.0024



En sik goralen HIV-1 grup M

Dolasan Rekombinant Formlar (CRFs)

CRFO1_AE
CRFO2_AG
CRFO3_AB

CRFO4_cpx
CRFO5_DF
CRFO6_cpx
CRFO7_BC
CRFO8_BC
CRFO9_cpx
CRF10 _CD
CRF11_cpx
CRF12_BF

Glneydogu Asya, Orta Afrika
Bati ve Orta Bati Afrika
Rusya (Kaliningrad)

A, G, H, K, U Yunanistan, Kibris

Demokratik Kongo Cumbh.

A, G, J, K Orta Afrika (Mali, Senegal, Nijerya, Burkina Faso, Niger)
Kuzeybati Cin

Guneydogu Cin

Senegal, US

Tanzanya

A, E, G, J Orta Afrika (Kamerun, Giiney Afrika Cumh., Gabon)
Uruguay, Arjantin



HIV-1 subtip ve CRF global dagilimi
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International Journal of Infectious Diseases (2006) 10, 286 290
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INTERNATIONAL SOCIETY
FOR INFECTIOUS DISEASES

http://intl.elsevierhealth.com/journals/ijid

Genetic subtypes of human immunodeficiency
virus type 1 (HIV-1) in Istanbul, Turkey
Giilden Yilmaz ™, Kenan Midilli, Salih Turkoglu, Ziibeyir Bayraktaroglu,

A. Mert Kuskucu, Emine Ozkan, Leman Atasever,
Semra Calangu, Kemal Altas

Department of Microbiology and Clinical Microbiology, Cerrahpasa Faculty of Medicine,
Istanbul University, Istanbul 34303, Turkey

Table 3 The HIV genotypes of 27 patients

Genotype Number
A 4

B 19

C 1

D 1

F1 2

® One Russian sex worker and one high-risk sexual contact witha
foreign partner.



HIV genotip/subtip ve direng tayini yontemleri

« Genotipik yontemler
— DNA dizi analizi

e PCR (runlerinin dizi analizi

e Klonlanmis varyantlarin dizi analizi
— Line probe assay (LIPA)
— PCR-RFLP
— Real-Time PCR

« Matrix-assisted laser desorption/ionisation-Time
of light Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS)

* Fenotipik yontemler



DNA dizi analizi
avantajlar dezavantajlar
RT ve proteaz geninde genis .. .
bir bélgeyi analiz etmek . Analltlk duyarllik; mutant
mumkiin virus populasyonu >%10

Potansiyel yeni mutasyonlari Ise basarill
belirlemek olanakli

Analiz edilen genom . e
bdlgesinde; frameshiftleri ve HIV RNA yukd; >500

insersiyon/delesyonlari kopya/ml ise basarili
goérmek mimkun

Elde edilen diziyle ayni anda;
HIV genotipleme, subtipleme
ve CRF analizleri yapmak
mumkaun.



Kocaeli Universitesi, Tip Fak.Hast., Merkez Lab., PCR Unitesi

HIV-1 genotip/subtip ve ilag direnci analizi algoritmasi
=—

— HIV RNA izolasyonu

/ \ cONAs ———————— .

pol PCR 1 pol PCR 2 g ' i’
amplicons —— —
Panel A For each sample, 3 overlapping cONAs are generated. These are used as templates fo
400 b p 400 b p generate & overlapping amplicons, 3 for the enfire protease and 5 for the first 236 codons of the RT
Saflastirma  Saflastirma
l l Forward primer ile sekans PCR'I

Proteaz RT N o oTTT
20000 A e D

sekanslama sekanslama T

Dizilerin birlestirilmesi (800 bp)
Alignment, baz atama, data analizi ve raporlama
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bootstrap support
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HIV-1 Subtip Rekombinasyon Analizi HIV-1 grup M
subtip B

Bootscan Analysis
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bootstrap support
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Merkezimize HIV-1 ilac direnci analizi icin basvuran hastalar:

Hasta | Erkek/ | Tedavi/ | Sonuclan- | Devam | Basarisiz
say|5| Kadin | Naif dirilan eden

