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OZET

Viral hepatitler gerek diinyada gerekse Tirkiye'de en 6nemli karaciger hastaliklarindan biridir. Hepatit C Virisi (HCV)'nln genotip
tayini antiviral tedavinin segiminde ve klinik stirecin takibinde 6nemlidir. Bu virislin en az alti major tipi arasindan, kéti prognozla
iliskili tip1b Tirkiye’'de en yuksek prevelansa sahiptir. Calismada, Konya bdlgesindeki anti-HCV pozitif olan ve HCV-RNA (Hepatit C
Virus RNA)’s1 pozitif bulunan 80 olgudaki genotip dagiliminin saptanmasi amaglanmistir. Calisma, Meram Tip Fakultesi Merkez
Mikrobiyoloji Laboratuvari Molekiler Mikrobiyoloji Bolimi’'nde yapildi. Kan drnekleri Mart 2003-Mart 2004 déneminde toplanmigti.
Anti-HCV ve HCV-RNA pozitif olan 80 kan 6rneginde HCV genotip tayini ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Perkin Elmer, ABD)
aygiti kullanilarak yapildi. Genotiplemesi yapilan tim HCV RNA’larin tamami (%100) genotip 1b olarak bulundu.

SUMMARY

Viral hepatitis is one of the most important liver diseases in Turkey and in the world. Identifying hepatitis C virus (HCV) genotypes
has become increasingly important in determining the clinical course and managing antiviral therapy. Among the at least six major
identified genotypes of HCV, genotype 1b, the one associated with a poorer prognosis, is the most prevalent in Turkey. The aim of
the present study was to investigate the genotypes of HCV in anti-HCV and HCV-RNA positive patients in the Konya Region of
Turkey. The study was performed in the Molecular Microbiology Unit of Microbiology Laboratory, Meram Medical School, Konya.
The blood samples had been collected in the March 2003-March 2004 period. The HCV genotypes of 80 blood samples positive for
anti-HCV and HCV-RNA were determined by ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Perkin Elmer, USA). All of the HCV RNAs
genotyped was of genotype 1b (100%).

GiRiS hepatit infeksiyonlarinin %20’sinde, kronik hepatitlerin ise
%70’'inde etken HCV'dir (1-3). Akut hepatit C infeksiyonla-
rinin %70-90 oraninda kroniklesmesi ve gogunlukla asemp-

tomatik seyir géstermesi en énemli problemdir (1, 4).

Hepatit C virlisi (HCV) biitin dinyada hepatit, siroz ve
karaciger kanserinin en 6nemli etkenidir (1). Bu virls,
Flaviviridae ailesi iginde yer alan, zarfli tek iplikli bir RNA

virisudur. Dlnya genelinde yaklagik 170-300 milyon in-
sanin HCV ile infekte oldugu tahmin edilmektedir. Akut

Kroniklesmede virtisiin hizli replikasyon gdstermesi ve
bu replikasyon sirasinda ortaya ¢ikan RNA transkripsi-
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yonundaki hatalar énemli rol oynar (2, 4). Hepatit C viri-
stiniin ginlik Gretim hizi 10"°-10" viriondur ve virlsiin
yari dmru iki-Ug saattir (1, 3, 5). Virts diger RNA virUsleri
gibi cok kolay genomik degisiklige ugrar. En ylksek mu-
tasyon orani HCV genomunun E2 bdlgesinin amino-
terminal ucundaki hypervariable region 1 (HVR1)'de goz-
lenmistir (5). Replikasyon sirasinda olusan hatalar sonu-
cu, kronik hepatit C’li hastalarda HCV’nin farkli genetik
sekanslar (quasispecies) ile heterojen bir topluluk olusur
(1). Hepatit C virGsinun farkh genetik sekanslari ve
mutant HCV’ler etkenin konagin immun sisteminden ka-
¢isina izin verdigine inaniimaktadir (5).

Kronik hepatit C gelisen olgularda interferon ve ribavirin
kombinasyonu kullaniimaktadir (3). Bu olgularda tedavi-
ye yanit ve hastaligin ilerlemesi ile HCV genotipi arasin-
da dogrudan bir iligki vardir (1, 5). Nikleik asit dizi anali-
zine goére, HCV’nin en az 6 major genotipi ve 100 den
fazla subtipi oldugu saptanmistir. Farkli genotipler ara-
sinda yaklasik %35 varyasyon bulunur (6, 7). Bunlardan
bazilari 1a, 1b, 2a, 2b, 3a tim dinyada yaygin sekilde
gorulurken, digerleri (genotip 4, 5, 6) sadece bazi bélge-
lerde gorilir (5).

