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OZET

Hemodiyaliz (HD) hastalart ve renal transplant (RT) alicilari, hepatit C viriisii (HCV) infeksiyonu acisindan yiik-
sek riskli hastalardir. HCV genotipleri, HD hastalart ve RT alicilarinda bélgesel farkliliklart yansitan heterojen bir
dagilim gésterir. Bu ¢alismada, bélgemizdeki anti-HCV pozitif HD hastalarinda ve RT alicilarinda HCV genotipleri-
ni tespit etmeyi, molekiiler epidemiyolojik arastirmalara 151k tutmayt amacladik. Calismaya 23 HD hastasi, sekiz
RT alicist olmak tizere toplam 31 hasta alindi. Toplam 14 (%45.1) hastada HCV-RNA pozitif bulundu. HD hastala-
riun sekizinde, RT alicilarinin altisinda HCV-RNA pozitifti. HCV genotipleri, nested polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile elde edilen ikinci PCR iiriiniiniin reamplifikasyonu sonrast “Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP)” analizi ile tespit edildi. HCV-RNA pozitif olan HD hastalarinin 2 (%25)’sinde, RT alictlarinin 1 (%16.7)’in-
de genotip l1a bulundu. HD hastalarinin 6 (%75) sinda genotip 1b saptanirken, RT alicilarinin 5 (%83.3)’inde geno-
tip 1b saptandi. HD hastalart ve RT alicilarinda HCV genotip dagilimi acisindan anlamli bir farklilik gézlenmedi
(p> 0.05). Sonuc olarak, bélgemizde son dénem bobrek yetmezligi nedeniyle izlenen anti-HCV pozitif HD hastala-
rt ve RT alicilarinda en sik HCV genotipi olarak genotip 1b’yi saptadik. Bu bulgu, yurdumuzda aynt hasta grupla-
rinda yapilan az sayidaki ¢alisma ile paraleldir. Calismamizin sonucu, bolgemizde RT aday! olan HD hastalarinin,
transplantasyon oncesi dénemde takip ve tedavilerinde yol gosterici olabilir.

Anahtar Kelimeler: HCV, hemodiyaliz, renal transplant, genotip, RFLP.

SUMMARY

Hepatitis C Virus Genotyping by Using Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) in
Anti-HCV Positive Hemodialysis Patients and Renal Transplant Recipients

Hemodialysis (HD) patients and renal transplant (RT) recipients are under high risk for hepatitis C virus (HCV) in-
fection. HCV genotype is distributed heterogeneously reflecting the regional differences among HD and RT recipi-
ents. In this study, we aimed to determine the HCV genotype among anti-HCV positive HD and RT recipients and
summarize our datas which can be usefull for molecular epidemiological studies. A total of 31 patients -23 HD and
eight RT recipients- were enrolled. Fourteen (45.1%) patients were positive for HCV-RNA. Eight of HD patients and
six of RT recipients were HCV-RNA positive. The HCV genotypes were detected by Restriction Fragment Length Poly-
morphism (RFLP) analysis following reamplification of the second polimerase chain reaction (PCR) product ext-
racted by nested PCR. Genotype la was found at 2 (25%) of HD and 1 (16.7%) of RT recipients. Genotype 1b was
found at 6 (75%) of HD and 5 (83.3%) of RT recipients. The difference for distribution of HCV genotype between
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HD and RT recipients was not significant statistically (p> 0.05). In conclusion, the most common HCV genotype
among anti-HCV positive HD patients and RT recipients who are followed-up for end-stage renal disease in our re-
gion is genotype 1b. This finding is positively correlated with the results of the few studies which have been perfor-
med at similar populations in our country. Our results may guide for the follow-up and treatment of HD patients
who are candidates for RT during the pre-transplantation period in our region.

Key Words: HCV, hemodialysis, renal transplant, genotype, RFLP.