Kocaeli Univ. 39/5 40/4

Marmara Univ. 7 4/3 2/5 4 3 -
Ege Univ. 3 3/- 2/1 3 - -
Samsun 19 Mayis Univ. 3 3/- 3/- 2 1 -
Canakkale 18 Mart Univ. 1 1/- 1/- 1 - -
GoOztepe Egt.Ars.H. 101 91/10 11/90 90 2 9
Kartal Egt.Ars.H. 2 2/- 1/1 2 - -
Sisli Etfal Egt.Ars.H. 2 2/- 2/- 2 - -
Samatya Egt. Ars.H. 2 2/- -/2 2 - -
Haydarpasa Numune H. 4 3/1 2/2 2 2 -
Haseki Egt.Ars.H. 1 1/- -/1 1 - -
Amerikan Hast. 1 1/- -/1 1

Toplam 171 152/19 64/107 138 9 24

Kocaeli Univ.Tip Fak.Hast.

HIV sekanslamada basari oranimiz (%86) Merkez Lab. PCR Onitesi



HIV-1 subtip sonuclarimiz
B 75 54
CRFO02_AG 21 15
F1 17 13
CRFO1_AE 8 6
CRFO3_AB 4 3
CRF12_BF 4 3
G 3 2
Al 2 1,5
C 2 1,5
D 1 0,7
F1+B 1 0,7

Kocaeli Univ.Tip Fak.Hast.
Merkez Lab. PCR Unitesi




Saptadigimiz CRF tipleri

CRFO1_AE  Glneydogu Asya, Orta Afrika

CRF02 AG Bati ve Orta Bati Afrika

CRFO3_AB  Rusya (Kaliningrad)

CRFO4_cpx A, G, H, K, U Yunanistan, Kibris

CRFO5_DF  Demokratik Kongo Cumbh.

CRFO6_cpx A, G, J, K Orta Afrika (Mali, Senegal, Nijerya, Burkina Faso, Niger)
CRFO7_BC  Kuzeybati Cin

CRFO8_BC  Guneydogu Cin

CRF09_cpx Senegal, US

CRF10_CD Tanzanya

CRF11l_cpx A, E, G, J Orta Afrika (Kamerun, Giiney Afrika Cumh., Gabon)
CRF12_BF  Uruguay, Arjantin



Global HIV-1 subtip ve CRF dagiliminin yillar icindeki gorunumu

| A
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Fig. 1. Global distribution of HIV-1 subtypes and recombi-
nants in 2000-2003 and 2004-2007. The number of infec-

Hemelaar J et al. AIDS 2011, 25:679-689



Ulkemizde HIV-1 subtip ve CRF dagiliminin yillar icindeki goriniimii

2006 2011
Table 3 The HIV genotypes of 27 patients HIV-1 subtip =138 _______

B 75

(enotype Number CRF02_AG 21

F1 17
A : CRF01_AE 8
B 0 CRF03_AB 4
( 1 CRF12 BF 4
) 1 G 3
F )’ A 2
: , — — C 2
One Russian sex worker and one high-risk sexual contact witha = 1
foreign partner. = ;



Antiretroviral ila¢ direncinin 6nemi

« ART ilac direnci testleri
siklikla proteaz ve RT gen
bdlgelerini hedefler.

« Bu bdlgelerin analizi
proteaz inhibitdrleri,
nukleozid RT inhibitorleri
ve nonnukleozid RT
inhibitorleri hakkinda
bilgi verir.

ART: antiretroviral

Dogal gelisen HIV-1 mutant
varyantlar ila¢ direncine yol
acabilir.

Bir cok calisma, hentiz ART tedavisi
baslanmamis (naif) HIV-1 (+)
bireylerde primer ilag direncinin
gelistigini gostermektedir.
Kombine ART tedavisinin HIV-1
infeksiyon morbidite ve
mortalitesinde iyilesme saglamasi,
ilac direncinin yakindan izlenmesi
gerektigini gostermektedir.

Ilac direncinin bulastirilmasi artis
goOsteren bir problemdir. Bu sorun,
ABD de %1-27, Avrupa'da %2-52
oraninda rapor edilmektedir.

Vandamme A. et al. AIDS Rev. 2011,13:77-108.