Turkiye’de HCV infeksiyonlu olgularda degisik gruplarin
yapmis oldugu calismalar sonucu en sik genotip 1b bu-
lunmustur (8-16). Genotip 1b tim genotipler arasinda
tedaviye en fazla direng gosteren ve tedaviye yanit agi-
sindan en kotu olan grubu temsil etmektedir (5).
Genotiplerle ilgili yapilan birgok ¢alisma sonuglarina gé-
re belli genotiplerin hastaligin klinik gidisi ve tedavisi ile
ilgili farkhliklar icerdigi séylenmektedir (5, 17, 18).

Bu calisma, Konya bdlgesindeki HCV genotip profilini
belirleyerek, tedaviye direngli genotip-lerde, yeni tedavi
semalarinin diizenlenmesi ve bdlgedeki HCV infeksiyon-
larinin molekiler epidemiyolojisini belirlemek amaciyla
yapilmigtir.

GEREG VE YONTEM

Serum orneklerinin toplanmasi: Calisma, Mart 2003-
Mart 2004 dénemleri arasinda anti-HCV pozitif kigilerden
alinan serum oOrneklerinden yapildi. Anti-HCV pozitif kigi-
lerden steril kogullarda alinan venéz kandan serum ay-
rildi ve galisma gliniine kadar -65° C’de saklandi.

HCV RNA’nin (Hepatit C virus RNA’s1) eldesi ve Real-
Time PCR’da gosterilmesi: Anti-HCV pozitif serum oOr-
neklerinde HCV RNA'yi elde etmek igin RNA ekstraksiyon
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kiti (Invisorb, Instant Spin DNA/RNA Virus Mini Kit, Al-
manya) kullanildi. Ornek serumlarindan elde edilen HCV
RNA’nin viral yik tayini Tag Man (Roboscreen-Almanya)
prosediriine goére Real-Time PCR teknigi kullanilarak
arastinildi. Hazirlanan PCR karisiminda viral yuk tayini igin
Real-Time cihazi ABI PRISM 7700 Sequence Detector
cihazi kullanildi. Calismada 60° C’de 60 dakikalik tek bir
dongliden sonra 95° C'de 10 dakika, 95° C’de 15 saniye
ve 60° C’de 1 dakika olmak Uzere 45 kez déngu yapildi.

Ornek serumlarindan elde edilen HCV RNA’dan cDNA
eldesi: Serumda HCV RNA pozitif 80 serum 6rneginden
revers transkriptaz (RT) yolu ile cDNA elde etmek icin Taq
Man Reverse Transcription Reagents (Roche, ABD) kit
kullanildi. Her bir 6rnek igin HCV RNA pozitif serum or-
neklerinden elde edilen RNA Urtnlerinden 15 pl alinarak
(TagMan RT buffer 5 pl, 25 mM MgCl;, 2 mM dNTP,
Random Hexomer 2.5 ul, RNAaz Inhibitéri 3
multiscribe 1.25 pl ve distile su) toplam volim 50 pl olacak
sekilde cDNA karisimi hazirlandi. Karisim daha sonra
Gene Amp 9700 PCR (Applied Biosystems, ABD) cihazi
ile 25° C'de 10 dakika, 48° C’de 60 dakika ve 95° C'de 5
dakika bekletilerek cDNA elde edildi.

