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OZET: Amag: Flaviviredea ailesinden bir virus olan He-
patit C virusu(HCV) akut hepatitlerin %20’si, kronik he-
patitlerin % 70’inden sorumludur. HCV’nin genotip tayini
tedavide ve klinik siirecin takibinde onemlidir. Caligma-
mizda Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikro-
biyoloji laboratuarina kan &rnekleri gonderilen 34 HCV
RNA pozitif hastada genotip dagiliminin saptanmasi
amaglanmstir.

Yontem: Orneklerin genotiplendirilmesinde Geno Sen’s
HCV Genotyping 1/2/3/4 Real Time PCR Reagents Kiti
(Corbett Research, Australia) kullanmilmistir. Hastalarin
viral yiikleri 34x10® ile 17x10° arasinda bulunmus olup
viral yiik ortalamalart ise 46x10° olarak saptanmustir. Cali-
stlan 34 6rnekten 31°1 genotip 1, 3’1 genotip 4 olarak bu-
lunmustur.

Sonug: Sonug olarak klinik siirecin takibi ve antiviral te-
davi se¢iminde genotip tayinin yol gosterici olmasi sebe-
biyle bu tip ¢aligmalarin 6nemli oldugu diistiniilmektedir.
Anahtar Sozciikler: Hepatit C virus(HCV), genotip, Real
Time PCR

ABSTRACT: Objective: Hepatit C virus (HCV), which is
a virus from the family Flaviviredea, is responsible for
20% of acute hepatitis and 70% of chronic hepatitis.
Determination of HCV genotype is important in the
treatment and the clinical follow-up process. In this study,
we aimed to determine the genotype distribution of 34
HCV RNA positive patients whose sera were sent to Af-
yon Kocatepe University, Faculty of Medicine
Microbiology laboratory.

Method: Geno Sen’s HCV Genotyping 1/2/3/4 Real Time
PCR Reagents Kit (Corbett Research, Australia) was used
for genotype determination of those samples. Patients’
viral loads were found between 34x103-17x106 and mean
viral load was 46x105. Thirty one samples, out of 34,
were found genotype 1 while the other 3 samples were
found genotype 4.

Results: Consequently, this type of studies are considered
to be crucial since genotype determination has a guiding
role in clinical follow-up process and the selection of
antiviral therapy.

Key Words: Hepatit C virus(HCV), genotype, Real Time
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GIRiS

Hepatit C virusu (HCV), Flaviviredae ailesin-
den zarfli tek iplikli bir RNA virusudur'. Niikleik
asit dizi analizi kullanilarak yapilan g¢alismalarda
HCV’nin en az 6 major genotipi ve 100 den fazla
subtipi oldugu belirlenmistir>. Bunlardan bazilari
tim diinyada yaygin olarak goriiliirken digerleri sa-
dece baz1 bolgelerde goriilmektedir®. Akut hepatitle-
rin %20’si, kronik hepatitlerin ise %70’inden sorum-
lu tutulmaktadir’. Ayrica HCV biitiin diinyada siroz
ve karaciger kanserinin en 6nemli nedenleri arasinda
yer almaktadir',
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HCV’nin hizli replikasyon gdstermesi ve bu
replikasyon sirasinda RNA transkripsiyonunda mey-
dana gelen hatalar enfeksiyonun kroniklesmesinde
onemli rol oynar®’. Replikasyon sirasinda olusan ha-
talar sonucu, kronik hepatit C’li hastalarda HCV’nin
farkli genetik sekanslari ile heterojen bir topluluk
olusur’. Bu durumun mutant HCV’lerin immun sis-
temden kagisina olanak sagladig1 diisiiniilmeklerdir”.

Kronik HCV’li olgularin tedavisinde interferon
ve ribavirin kombinasyonu kullamlmaktadir’. HCV
infeksiyonlarinda farkli genotiplerin, olusacak hasta-
lik tablosu ve tedavide farkliliklar ortaya g¢ikardigi
bilinmektedir. Bu ylizden HCV genotiplerinin belir-
lenmesi klinik ve epidemiyolojik agidan 6nem tasi-
maktadir*®’.