Neden ila¢ direnci gelisiyor

viral faktorler

HIV'in replikasyon kapasitesi ¢cok yiksek (112 yaklasik 1 giin)

RT enzimi hatali sentez yapiyor ve bunu duzeltemiyor
. -5

I\/Iutasyon Slk|lgl yuksek 3x10 mutasyon/baz/replikasyon siklusu

Rekombinasyon yeteneqi yiksek. En az 6-7 RNA
segmenti proviral DNA sentezine katiliyor.

— Rekombinasyon, ila¢ direncinin hizli yayilmasindaki en guclu
mekanizmadir.



Antiretroviral ilac direnci analizi:
ne zaman?

Primer HIV enfeksiyonunda
Antiretroviral tedavi baslamadan 6nce
HIV (+) gebe kadinlarda

Yenidoganin HIV enfeksiyonunda

Is kazasi sonrasi proflaksi gereksiniminde (kaynagin
HIV (+) oldugu dogrulanmis ise)

Tedavi basarisizliginda



Table 2. Clinically available genotypic drug interpretation systems update

Interpretation Source Levels Access
S‘ys/teem_\
HIVdb v 6.0.10 Experts S/PL/LL/IR/HR http://hivdb.stanford.edu/

Stanford, USA
(20 Jan 2011)

EuResi -
EuResist Network
GEIE

(November 2011)

GenoSure MG V12;
Monogram
Bioscience/LabCorp
(October 2010)

ANRS v 19

(HIV-1 and HIV-2)
France

(July 2010)

HIV-TRePS 1.0
RDI
(2010)

HIV-GRADE 12/2009
Germany
(December 2009)

Rega v 8.0.2
(HIV-1 and HIV-2)
Leuven, Belgium
(16 June 2009)

AntiRetroScan v 2.0
ARCA, ltaly
(10 January 2009)

Virco®TYPE HIV-1
report vpt-LM 4.3.01
Virco

(5 January 2009)

Geno2pheno v 3.0
Arevir, Germany
(December 2008)

Rule-based

Database
(> 6,000 TCE plus
additional features)

Proprietary
computational
algorithm
(>200,000 G/P)

Experts
Rule-based

Database
(> 60,000 TCE plus
additional features)

Experts
Rule-based

Experts
Rule-based

Experts
Rule-based

Database
(> 59,000 G/P
> 8,000 TCE)

Database
(> 1,000 G/P)

—

Quantitative.
probability for
short-term response
with specific drug
combinations

S/RP/R

S/I/R

Quantitative. probability
for short-term response
with specific drug
combinations

S/I/LS/R

S/I/R with drug-GSS
weighting factors

100/75/50/25/0 in %
activity with drug-GSS
weighting factors

Quantitative; lower
clinical cut-off at 20%
loss of response,
upper at 80%

S/I/R
Quantitative

http://www .hiv-grade.de

http://www .euresist.org

http://www.monogramhiv.com

http:/fwww.hivfrenchresistance.org/index.html
http://hivdb stanford .edu/pages/asi/
http://www .hiv-grade.de

http://www.hivrdi.org/treps/

http://www.hiv-grade.de

http://regaweb.med.kuleuven.be/software/rega_algorithm/
http://hivdb .stanford.edu/pages/asi/
http://www.hiv-grade.de

http://www _hivarca.net/includeGenpub/AntiRetroScan.htm

For information: http://www.vircolab.com

http://www.genafor.org
http://www.geno2pheno.org/index.php

Cesitli HIV ilag
direnci
degerlendirme
sistemleri
bulunmaktadir.



Kocaeli Universitesi, Tip Fak.Hast., Merkez Lab. PCR unitesi sonuclari:

Naif hastalarda
HIV-1 ila¢ direnci analiz sonuglari (n=86)

ilag Mutasyon Hasta | Mutasyon
karakteri sayisi | tipi

Proteaz Minor -sessiz- L1OF/V,
e 21 A7T1TIV, M46K,  Tum PI’ lerine duyarl
Inhibitorleri  mutasyonlar Q58E. F53Y
Sreiesz | il ! s nelfinavir (NFV) LR
Inhibitorleri  mutasyonlar
atazanavir/r (ATV/r) LR

. nelfinavir (NFV) LR
Proigz | il ! L101, G73S saquinavir/r (SQV/r) LR
Inhibitorleri  mutasyonlar tipranavir/r (TPV/r) LR
Proteaz Mutasyon
Inhibitorleri  yok 63 - TUm P!’ lerine duyarli