GIRIS

Hepatit C virtisti (HCV) infeksiyonu tiim diinyada
yaygin, 6énemli bir saglik sorunudur. Diinya Saglik
Orgiitii (DSO), diinya niifusunun %3’{iniin yani
170 milyon insanin HCV ile kronik olarak infekte
oldugunu tahmin etmektedir (1-3). HCV, Flaviviri-
dae ailesinden, kiiciik bir RNA viriisiidir. Hepaci-
virus genusunun tek tyesidir (4,5). Yaklasik 9.6
kilobaz uzunlugunda tek sarmalli RNA genomuna
sahiptir (6). HCV’nin alt1 genotipi ve 100’den faz-
la subtipi bulunur. Bugiin icin esas olan “Il. Ulus-
lararas1 HCV ve iliskili Viriisler Konferansi”nda
tizerinde konsensus olusan Simmonds’un geno-
tiplendirmesidir (7,8). HCV genotip adi verilen
major genetik gruplar niikleotid zincirlerinin ben-
zerligine gore siiflandirilir. Bazi tipler icinde da-
ha yakin olarak iliskili HCV suslari subtip olarak
adlandirilir. Genotipler 1'den 6’ya kadar arap ra-
kamlariyla, subtipler ise a, b, c gibi kiiciik harfler-
le gosterilir. Bunlarin disinda HCV ile infekte bi-
reylerde siirekli devam eden mutasyonlar sonucu
“quasispecies (tiiriimsii)” kiiciik genomik farkli-
liklar1 olan HCV alt gruplar1 da gelisir (9).

HCV’ye bagh kronik karaciger hastaligi, diyaliz
veya transplantasyonla tedavi edilen son donem
bobrek yetmezligi olan hastalarda 6nemli morbi-
dite ve mortalite nedenidir (10). Bu hastalar, ge-
nel popiilasyonla kiyaslandiginda HCV infeksiyo-
nu acisindan yiiksek risk grubunu olusturur (11).
Ayrica, hastanede hemodiyaliz (HD) programina
alinan hastalar, siirekli ayaktan periton diyalizi
veya evde HD uygulanan hastalardan daha yiik-
sek infeksiyon oranlarina sahiptir. Hastalar ara-
sinda nozokomiyal bulasi destekleyen bulgulara
ragmen, diyaliz initesinde HCV bulasinin kesin
yolu bilinmemektedir (12). Kan transfiizyonlari,
HD ve infekte donérden alinan bdbrek olasi infek-
siyon kaynagi olarak gosterilmektedir.

Son donem bobrek yetmezligi olan hastalarda
HCV’nin spontan klerensi nadirdir. Bu hastalarda
kronik HCV’nin klinik sonuclari, minimal hepatik
patolojinin oldugu tasiyicilik durumuyla, kronik
aktif hepatit ve siroz arasinda degismektedir. Ka-
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raciger hastaliginin patogenezinde viral faktorle-
rin yani sira immiinsiipresyon gibi konak faktor-
lerinin de rolii bulunmaktadir (13).

HD hastalar1 ve renal transplant (RT) alicilarinda
HCV genotip dagiliminin saptanmasi, optimal te-
davi yaklasimlarinin belirlenmesinde Onemlidir.
Bunun yani sira anti-HCV pozitif donorden, anti-
HCV pozitif aliciya yapilan bébrek transplantasyo-
nu beraberinde farkli HCV genotipiyle siiperinfek-
siyon gelisme riskini getirir. Bu durumda da HCV
genotiplerinin saptanmasi yararhdir (14). Nozoko-
miyal bulas olabileceginden infeksiyon kaynaginin
saptanmasinda genotip analizi kullanilabilir.

Bursa bolgesinde daha 6nce HCV genotiplendir-
mesi yapilmamistir. Bu nedenle biz bu calismada;
bolgemizdeki anti-HCV pozitif HD hastalar1 ve RT
alicilarinda HCV genotiplerini tespit etmeyi, mo-
lekiiler epidemiyolojik arastirmalara 1sik tutmayi,
tani ve tedavi yaklasimlarinin daha dogru planla-
nabilmesine katkida bulunmay1 amacladik.

MATERYAL ve METOD

Calisma grubu, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi,
Nefroloji Bilim Dali Hemodiyaliz Unitesi’nde kro-
nik intermittant HD programinda olan 23 hasta ile
Nefroloji Poliklinigi'nde takibe alinan RT yapilmis
sekiz hastadan olusturuldu.