cDNA’nin PCR yontemi ile gogaltilmasi: Calismada he-
def boélge olarak 5’ non-coding region boélgesinden geno-
tiplendirme yapildi. Bunun igin kendi tasarimimiz olan
primerler ve PCR protokolii uygulandi. HCV RNA’lardan
elde edilen cDNA’lar daha sonra PCR yontemi ile ¢ogaltil-
di. Her bir 6rnek igin 4ul ANTP (2 mM) Mix, 25 mM MgCl,,
5 pyl 10X PCR buffer, 25 pmol P11 primer (5-
AGGTCTCGTAGACCGTGCACCATGAGCAC-3’), 25 pmol
P13 primer (5-CTGTGAGGAACTACTGTCTT-3'), 5 U/ml
Taq polimeraz ve elde edilen cDNA'dan 5pul eklenerek
PCR karigimi distile su ile 50 yl'ye tamamlandi. Karigim
daha sonra PCR cihazinda 94°C’de 5 dakika bekletildik-
ten sonra bir siklusu 94° C’de 1 dakika, 55° C'de 1 dakika
ve 72° C'de 2 dakika olmak Uzere toplam 35 siklus yapilip
72° C'de 7 dakika inkiibasyon yapildi. Daha sonra elde
edilen PCR Urliininden 5 pl alinarak ayni protokol bir kez
daha uygulanip ¢ogdaltma islemi bir kez daha tekrarlandi.

Cogaltilan cDNA’nin jel elektroforezde go6zlenmesi:
PCR sonrasi ¢ogaltilan cDNA’nin varliginin gésterilmesi
amaci ile jel elektroforez yapildi. Her bir PCR Urini
cDNA'dan 5 pl alinip 2 yl Loading Dye ile karigtirildi. Daha
sonra %2’lik jelde kuyucuklara yiklendi. PCR Urunleri jel-
de 100 V'da 15 dakika yuritildi. Sure sonunda DNA
banti gorilen érnekler purifikasyon agsamasina alindi.
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cDNA’'nin Cycle Sekans oncesi purifikasyonu ve
Cycle Sekans asamasi: Cogaltilan cDNA cycle sekans
oncesi purifikasyona tabii tutuldu. Purifikasyon icin
Invisorb Spin PCRapid Kiti (Invitek, Almanya) kullanildi.
Purifikasyon urlnlerinin cycle sekans igin BigDye Termi-
nator v3.1 Cycle Sequencing Kiti (Applied Biosystems,
ABD) kullanildi. Her bir érnek icin 8 ul Ready Reaksiyon
miks, 1 pmol P13 forward primer ve purifikasyon 6érnegin-
den 4 pl eklenerek toplam voliim 20 pl olacak sekilde steril
distile su ile tamamlandi. Karisima daha sonra PCR cihazi
ile 96° C'de 10 saniye, 50° C’de 5 saniye ve 60° C'de 4
dakika olmak tzere toplam 25 siklus yapildi.

Cycle Sekans sonrasi purifikasyon ve sekans agamasi:
Cycle Sekans sonrasi PCR urtinini temizlemek igin yeni-
den purifikasyon iglemine alindi. Bu agsamada sodyum
asetat (NaAc) kullanildi. PCR Griint Gzerine 2 pl (pH: 4.6)
NaAc ve 50 pl %95'lik etilalkol (ETOH)'den eklendi. Buz
Uzerinde 15 dakika inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
13.000 rpm’'de 20 dak. santrifilj edildi. Ust sivi gekildi ve
Uzerine 250 pl %70’lik ETOH eklenip kanistirildi. Karisim
13.000 rpm’de 5 dak. santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi Ust
sivi tamamen atilarak tlp oda isisinda kurumaya birakildi.

Cilt 21, Sayi 4, Ekim 2007

fyice kuruyan érnekler (izerine 20 ul formamit eklenerek
vortekslendi. Ornekler dizi analizi icin 95° C'de 5 dakika
denatire edilip hemen buza alindi. Buzda 1-2 dak. bekle-
tilen ornekler ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Perkin
Elmer, ABD) cihazinda kapiller elektroforez yapilarak 36
dakika yOrGtuldi. Sire sonunda olugan DNA dizini
Molecular Evolution Genetics Analysis 2.1 (MEGA 2.1)
bilgisayar programi kullanilarak DNA dizilerinin genotip
tayini yapildi ve filogenetik aga¢ olusturuldu. Tiplendirme-
de referans olarak #AF021904-type1a, #AF055302-type1a,
#784240-type1b, #AF021902-type1b, #AF056630-type2a,
#D31605-type2a, #AF057148-type2b, #D10077-type2b,
#AJ006318-type3a, #L28058-typed, #AY766519-5a ve
#L29585-typeS5 genotip dizileri  kullanildi.  Sonuglar
http://hcv.lanl.gov/content/hcv-db/BASIC_BLAST/basic_

blast.html adresinden HCV-BLAST programi ile dogrulandi.