Pl: Protease inhibitors
LR: low resistance



Kocaeli Universitesi, Tip Fak.Hast., Merkez Lab. PCR unitesi sonuclari

Naif hastalarda
HIV -1 ilac¢ direnci analiz sonuglari (n=86)

Durum

Hasta Mutasyon

llag Mutasyon
karakteri sayisl tipi

> AB2V, L74F ~ Tdm NRTI'lere duyarli
Primer direng abacavir (ABC): PLR
NRTI mutasyonu 1 T215D didanosine (DDI): PLR
ir (ABC): LR
- : udine (AZT): IR
stavudine (D4T): IR

NRTI

Primer direng 1 M41L, T215D
mutasyonlari
D L H
tenofovir (TDF): LR

NRTI Mutasyon yok 81 - Tum NRTTI’lere duyarli

PLR: potential low resistance

LR: low resistance
IR:Intermediate resistance



Kocaeli Universitesi, Tip Fak.Hast., Merkez Lab., PCR Unitesi sonuglari:

Naif hastalarda
HIV-1 ila¢ direnci analiz sonuglari (n=86)

llag

NNRTI

NNRTI

NNRTI

NNRTI

NNRTI

NNRTI

Mutasyon
karakteri

Sessiz
mutasyon

Primer direng
mutasyonu

Primer direng
mutasyonlari

Primer direng
mutasyonlari

Primer direng
mutasyonlari

Mutasyon yok

Hasta
sayisl

3)

77

Mutasyon
tipi

K101Q, E138A

K103N

K101E

V179D

E138AKT

PLR: potential low resistance

LR: low resistance

Durum

Tum NNRTI ilaglara duyarl

efavirenz (EFV) HR
nevirapine (NVP) HR

efavirenz (EFV): LR
etravirine (ETR): LR
nevirapine (NVP): IR
rilpivirine (RPV): LR

efavirenz (EFV): PLR
etravirine (ETR): PLR
nevirapine (NVP): PLR
delavirdin (DLV): PLR
efavirenz (EFV): PLR
etravirine (ETR): PLR
nevirapine (NVP): LR
delavirdin (DLV): LR

Tum NNRT/I’lere duyarli



Kocaeli Universitesi, Tip Fak.Hast., Merkez Lab. PCR unitesi sonuclari:

Naif hastalarda dogal gelisen
HIV-1 ilac direnci

Mutasyon orani: Primer ilag direnci:
37/86 (%43) 8/86 (%9)



Avrupa ve Amerika'da naif bireylerde HIV-1 primer ila¢ direnci sikligi

Medscapes www.medscape.com
Study Site = Period Prevalence
USA™ 377 1995-2000 23%
France® 249 1999-2000 10%
Belgium? 93 2000 7.2%
Greece®® 101 2002-2003 9%
UK?®6 2537 1996-2003 14.2%
Europe®” 2208 1996-2002 10%

Source: Lab Med & 20068 American Society for Clinical Pathology




Prevalence of drug resistance in ART-naive persons

i 9%
16% 10% [ oo 7% " y
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05; 2. el al. XV 2l Drug Workshop; June 13-17, 2006; Siiges, Spain. Al
. XV International Dn.lgﬁeslstancawrxkshop June 13-17, 2006; Sitges, Spain. Abstract ‘I!)? 5. LFHIQ 5.
Drug Resistance Workshop; June 13-17, 2006; Silges, Spain. Abstract 98; 7. Bennelt, et al. XV In!
& et al. HIV B, Glasgow 2006, P236; 10. Tebit et al .IAIIJSZQDS-ISMH