Hastalarla ilgili bilgiler (yas, cinsiyet, HD ve RT
siiresi, kan transfiizyonu ve sayisi) hastalara ait
hastane dosya kayitlarindan edinildi.

HCV-RNA, nested polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile saptandi. RNA, 100 pL serumdan tek ba-
samakli guanidyum tiyosiyanat fenol kloroform
ekstraksiyon yontemiyle saflagtirildi. HCV geno-
munun 5’ UTR dizisinden secilen primerler (Ou-
ter sense 5-CTG TGA GGA ACT ACT GTC TT-3’;
Outer antisense 5-ATA CTC GAG GTG CAC GGT
CTA CGA GAC CT-3’; inner sense 5-TTC ACG CAG
AAA GCG TCT AG-3’, inner antisense 5-CAC TCT
CGA GCA CCC TAT CAG GCA GT-3") ile RNA'nin
ters transkripsiyonu ve nested-PCR ile DNA'nin
amplifikasyonu gerceklestirildi (birinci basamak-
ta reaksiyon tiipleri 42°C’de 30 dakika inkiibe
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edildi ve daha sonra ikinci basamakta da uygulanan
94°C’de bir dakika, 50°C’de bir dakika, 68°C’de ii¢
dakika ve son dongiide 68°C’de on dakika ile cogal-
tilan viral cDNA etidyum bromid ile boyanan aga-
roz jel elektroforez transliiminatérde gosterildi).

RFLP Analizi ile Genotiplendirme

Nested-PCR ile pozitif bulunan tiim 6rneklerin
ikinci PCR’leri, 100 pL toplam hacimde tekrarlan-
di. Elde edilen DNA {iriinlerine, Haelll/Rsal ve
Hinfl/Mval (Fermentas MBI) restriksiyon endo-
niikleaz enzimleriyle (37°C’de, 4-14 saat) kesme
islemi uygulandi. DNA irinleri, %4’liik metafor
agaroz (FMC) jelde 80 voltta bir saat elektroforez
ile ayristinldi. Ultraviyole iliminatorde goriinti-
lendi ve fotograflari ¢ekildi. HCV genotip 1 olarak
belirlenen Orneklere, subtipleme icin BstU1 enzi-
mi (37°C’de 24 saat) ile tekrar kesme islemi uygu-
landi. Elektroforetiplendirme Mc Omish’in geno-
tip ve subtipleme skalasina gore yapildi (15).

Arastirmamizin verileri kodlanarak bilgisayarda
degerlendirilmis ve istatistiksel analizleri SPSS
for Windows Ver. 10.0 Statistics modiiliinden elde
edilmistir. Stirekli degeri olan degiskenler icin or-
talama (= SS), gerektiginde ortanca, kategorik de-
giskenler icin sikliklar (n ve %) kullanilmistir. Or-
talamalar icin, gruplar arasi karsilastirmalarda
gerektiginde t-testi, Mann-Whitney U testi yapil-
mistir. Oranlar icin gruplar arasi karsilastirmalar-
da Fisher kesin ki-kare testi, Kolmogorov-Simir-
nov testi uygulanmigtir. Tim istatistiksel analiz-
lerde iki yanl hipotez testleri ve 0.05 anlamlilik
diizeyi kullanilmistir.

BULGULAR

Calismaya, ticiincii kusak ELISA ile anti-HCV pozi-
tif ve Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Nefroloji
Bilim Dali Hemodiyaliz Unitesi’nde kronik inter-
mittant HD programinda olan 23 (%74.2) hasta ile
Nefroloji Poliklinigi'nde takip edilen 8 (%25.8) RT
yapilmis hasta alindi.

