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Ozet

Kronik hepatit C hastalarinda hepatit C virlis (HCV) genotiplerinin dagiimini belirlemek amaciyla
kronik HCV enfeksiyonu olan 72 hasta calismaya dahil edildi. HCV genotipleri I/1a, II/1b, III/2a
ve IV/2b'nin tespiti icin Okamoto’nun 6nerdidi tip spesifik primerlerle yapilan nested reverse
transcriptase- polimerase chain reaction (RT-PCR) testi kullanildi. Anti-HCV antikorlar pozitif 74
hastanin 62(83.7)'sinde HCV RNA bulundu. HCV RNA pozitif 62 hastada HCV genotiplerinin
prevalansi genotip 1b %82.2, genotip 1a %14.5 ve genotip 2a %3.3 olarak tespit edildi. Sonug
olarak, bélgemizde kronik hepatit C hastalarinda HCV genotip II/1b’'nin % 82.2 oranla en yaygin
genotip oldugu gorildu.
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Summary

THE DISTRIBUTION OF HEPATITIS C VIRUS (HCV) GENOTYPES IN PATIENTS WITH CHRONIC
HEPATITIS C INFECTION

To investigate the distribution of HCV genotypes among patients with chronic hepatitis C, 72
patients with chronic HCV infection were included in this study. HCV genotypes I/1a, II/1b, III/2a
and IV/2b were determined by nested reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR)
with genotype specific primers described by Okamoto. Of 72 patients positive for anti-HCV
antibody, 62(%83.7) were found to have HCV RNA. Among HCV RNA positive 62 patients, the
prevalence of HCV genotypes were detected as 82.2% for genotype 1b, %14.5 for genotype 1a
and %3.3 for 2a. In conclusion, genotype II/1b with a rate of 88.2% was identified the most
common genotype among patients with chronic hepatitis C in our area.
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Girig

Hepatit C virlis (HCV) biitlin diinyada hepatit, siroz ve hepatoselliiler karaciger karsinomanin en
6nemli etkenidir (1,2). HCV, zarfl, tek iplikli, pozitif RNA virlisti olup Flaviviridae ailesinde yer alir.
HCV genomu 9400 baz uzunlugundadir, 5’ ve 3’ uclarinda cok iyi korunan non-coding region’lar
(NCR) bulunur. HCV, diger RNA viriisleri gibi gok kolay genomik degisiklige ugrar. En ylksek
mutasyon orani HCV genomunun E2 bélgesinin amino-terminal ucundaki hypervariable region 1
(HVR1)'de gozlenmistir. Nikleik asit dizi analizine gére HCV'un alti majoér genotipi ve 100°den
fazla subtipi taninmigtir. Farkli genotipler arasinda yaklasik %35 varyasyon bulunur (3,4). Genotip
tayininde Okamoto ve Simmonds’un dnerdidi siniflandirmalar yaygin olarak kullaniimaktadir.
Okamoto siniflandirmasi HCV'un core bdlgesine gére yapilmis olup genotip I-V olmak lizere bes
genotip tanimlanmistir. Bu genotipler HCV'un NS5 bdlgesine goére yapilan Simmonds
siniflandirmasindaki sirasiyla 1a, 1b, 2a, 2b ve 3a genotiplerine karsilik gelmektedir (5,6,7,8). HCV



genotiplerinin tanisi icin HCV'un subgenomik bdlgelerinin (5" NCR, core, E1, NS5) polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile amplifikasyonu ve dizi analizi, restriction fragment length polymorfism
(RFLP), reverse hibridizasyon line prob assay (LIPA), genotip spesifik primerlerle yapilan PCR ve
serolojik genotipleme gibi birgok testler kullaniimaktadir (7,9,10,11). HCV'nin genotiplerinin
cografi bolgelere gore dagiiminda belirgin farkliliklar vardir. Avrupa, Amerika ve Japonya’'da
genotip 1 ve tip 2 en yaygin tiplerdir. Genotip 3 Glineydogu Asya’'da, tip 4 Ortadogu, Misir ve Orta
Afrika’'da, tip 5 Gliney Afrika ve tip 6 Asya’da en sik rastlanan genotiplerdir. Akdeniz llkelerinde
en prevalan genotip 1b olarak bildiriimektedir (4, 8,12,13). Baz arastiricilar HCV genotip 1b ile
enfekte hastalarda siroz ve hepatoselliiler karsinoma gelisme riskinin yiiksek oldugunu ileri
siirmektedir. Ayrica, bircok calismada HCV genotip 1b diger genotiplerle kiyaslandidinda antiviral
tedaviye daha direncli bulunmustur (14,15,16,17).

Bu galisma bolgemizde kronik hepatit C hastalarinda HCV genotiplerinin dagilimini belirlemek
amaciyla planlanmistir.