Bu calismada Afyon Kocatepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuarma gonderilen ve
hepatit C siiphesi bulunan hastalara ait kan 6rneklerin-
den elde edilen, HCV RNA pozitif 34 serumda HCV
genotip profillerinin belirlenmesi amaglanmustir.
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GEREC ve YONTEM

HCV siiphesi ile laboratuarimiza gonderilen
kan 6rneklerinden viral RNA, ticari ekstraksiyon kiti
(QIAGEN, EZ1 Virus Mini Kit v2.0) kullanilarak
elde edilmis ve ayni giin PCR kiti (HCV RG RT-
PCR Kit V1) ile HCV RNA kantitasyonu Rotor-
Gene RG-3000 (Corbett Research, Qiagen) cihazi
yardimiyla ¢alisilmistir. Caligsmada kit igerisinde bu-
lunan Master A’dan 12 pl, Master B’den 18 pl ve
HCV-RNA pozitif hasta serumlarindan elde edilen
ekstraksiyon {irlinlerinden 20 pl kullanilarak total 50
ul olacak sekilde karisim hazirlanmistir. Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi ile iiretici firma
onerileri dogrultusunda 95° C’de 15 dakikalik tek
bir dongiiden sonra, 95° C’de 30 saniye, 50° C’de 1
dakika ve 72° C’de 30 saniye olmak iizere 45 kez
dongii gerceklestirilmistir.

Orneklerin  genotiplendirilmesi Geno Sen’s
HCV Genotyping 1/2/3/4 Real Time PCR Reagents
Kiti (Corbett Research, Australia) ile gergeklestiril-
mistir. Genotip 1 i¢in CY5 ile isaretli, genotip 2 i¢in
FAM ile isaretli, genotip 3 i¢cin ROX ile isaretli ve
genotip 4 igin JOE ile isaretli problar kullaniimistir.
Her bir reaksiyon i¢in 7.5 pl HCV Genotyping
Super Mix, 2.5 ul HCV Genotyping Mg Soliisyon
ve 15 pl hasta serumu kullanilmistir. Rotor-Gene
RG-3000 (Corbett Research, Qiagen) ile 95° C’de

10 dakikalik tek bir dongiiden sonra, 95° C’de 15
saniye, 55° C’de 20 saniye ve 72° C’de 15 saniye
olmak tizere 45 kez dongii yapilmistir.

BULGULAR

Hastalardan 21’inin kadm 13’tiniin erkek oldu-
gu, yaslarinin 27 ile 70 arasinda degistigi, yas orta-
lamalarmin 52.9 oldugu gdzlenmistir. Hastalara ait
viral yiik 34x103 kopya/ml ile 17x106 kopya/ml
arasinda bulunmus, ortalama deger 46x105 kop-
ya/ml olarak saptanmistir. Toplam 34 Ornegin
31’sinin genotip 1, 3 drnegin ise genotip 4 oldugu
belirlenmistir. Genotip 1 saptanan olgularin kadin
erkek dagilimi 13 kadm 18 erkek, yas ortalamalar1
52.2, viral yiik ortalamalar1 36x105 olarak bulunmus
olup, genotip 4 olan olgularmn ise tamami kadin, yas
ortalamalar1 59.3, viral yiik ortalamalar1 57x105 ola-
rak tesbit edilmistir.(Tablo)

Tablo 1. Diagnostik Veriler ve Viral Yiik Ortalamalar

Genotip 1 Genotip 4
(n=31) (n=3)
Erkek/Kadin 13/18 0/3
Yas (ortalama) 52.2 59.3
Viral yiik (ortalama) 36x10° 57x10°
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Sekil 1. Real-Time PCR genotip 1 pozitif 6rneklere ait grafik
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Sekil 2. Real-Time PCR genotip 4 pozitif 6rneklere ait grafik
TARTISMA

HCV ile infekte hastalarda hastanin yasi, hasta-
ligin siiresi, alkol kullanimi, karacigerin histolojik
ozelligi, diger hepatit virusleri ile koinfeksiyon,
virusun bulagma yolu, viral yik ve HCV’nin
genotipik degiskenligi kronik infeksiyon geligsme-
sinde rol oynayan faktorler olarak karsimiza g¢i-
Kkar 467