Calisma grubunda yer alan 23 HD hastasinin yas
ortalamasi (37.0 + 10.8 y1l), RT alicilarinin yas or-
talamasindan (42.9 = 5.6 yil) daha kii¢iiktii. Ancak
fark istatistiksel olarak anlamh degildi (p> 0.05).
Cinsiyet yoniinden, HD ve RT alicilar1 arasinda
anlaml fark yoktu (p> 0.05). HD hastalarinin as-
partat aminotransferaz (AST) degerlerinin (22.0 +
12.1, ortanca= 19.0), RT alicilarinin AST degerleri-
ne gore (30.3 + 20.6, ortanca= 22.0) daha kii¢iik ol-
dugu gozlendi. Ancak istatistiksel olarak anlamli
fark saptanmadi (p> 0.05). Alanin aminotransfe-
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raz (ALT) degerleri arasinda da istatistiksel ola-
rak anlamli fark bulunmadi (p> 0.05) (Tablo 1).

RT alicilarinin tiimiinde HBsAg negatif iken, 23
HD hastasinin 21 (%91.3)’'inde HBsAg negatif bu-
lundu. Bir RT alicisinin kan transfiizyon 6ykiisii
bilinmiyordu. Kan transfliizyonu alan 17 hasta
vardi ve bunlarin hepsi de HD hastas: idi. RT ali-
cilarinin hicbirine kan transfiizyonu yapilmamisti
(p=0.01) (Tablo 1).

HD siireleri 12 ay, 13-48 ay, 48 ay ve {istii olarak ii¢
gruba ayrildi. Bir (%4.3) HD hastasi 13-48 ay, 22
(%95.7) HD hastasi1 49 ay ve ustiinde diyalize gir-
mekte idi. Bir (%12.5) RT alicis1 12 ay, 4 (%50) RT
alicis1 13-48 ay, 3 (%37.5) RT alicisi da 48 ay ve tis-
tiinde HD’ye girmisti. HD siireleri arasindaki fark
istatistiksel olarak anlaml idi (p= 0.036) (Tablo 1).

Toplam 14 (%45.2) hastada, HCV-RNA pozitif bu-
lundu. HD hastalarinin 8 (%34.8)’inde, RT alicila-
rinin 6 (%75)’'sinda HCV-RNA pozitifti. HCV-RNA
pozitifligi yoninden, HD hastalar1 ve RT alicilari
arasinda anlaml bir fark yoktu (Fisher kesin ki-
kare testi p> 0.05).

HCV-RNA pozitif olan 14 hastaya genotipleme ya-
pildi. HD hastalarinin 2 (%25.0)’si genotip 1a iken,
RT alicilarinin 1 (%16.7)’i genotip 1a bulundu. HD
hastalarinin 6 (%75.0)’s1 genotip 1b iken, RT alici-
larinin 5 (%83.3)’i genotip 1b bulundu (Tablo 2).

TARTISMA

HD hastalar1 ve RT alicilari, HCV infeksiyonu aci-
sindan yiiksek riskli hastalardir. Bu hasta grupla-
rinda infeksiyon kaynaklari; kan transfiizyonlari,
HD ve infekte donérden alinan bobrektir. Ayrica,
nozokomiyal bulas da bildirilmektedir (16-18).
HD siiresi ve HCV seropozitifligi arasinda iligki
gosterilmistir. Calismamizda, 22 HD hastasi 49 ay
ve Ustiinde HD’ye girmekteydi. HD siiresinin
uzunlugu, HD hastalarinda HCV infeksiyonu bula-
st acisindan risk faktorii olabilir (p= 0.036).

Anti-HCV acisindan kan dondrlerinin rutin taran-
masi, transfiizyon sonrasi hepatit C bulasma ris-
kini dramatik olarak azaltti (19). Bunun yani sira,
HD hastalarinda anemiyi diizeltmek icin rekombi-
nant eritropoetin kullanilmasi da, kan transfiizyo-
nu uygulamasini 6nemli oranda 6nledi (20). Calis-
mamizda, kan transfiizyonu alan 17 hasta bulun-
maktaydi ve bunlarin tiimi HD hastasi idi. RT ali-
cilarinin sadece birinde kan transfiizyonu oykiisii
bilinmiyordu, digerlerinde kan transfiizyonu 6y-
kiisli yoktu (p= 0.01). Bu durumda, RT alicilarin-
da HCV bulasinin kan transfiizyonu disindaki fak-
torlere bagh oldugu diistiniildii.
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Tablo 1. Calismaya alinan HD hastalart ve RT alicilarinin temel 6zellikleri.