Gereg ve Yontem

Bu calismada histolojik olarak kronik hepatit tanisi konmus toplam 74 hastaya ait serum
orneklerinde anti-HCV antikorlari ELISA kiti (Murex) ile, HCV RNA varlidi ise nested reverse
transcriptase-polimerarase chain reaction (RT-PCR) testi ile arastinldi. HCV genotipleri I/1a, II/1b,
III/2a ve IV/2b’nin tespiti icin Okamoto’nun dnerdigi genotip spesifik primerler kullanildi (18,19).
Serum orneklerinden RNA'nin ekstraksiyonu igin 400l lizis tamponu (4M guanidinium
isothiocyanate, 25Mm Na-Citrate, %0.5 sarcosyl ve 0.1 M mercaptoethanol) 100ul hasta serumu
ile kanstiriip 60°C'de 1 saat ve bir gece 370C'de inkiibe edildi. Bu karisima 500ul phenol:
chloroform (1:1) ilave edilip vortekslendikten sonra 13.000 g'de 15 dakika santrifiij edildi. Phenol:
chloroform ile ekstraksiyon islemi bir kez daha tekrarlandi. RNA'nin presipitasyonu igin yeni tipe
aktarilan Ust faza esit miktarda soguk izopropil alkol ilave edildi ve 14.000 g'de 15 dakika santrifiij
edildi. Cokelti 1 ml %70’lik soguk etanolde siispanse edildi ve 13.000 g'de 10 dakika santrifiij
edildi. Daha sonra gokelti 50ul TE buffer ile ¢dzild.

Viral RNA'nin cDNA'ya transkripsiyonu icin 5ul RNA 6rnedi, 200uM dNTP, 50pm primer 256, 20U
reverse transcriptase (Promega), 20U riboniikleaz inhibitdr (Promega) ve 1xRT buffer
(Promega)’dan olusan 20yl reaksiyon karisimi hazirlandi ve 43°C'de 1 saat inkiibe edildi. Daha
sonra karisimdaki reverse transcriptase enziminin inaktivasyonu icin érnekler 99°C'de 5 dakika
inkiibe edildi ve sonra +4°C'ye sogutuldu. cDNA'nin amplifikasyonu icin nested PCR yapildi. Birinci
PCR igin cDNA (irlin{ (zerine 2.5U Taq polymerase, 50pm primer 186, 10mM Tris-HCI pH 8.3,
50mM KCI ve 1.5 mM MgCI2 ilave edilerek son voliim 50pl olacak sekilde hazirlandi. Reaksiyon
karisimi, M.J. Research PTC-150 tipi bir thermal cycler'da 40 siklus; her siklus 94°C'de 1 dakika
denatiirasyon, 55°C'de 1 dakika annealing ve 72°C'de 1 dakika elongasyon olmak lizere inkiibe
edildi. Daha sonra 72°C de 8 dk. son elongasyona tabi tutuldu. Ikinci PCR icin 5ul amplifikasyon
Urdinti, 200uM dNTP, 2.5U Taq polymerase, 50pm sense primer 104, her genotip spesifik
primer'den 50pm, 10mM Tris-HCI pH 8.3, 50mM KCI ve 1.5 mM MgCI2'dan olusan toplam 50ullik
karisim 35 siklus, her siklus 94°C'de 1 dakika , 60°C'de 1 dakika ve 72°C de 1.5 dakika olmak
tzere amplifiye edilidi ve daha sonra 72°C de 8 dk’da. son elongasyon yapildi. Amplifikasyon
Urinleri %2'lik agaroz jelinde yapilan elektroforez ile analiz edildi.

Sonuglarla ilgili istatistik islemleri SPSS for Windows paket programinda yapildi. Veriler student-t
testi ile karsilastirildi. P degerinin 0.05'ten kiiclik dederleri anlamli olarak kabul edildi.

Bulgular

Calismaya dahil edilen toplam 74 kronik hepatit C hastasinin 53 (%72)'0 erkek ve 21'i (%28)
kadin idi. Anti-HCV antikorlan pozitif olan 74 hastanin 62 (%83.7)'sinde HCV RNA varlidi tespit
edildi. HCV RNA pozitif bulunan 62 hastanin 51‘inde (%82.2) HCV genotip 1b, 9'unda (%14.5)
genotip 1a ve 2'sinde (%3.3) genotip 2a tespit edildi (Tablo 1).

HCV genotip 1b ile enfekte olan ve olmayan vakalarin yas ortalamasi, cinsiyet dagilimi, ALT ve
AST ortalamalan arasinda fark bulunmadi (p < 0.05).