BULGULAR

Anti-HCV ve HCV-RNA'’s! pozitif olan 80 olgunun, DNA
dizini MEGA 2.1 bilgisayar programi kullanilarak deger-
lendirildi ve filogenetik aga¢ olusturuldu (Sekil 1 ve 2).
Degerlendirme sonucu olgularin tamami (%100 ) genotip
1b bulundu.

177



Ural ve ark.

33

32

31

30

29

28

27

26

=24

23

21

19

18

17

16

15

1a

13

AFOZ21902-typelb

AFO21904-typela

zZ84240-typel1b

a

[S3

7

20

AFO55302-typela

L280S8-ty ped

l— AY 766519-5a
I— L2O585 -ty peS

AFO57148-ty pez2b

AJOO6318-ty pel3a

AFO56630-type2a

T D31605-type2a

L D10077-type2b

0,01

Sekil 1. Anti-HCV ve HCV-RNA's! pozitif olan 1-40 olgunun filogenetik agactaki gériinimleri
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TARTISMA

Hepatit C virlsu ile infekte hastalarda kronik infeksiyon
gelismesinde rol oynayan konak ve viral faktorler vardir.
Bunlar hastanin yagl, hastaligin siresi, alkol kullanimi,
karacigerin histolojik 6zelligi, diger hepatit virusleri ile ko-
infeksiyon, virusun bulasma yolu, viral yik ve HCV’nin
genotipik degiskenligidir (1, 2, 4, 5).

Hepatit C virlisindn hiicresel ve sivisal immun yanita
yonelik, protein kodlayan gen bdlgesindeki mutasyonlar
immun sistemden kagmasinda énemli rol oynar (5). Bu-
na karsin HCV genotiplerinin klinik 6nemi halen tartisma-
lidir (1, 5). Diger taraftan, HCV genotipinin, interferon
tedavisine yaniti etkileyen bagimsiz bir faktor oldugu ka-
bul edilmektedir (5). Bu nedenle, kronik HCV’li olgularda
genotipin arastiriimasi, tedaviye yaniti ve tedavi suresini
belirlemede 6nemlidir (3, 4).

Hepatit C virlisti genotiplerinin diinya cografyasindaki da-
gihmi arastinimistir. Kuzey Amerika, Giiney Amerika ve
Avrupa’da genotip 1a,1b, 2a ve 2b; Japonya, Kore, Tayvan
ve Cin’'in bazi bolgelerinde 1b, 2a ve 2b; Tayland, Singa-
pur ve Giney Dogu Asya'da tip 3; Kuzey Afrika ve Orta
Doguda tip 4; Gliney Afrika’da tip5 daha siktir (2, 5, 6).

Turkiye'de hepatit C’li olgularda genotip dagilimi ile ilgili
calismalardan Abacioglu ve ark. (8)nin 1995 yilinda
yaptidi calismada; 89 olguda HCV genotipleri arastiril-
mis olgularin %75.3’Unde tip 1b, %19.1’inde tip 1a, %3.4
tip 2 ve % 2.2’sinde de tip 4 saptanmistir. S6nmez ve
ark. (14) 1996 yilinda revers transkriptaz polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) ile 80 olguda HCV genotip dagili-
mini incelemigler, olgularin %69.5’inde tip 1b, %5.1'inde
tip 1a bulmuslar ve %25’inde de tip saptayamamislardir.
Tuncer ve ark. (19) 1996°da Chiron RIBA 2 assay ile 58
olguda yaptiklari arastirmada; %72 tip 1b, %21 tip 1a,
%5 tip 2 ve %2 tip 4 bulmustur. Akpinar ve ark. (9)
1998'de RT-PCR ile 86 olguda HCV genotip dagilimini
%81.5 tip 1b, %14.8 tip 1a, %3.7 tip 4 bulurken, Kendal
ve ark. (13) 1999 da Nested PCR ile 28 olgunun tama-
minda %100 tip1b, Tlrkoglu ve ark. (20) ise ayni yil yine
Nested PCR ile 239 olguda HCV genotiplerini %70 tip
1b, %5.8 tip 1a, %3.7 tip 2a, %4 tip 3a, %2.5 tip 4 bul-
mus, %9 olguda genotip saptamasi yapamamislardir.