Parametre Hemodiyaliz (n= 23) Renal transplant (n= 8) p
Yas 37.0+10.8 429 +5.6 p> 0.05°
Cinsiyet
Kadin 10 (%43.5) 2 (%25) p> 0.05"
Erkek 13 (%56.5) 6 (%75)
AST 22.0+12.1 30.3 + 20.6 p> 0.05¢
19.0 22.0
[11.0-66.0] [13.0-71.0]
ALT 35.6 £ 25.0 31.1 £ 20.0 p> 0.05¢
32.0 26.5
[7.0-97.0] [5.0-67.0]
HBsAg
Pozitif 2 (%8.7) 0 p> 0.05P
Negatif 21 (%91.3) 8 (%100)
Kan transflizyon 6ykdst
Var 17 (%73.9) 0 p=0.01P
Yok 6 (%26.1) 7 (%87.5)
Bilinmiyor - 1(%12.5)
Hemodiyaliz stresi
12 ay 0 1(%12.5) p=0.036¢
13-48 ay 1 (%4.3) 4 (%50)
49 ay ve ustl 22 (%95.7) 3 (%37.5)

4 p= t-testi p degeri.

b p= Fisher kesin ki-kare testi p degeri.

€ p= Mann-Whitney U testi p degeri.

d b= Kolmogorov-Simirnov testi p degeri.

Tablo 2. HD hastalart ve RT alicilarinda HCV genotiplerinin dagilimu.

Genotip (n= 14) Hemodiyaliz (n= 8) Renal transplant (n= 6) p
Ta 2 (/025) 1 (/016.7) p> 0.0Sa
1b 6 (%75) 5 (%83.3)

4 p= Fisher kesin ki-kare testi p degeri.

HCV seroprevalansi; iilkeden iilkeye ve risk grup-
larina gore degismektedir. Son donem bobrek
yetmezligi olan hastalarda anti-HCV pozitifligi,
kan donoérlerine gore oldukca yiliksektir. Tirki-
ye’de kan donoérlerinde anti-HCV pozitiflik orani
%0.5 iken, Bursa’da bu oran %0.7'dir (21,22). Ul-
kemizde HD hastalarinda HCV’ye karsi antikor
prevalansini Ozgiir ve arkadaslan %14.4, Kara ve
arkadaslar1 %41, Akpolat ve arkadaslar1 %49.4
olarak bildirmislerdir (23-25). Tiirk Nefroloji Der-
negi'nin 2002 yili verilerine gore de HD hastala-
rinda HCV seroprevalansi %24.6’dir (26). Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Nefroloji Bilim Dal1 He-

modiyaliz Unitesi'nde 2003 yili Agustos ayinda
kronik intermittant HD programinda bulunan 56
hastanin 23 (%41)’tinde anti-HCV pozitif bulun-
mus (yayinlanmamis bilgi) olup, Kara ve arkadas-
lariin bulduklari orana benzerdir (24). HCV infek-
siyonu tanisinda, nested-PCR ile serumda HCV-
RNA'nin saptanmasi altin standart yontemdir. Bu
testle vireminin oldugu, ancak antikor yanitinin
manifest hale gelmedigi ya da giinimiizde mevcut
testlerle antikor yanitinin gosterilemedigi bireyler-
de HCV’ye maruziyetten bir hafta sonra (pencere
donemi) serumda HCV-RNA saptanabilir. Ancak
kontaminasyondan dolay1 yanlis pozitif sonuclar
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ve serumlarin saklanmasi ve calisilmasi sirasinda-
ki aksakliklara baglhh HCV-RNA yikimina bagh yanhs
negatif sonuglar yontemin dezavantajlaridir (27).

Calismamizda toplam 14 (%45.2) hastada, HCV-
RNA pozitif bulundu. HD hastalarinin 8
(%34.8)’inde, RT alicilarinin 6 (%75)’sinda HCV-
RNA pozitifti. HCV-RNA pozitifligi yoniinden, HD
hastalar1 ve RT alicilar1 arasinda anlaml bir fark
bulunmadi (p> 0.05).