Kocaeli Universitesi, Tip Fak.Hast., Merkez Lab. PCR unitesi sonuclari:
Antiretroviral tedavi altindaki hastalarda
HIV-1 ila¢ direnci analiz sonuglari (n=52)

llag Mutasyon Hasta | Mutasyon
karakteri sayisi | tipi

Proteaz
inhibitorleri

Proteaz
inhibitorleri

Proteaz
inhibitorleri

Proteaz
inhibitorleri

Proteaz
inhibitorleri

Minor
mutasyonlar

Minor
mutasyonlar

Minor
mutasyonlar

Maijor
mutasyonlar

Mutasyon
yok

9

27

L10I/V, A7T1T/V, M46K,

Q58E, F53I, G48R

L10V, Q58E

T74S

L241, M46l, 154V, V82A,
K43T, V32, L33F, 147V,

154M, LO9OM

Tam PI’ lerine duyarli

tipranavir/r (TPV/r) LR

nelfinavir (NFV) LR

atazanavir/r (ATV/r) | yada LR
darunavir/r (DRV/r) S ya da IR
fosamprenavir/r (FPV/r) | yada LR
indinavir/r (IDV/r) I/L ya da HR
lopinavir/r (LPV/r) | ya da LR
nelfinavir (NFV) | ya da HR
saquinavir/r (SQV/r) S/llya da HR
tipranavir/r (TPV/r) S ya da LR

Tum PI’ lerine duyarl



Kocaeli Universitesi, Tip Fak.Hast., Merkez Lab. PCR unitesi sonuclari:

Antiretroviral tedavi altindaki hastalarda
HIV -1 ilac direnci analiz sonuglari (n=52)

llag Mutasyon Hasta Mutasyon Durum
karakteri sayisi tipi

NRT i . T69S, V118! Tiim NRTI'lere duyarl
mutasyon

M41L, A62V, K65R, lamivudine (3TC) S ya daHR
D67N. T69D/N abacavir (ABC) PL/L/ IR ya da HR

: : zidovudine (AZT) I/L ya da HR
Primer direnc K70E/R, L74V, V118|’stavudine (DAT) S/l ya da HR

NRTI 16

mutasyonlari M1841/V, didanosine (DDI) S/I/L ya da HR
T215C/D/IIFINISITIY, emtricitabine (FTC) SyadaHR
K219E/K/Q tenofovir (TDF) S/I/PL ya da LR

Tum NRT/I'lere duyarh




Kocaeli Universitesi, Tip Fak.Hast., Merkez Lab. PCR unitesi sonuclari:

Antiretroviral tedavi altindaki hastalarda
HIV -1 ilac direnci analiz sonuglari (n=52)

llag Mutasyon Hasta Mutasyon Durum
karakteri sayisi tipi
Sessiz 5 K101Q, K103R, Tiim NNRT! ilaclara duyarli

NNRTI mutasyon E138A, H221DN

L1001, K101E, K103N, efavirenz (EFV): PL ya da HR
Primer direng 11 V108l, V179E, V106Il, etravirine (ETR): S/PL/L ya da HR
mutasyonlari Y181C, Y188L,G190R, nevirapine (NVP): PL ya da HR

A98G, P225H delavirdin (DLV): PL ya da HR

NNRTI Mutasyon yok 36 - Tum NNRT/I’lere duyarli

NNRTI



Kocaeli Universitesi, Tip Fak.Hast., Merkez Lab. PCR unitesi sonuclari:

Antiretroviral tedavi altindaki hastalarda
HIV-1 ilac direnci 0zeti (n=52)
llag Mutasyon Sessiz llag

saptanan mutasyon direnci
n (%) n(%) n(%)

9 (%17)

NRTI 18 (%35) 2 (%A4)

soplam 38 (%73)  10(%19) 28 (%54)




Kocaeli Universitesi, Enf.Hast.ve Klin.Mikr.
takip edilen hastalarda HIV-1 ilag¢ direnci (n=28)

Mutasyon Sessiz llag

saptanan mutasyon direnci

n (%) n(%) n(%)
minor 8 (%28)
Pl 12 (%42) 3 (%10) major 1 (%4)
toplam (%32)
NRTI 6 (%21) 2 (%7) 4 (%14)

NNRTI 5 (%18) 4 (%14) 1(%4)
oplam 17 (%60) 8 (%28) 6 (%21)




Aslinda HAART da daha fazla ila¢ ve hedef bolge

bulunmaktadir.
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Combination tablets
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- Trizivir 20
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Ozetle

. ilac direnci analizi bir ~ * llag direnci analizi,

«magic bullet» “sihirli diger komponentlerle
degnek” degildir birlikte HIV bakim ve
ancak hastalara tedavi standartinin bir

onemli bir destektir. parcasi olmalidir.