Revers transkriptoz-PCR teknigi kullanilarak yapilan di-
ger calismalarda, Yarkin ve ark. (15) 2000 yilinda 72 ol-
guda yaptiklari arastirmada %82.2 tip 1b, %14.5 tip 1a,
%3.3 tip 2a bulurken; Erensoy ve ark. (12) 2002 yilinda
45 olguda %66.7 tip 1b ve %33.3 tip 1a; Yildiz ve ark.
(16) 2002 yilinda 79 olguda %91 tip 1b, %6.1 tip
1a,%1.5 tip 2a, %1.5 tip 4c; Bozdayi ve ark. (11) 2003
yllinda 36 olguda %77.8 tip 1b, %22.2 tip 1a; Aslan ve
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ark. (10) 2004 yilinda 39 olguda %89.8 tip 1b, %10.2 tip
1a genotip dagihmi bulmuslardir.

Turkiye'de yapilan calismalarda HCV genotipleri iginde
genotip 1b %66.7-100 arasinda olup birinci siklikla gorul-
mektedir. Ikinci siklikla gésterilen genotip ise %5.8-33.3
oranindaki genotip 1a’dir. Daha az siklikla genotip 2a, 3a,
4, 4c bildirilmistir (8-16). Gorulduga gibi, Tirkiye'de
genotip 1 HCV'li olgularin %81-96.7’sinde saptanmistir.

Bu galismada 80 olgunun tamaminda (%100) genotip 1b
bulunmustur. Calismada, bdlgede en sik gézlenen HCV-
RNA genotipi, Turkiye’de en sik gorulen tip olan 1b’dir.

Turkiye’de yaygin olarak gortilen HCV tip 1b virslerinin
Turkiye'de yakin bir gegmiste (olasilikla 1920-1930 yillari
arasinda) girmis olabilecegi ve steril olmayan igneler kul-
lanilarak yapilan injeksiyonlarin bu viristn yayilimina
katkida bulunabilecegi bir hipotez olarak 6ne surilmuis-
tur. Bu hipotezin devami olarak, tek kullanimlik enjektor-
lerin kullaniimasi ve verici kanlarinin HCV yéniinden ta-
ranmaya baslanmasi ile birlikte tip 1 infeksiyonunun sik-
g1 giderek azalmaya baslayacagdi ve tip 1 disi HCV
infeksiyonlarinda (6rnegin tip 3) bir artis olabilecegi ileri
surdlmdastdr (8).

Kronik HCV'li olgularda, genotip tedaviye yaniti etkileyen
en 6nemli parametredir. Hepatit C virlisi genotip 1’li ol-
gularda basari orani diger genotiplere gore gerek IFN
monoterapisinde gerekse IFN-Alfa + ribavirin tedavisinde
daha dusuktar, bu olgularda 12 ay sure ile tedavi 6neril-
mektedir (3). Genotip 2 ve 3 IFN tedavisine daha duyar-
hidir (5). Kronik hepatit C tedavisinde kullanilan Pegilated
interferon (PEG-INF) + Ribavirin kombinasyonu genotip
1 disi olgularda, genotip 1’e gore daha basarihdir (21).
Tarkiye’de kronik HCV’li olgularin blyik ¢ogunlugunun
%66.7-100 genotip 1b olmasi tedaviye yanitin dusuk
olacagini, tedavi slresinin 12 aydan kisa olmamasi ve
ribavirin dozunun da 1000-1200 mg/gin’den az olma-
masi gerektigini gostermektedir.

Konya bélgesinde HCV genotiplerinin tamaminin genotip
1b ¢ikmasi, kronik HCV olgularinda bdlge igin genotip
saptanmasinin fiyat-etkinlik bakimindan uygun olmadigi
sdylenebilir. Caligsmadaki olgu sayisinin az olmasi ve
Ulke genelini temsil etmemesi nedeniyle kesin sonuca
varmak mimkun degildir. Turkiye'de yapilan ¢alismalar-
da HCV genotipleri igcinde genotip 1b %66.7-100 arasin-
da olup, kronik HCV infeksiyonunda genotip bakilmasi-
nin fiyat etkin oldugu gorulir. Bununla beraber, Turki-
ye’de tim bdélgeleri yansitacak, genis katilmli, standart
bir ydntemle yapilacak, ¢ok merkezli ¢alismalarla daha
dogru sonuglara ulagilabilecegi distinilmektedir.
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