HCV genotipleri, HD ve RT alicilarinda bolgesel
farkliliklar1 yansitan heterojen bir dagihm goste-
rir. ispanya’da anti-HCV pozitif HD hastalarinda
1b en sik rastlanan genotiptir (28). Almanya’da
2796 HD hastasinda yapilan ¢cok merkezli bir ca-
lismada, genotip 1b %65, genotip la %12.6 ora-
ninda bulunmustur (20). Suriye’de HD hastalarin-
da, genotip 4a, 1b ve la sirasiyla %30, %27 ve %19
oraninda tespit edilmistir (29). Urdiin’de HD has-
talarinda 1a en sik rastlanan genotiptir (30).

Calismamizda, RFLP yéntemiyle HD hastalarinin
2 (%25)’sinde genotip la, 6 (%75)’sinda genotip
1b tespit edildi. Arslan ve arkadaslar1 HD hastala-
rinda %17 genotip la, %58 genotip 1b, %20 geno-
tip 4 ve %5 mikst genotip dagilimi bildirmislerdir
(31). Bozday1 ve arkadaslar1t HCV-RNA pozitif bu-
lunan 36 HD hastasinda RFLP yéntemiyle HCV ge-
notiplerini tespit etmis ve 28 hastanin tip 1b, se-
kiz hastanin ise tip 1la ile infekte oldugunu belirle-
mislerdir (32).

HCV ile infekte olan transplant adaylarinda,
transplantasyon Oncesi interferon-alfa (IFN-or) te-
davisi, transplantasyon sonrasi donemde karaci-
ger hastaliginin seyrinde yararli goriinmektedir
(33). Transplantasyon sonrasi donemde IFN-o te-
davisi yiliksek rejeksiyon orani nedeniyle 6énerilme-
mektedir. Diyaliz hastalarinda ribavirin, hemolitik
anemi nedeniyle tehlikeli olabilmektedir (34). HD
hastalarinin IFN-o. monoterapisinden, renal fonksi-
yonlar1 normal olan hastalara gore daha fazla ya-
rar gordiikleri bildirilmektedir. Genotip 1 ile infek-
te diyaliz hastalarinda kalici virolojik yanit orani
ortalama %26 iken, diger genotiplerle kalic1 virolo-
jik yanit orani ortalama %31’dir (35). Bu nedenle
transplantasyon oncesi donemde HCV infeksiyo-
nunun tedavisi ve genotip dagiliminin saptanmasi
onem kazanmaktadir.

Genel popiilasyonla, son donem bobrek yetmezli-
gi olan hastalarda her zaman HCV genotip dagili-
mi1 paralel olmayabilir. Baz1 iilkelerde, toplumda
genotip 1b baskin iken, HD ve RT hastalarinda ge-
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notip la baskindir (14). Bunun nedeni, bu hasta-
lardaki olasi infeksiyon kaynaklarinin farkl olma-
sinin yani sira, humoral ve seliiller immiinitedeki
onemli anormallikler olabilir.

Tirkiye’de RT alicilarinda genotip dagilimin be-
lirlemek icin Abacioglu ve arkadaslarinin yaptigi
calismada, genotip 1b %73.4, genotip la %24.4 ve
genotip 4 %2.2 oraninda saptanmistir (36). Bizim
calismamizda ise RT alicilarinin 1 (%16.7)’'inde
genotip la bulunurken, 5 (%83.3)’inde genotip 1b
bulunmustur.

Sonuc olarak; bolgemizde son donem bobrek yet-
mezligi nedeniyle izlenen anti-HCV pozitif HD ve
RT alicilarinda en sik HCV genotipi olarak genotip
1b’yi saptadik. Bu bulgu, yurdumuzda ayni hasta
grubunda yapilan az sayidaki calisma ile paralel-
dir. Calismamizin sonucu, bodlgemizde renal
transplantasyona aday olan HD hastalarinin,
transplantasyon 6ncesi donemde takip ve tedavi-
lerinde yol gosterici olabilir. Bu calisma, bolge-
mizde bu konuda yapilmis ilk calisma oldugu icin
de 6nemli goriinmektedir.
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