Tartisma

HCV, viral hepatitin major sebebidir. HCV enfeksiyonlarinin cou asemptomatik seyreder, ancak
vakalarin yaklasik %85‘inde kronik hepatit gelisir ve bu hastalarin da yaklasik %20’sinde siroz
gorilir. Sirozlu hastalarda hepatoselliiler karsinoma gelisme riski her yil icin %1.5 olarak
bildirilmektedir (1,2,20). HCV ile enfekte hastalarda kronik enfeksiyon gelismesinde rol alan konak
ve viral faktorler olarak hastanin yasi, hastaligin siiresi, alkol kullanimi, karacigerin histolojik
ozelligi, diger hepatit virlisleri ile ko-enfeksiyon, viriisiin bulasma yolu ve viral yiik yani sira
HCV'un genetik degiskenligi de hastaligin progresyonunu etkiler géziikmektedir (21,22). HCV'un
himoral ve selliiler immiin cevaba yonelik proteinleri kodlayan gen bélgelerinin mutasyona
ugramasi immiin sistemden kagmasina sebep olabilir (2). Buna karsilik HCV genotiplerinin klinik
Oonemi halen tartismalidir (23,24). Dider taraftan, HCV genotipi interferon tedavisine cevabin
bagimsiz prediktérii olarak kabul edilmektedir (25,26). Interferon ile interferon ve ribavirin
kombinasyon tedavisinin farkli HCV genotipleri ile iliskisini arastiran calismalar HCV genotip 1b
ile enfekte hastalarda diger genotiplerle enfekte olanlara gore anti-viral tedaviye kalici cevap
oraninin daha diisiik oldugunu géstermistir (26,27,28). Genotip 1b enfeksiyonu olan hastalarda
uzun sureli (12 ay) ve yiiksek dozda uygulanan tedavi ile daha yliksek oranda kalici cevap elde
edilmektedir (28,29). Ayrica kombinasyon tedavisinde kalici cevap orani tek basina interferon
tedavisine gore daha yiiksektir (26). Bu sebeple HCV genotip tayini tedaviye cevabin
degerlendirilmesinde ve tedavi rejimini belirlemede faydali olabilir (26,27,30,31,32). Ulkemizde
HCV genotiplerinin prevalansi ile ilgili galismalardan Ankara’dan Tuncer ve ark. (33) HCV
enfeksiyonu olan toplam 58 hastanin %72'sinin genotip 1b, %21’inin tip 1a, %5'inin tip 2 ve
%2'sinin tip 4 ile enfekte oldugunu bildirirken, Uzunalimoglu ve ark. (34) ise 39 hastanin
%87’'sinde genotip 1b, %5'inde tip 1a ve %8’inde tip 4 bulmuslardir. Yine Ankara’dan Hizel ve
ark. (35) HCV ile enfekte 24 hastada HCV genotiplerinin dagilimini hastalarin %70.5'inde genotip
1b, %8.4'linde tip 1a, %8’inde 4c/4d, %4.3'lnde 1b/4a, %4.3'linde 1b/4c/4d ve %4.3'linde tip
3a olarak tespit etmislerdir. Istanbul’dan Tiirkoglu ve ark.(36)'nin calismasinda toplam 239
hepatit C hastasinda genotip 1b %70, tip 1a %5.8, tip 2a %3.7, tip 3a %4, tip 4 %2.5 ve karigik
enfeksiyon %5 oranlarinda tespit edilirken hastalarin %9’unda HCV genotipi siniflandirilamamistir.
izmir'den Abacioglu ve ark. (37) yaptiklari calismada 26 hepatit C hastasinin %85'inde tip 1b,
%12'sinde tip 1a ve %3'linde tip 4 oldugunu bildirmislerdir. Diyarbakir'dan Yalgin ve ark. (38)
toplam 50 kronik hepatit C hastasinin 28‘inde HCV RNA pozitif bulmuslar ve bu hastalarin da
tamaminin (%100) HCV genotip 1b ile enfekte oldugu bildirmislerdir. Bu bulgular Glkemizde gesitli
bolgelerdeki hepatit C hastalarinda goriilen baskin HCV genotipinin 1b oldugunu gostermektedir.
Calismamizda kronik HCV enfeksiyonu olan toplam 62 hastanin 51 (%82.2)'inde HCV genotip 1b,
9(%14.5)’'unda genotip 1a ve 2 (%3.3)'sinde genotip 2a pozitifligi bulundu. Bu bulgu lilkemizdeki
diger arastirmacilarin sonuglari ile uyumludur. Avrupa’da yapilan benzer calismalardan
Almanya’dan Ross ve ark. (39) toplam 395 kronik hepatit C hastasinin %44.5'inin genotip 1b ve
%36.2’sinin genotip 1a ile enfekte oldugunu, Italya’dan Giannini ve ark. (40) ise hepatit C
enfeksiyonu olan 213 hastada en ¢ok goriilen genotipin %54 oranla tip 1b oldugunu
bildirmektedir.

Calismamizda hastalarin yas, cinsiyet, serum ALT ve AST diizeyleri HCV genotip 1b ve diger
genotiplerle enfekte olan gruplar arasinda karsilastirildiinda énemli bir farklilik géstermedigi
tespit edildi (Tablo 1).

Sonug olarak bdlgemizde hepatit C hastalarinda HCV genotip II/1b'nin %82.2 oranla en yaygin
genotip oldudu bulunmustur.
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