Tiirkiye’de hepatit C’li olgularda genotip dagi-
I ile ilgili Abacioglu ve ark'®.’nin yaptig1 cals-
mada 89 HCV RNA pozitif olguda %75.3 tip 1b,
%19.1 tip la, %3.4 tip 2 ve % 2.2 oraninda tip 4 sap-
tanmistir. Yarkm ve ark.'”’nm 2000 yilinda Revers
Transkriptaz-PCR teknigi kullanarak yaptigt 72 ol-
guluk calismada %82.2 tip 1b, %14.5 tip la, %3.3
tip 2a bulurken, 2002 yilinda Erensoy ve ark.'”’nimn
45 olguda yaptig1 calismada %66.7 tip 1b ve %33.3
tip 1a saptanmustir. Ural ve ark.'*’nin 2007°de Kon-
ya bolgesinde yaptig1 ¢calismada 80 HCV RNA pozi-
tif olgunun tamami genotip 1b olarak bildirilmistir.

Diindar'*’1n 90 HCV RNA pozitif olguyla yap-
t181 ¢alismada %91.1 oraninda genotip 1, %7.8 ora-
ninda genotip 3 ve %]1.1 oraninda genotip 4 tesbit
edilmistir. Sanlidag"® ve ark.’nin Manisa bolgesinde

yaptigr 100 olguluk g¢alismanin %90’mda genotip
Ib, %?2’sinde genotip la, %5’inde genotip 4a,
%?2’sinde genotip 2a saptamis olup 1 Ornekte
genotip tayini yapilamamustir.

Bolgemizde daha once Kalayct ve Ark. ”’nin
yaptig1 calismada 30 HCV RNA pozitif olgudan
%86.6’s1 genotip 1, %13.1°1 ise genotip 4 olarak
saptanmigtir.

Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda genotip 1b’nin
%66.7-100 oran1 ile HCV genotipleri i¢inde birinci
siklikla saptanan tip oldugu goriilmektedir. Bunu
%5.8-33.3 oraninda genotip la izlemektedir.
Genotip 2a, 3a, 4, 4c ise daha az siklikla bildirildigi
gozlenmektedir'™'".

Liibnan’da Mahfaud ve ark."’nin yaptigi 28
HCV RNA pozitif olguluk ¢alismada %57 genotip 3,
%21 genotip 1, %18 genotip 4, %4 ise genotip 1 ve
3 olarak miks genotip saptamuslardir. Italya’da
Cenci ve ark."”’nm yaptigi 915 hastalik ¢alismada
ise %49 ile genotip 1 ilk siray1 alirken bunu %34.8
ile genotip 2, %11.9 ile genotip 3, %3.6 ile genotip 4
izlemistir.

Calismamizda elde edilen sonuglar iilkemizde
yapilan c¢alismalarla ve bolgemizde onceki yillarda
yapilan 30 hastay1r kapsayan calisma sonuglart ile
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benzerlik gostermektedir. Sonuglarimiz géz Oniine
alindiginda bdlgemizdeki HCV genotipinin siklikla
genotip 1 oldugu ve nadiren de genotip 4’e rastlan-
dig1 gozlenmektedir. Bu sonuglar HCV takibinde yol
gosterici olacaktir. Zira HCV genotip 1’li olgularda
gerek IFN monoterapisinde gerekse IFN-a+ribavirin
tedavisinde basari oraninin diger genotiplere gore
daha diistiik oldugu bildirilmistir. Genotip 1’e sahip
olgularda 12 ay siire ile tedavi 6nerilmektedir’. IFN
tedavisine genotip 2 ve 3’iin daha iyi yanit verdigi
ifade edilmistir®. Kronik hepatit C tedavisinde kulla-
nilan Pegilated interferon (PEG-INF)+Ribavirin
kombinasyonu diger genotiplerde, genotip 1’e gore
daha basarili oldugu saptanmistir®.

Sonug olarak klinik siirecin takibi ve antiviral
tedavinin se¢iminde HCV’nin genotip tayini yol
gostericidir. Tiim diinyada ve iilkemizde oldugu gibi
calismamizda da en yaygin genotipin tip 1 oldugu
gozlenmektedir. Bu baglamda bdlgemizde HCV
infeksiyonlarinin molekiiler epidemiyolojisinin be-
lirlenmesi ve genotip profilinin takibi agisindan bu
tip calismalar dnemlidir. Ancak HCV genotiplerin
yant sira subtiplerin de belirlenmesine yonelik ca-
lismalar konunun aydinlatilmasina katki saglayacak-
tir.
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