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Amac: Hepatit C viriisii (HCV), kronik hepatit, siroz ve hepatoselliler karsinoma yol
acarak diinya capinda énemli bir saglik sorunu olmaktadir. Dizi analizi calismalari
ile HCV'nin 7 genotipi ve 100'den fazla alt tipi oldugu ortaya konmustur. HCV
genotip 1'in genotip 2 ve 3'e gore daha ciddi hastalik yaptigi ve tedaviye kalici
yanitin daha az oldugu bilinmektedir. Bu calismada, kronik hepatit C hastalarinda
genotip dagiliminin belirlenmesi amaclanmistir.

Gerec ve Yontemler: Calismaya, Adustos 2007-Aralik 2010 tarihleri arasinda
Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Laboratuvarinda, anti-HCV ve HCV-RNA pozitif olarak saptanan toplam 50 kronik
hepatit C'li hasta dahil edildi. Hasta drneklerinde anti-HCV ticari mikropartikiil
Enzyme-Linked immunosorbent assay test kiti ile (Murex anti-HCV, UK), otomatize
sistemde (Grifols Triturus, ispanya) arastirildi. HCV-RNA diizeyleri, real-time
polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile iki ayri sistem (Rotor-Gene 6000, Corbett
Research, Amerika ve Cobas Tagman, Roche Diagnostic, Amerika) kullanilarak
cahsildi. HCV genotip tayini, virlis genomundaki 5'UTR bdlgesinin amplifikasyon
drtinlerinin ters hibridizasyonu temeline dayanan ticari HCV-TS test kiti (AB
analytica, italya) ile yapildi.

Bulgular: Calismaya alinan toplam 50 hastanin 27'si (%54) kadin, 23'l (%46)
erkek olup yas ortalamasi 59,92+13,02'dir. Hastalarda HCV genotipleri, 36'sinda
(%72) genotip 1b, dokuzunda (%18) genotip 1a, birinde (%2) genotip 2b, birinde
(%2) genotip 3 ve li¢ (%6) hastada ise genotip 1a ve 1b olarak belirlenmistir. HCV
genotipleri arasinda HCV-RNA diizeyleri ve anti-HCV indeks degerleri bakimindan
istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmamistir (p>0,05).

Sonug: Hastanemizde izlenen kronik HCV olgularinda genotip 1b, tlkemizdeki
onceki veriler ile uyumlu olarak en yliksek oranda saptanmistir.

Abstract

Objective: Hepatitis C virus (HCV) infection represents a major public health problem
worldwide. HCV can cause chronic hepatitis infection which may ultimately result
in cirrhosis and hepatocellular carcinoma. Seven major genotypes and more than
100 subtypes of HCV are shown by sequence analysis. Genotype 1 is associated with
more severity of liver disease than genotypes 2 and 3 and sustained response to
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treatment is known to be less. In this study, we aimed to determine the HCV genotype distribution in chronic hepatitis C patients.
Materials and Methods: A total of 50 patients with chronic HCV infection who attended the Microbiology Laboratory at Adnan
Menderes University Hospital between August 2007 and December 2010 found to be positive for anti-HCV and HCV-RNA were
included in the study. Anti-HCV testing was performed using microparticle Enzyme-Linked immunosorbent assay test kit (Murex
Anti-HCV version 4, UK) with autoanalyser (Grifols Triturus, Spain). The quantification of serum HCV-RNA was carried out by a real-
time polymerase chain reaction method with two different systems (Cobas TagMan HCV, Roche Diagnostics, Germany and Rotor-
Gene 6000,Corbett Research, USA). HCV genotype analysis was performed by using a kit (HCV-TS; AB Analitica, Italy ) based on the
reverse hybridization of 5'-untranslated region and amplified products with genotype-specific probes.

Results: The mean age of the 50 chronic hepatitis C patients [27 (54%) female, and 23 (46%) male] was 57.1+14.3 years. Genotype
1b was found in 36 (72%) subjects, genotype 1a in nine (18%), genotype 2b in one (2%), genotype 3 in one (2%), and genotype
1a/1b was found in three (6%) patients. No statistically significant difference was detected in HCV-RNA quantities and anti-HCV
index between HCV genotypes (p>0.05).

Conclusion: Compatible with the previous data obtained in Turkey, genotype 1b was found to be the most common HCV genotype

in patients with chronic hepatitis C followed in our hospital.

Giris

Flaviviridae ailesi Hepacivirlis cinsinde yer alan
hepatit C virlst (HCV), hem akut hem de kronik
hepatit enfeksiyonlarina neden olmaktadir (1,2).
Enfeksiyonun kroniklesme oraninin yiksek olmasi ve
virsin uzun siire persistansi, hastalarda karaciger
yetmezligi, siroz ve hepatoselliiler karsinomaya yol
acabilir (1). Kronik HCV enfeksiyonu diinya capinda
onemli bir saglik sorunu olmayi siirdirmekte, her yil
250,000 ile 350,000 kisinin 6lime neden olmaktadir
(1,3,4).

GUnimizde HCV enfeksiyonunun viral tanisinda
ve tedavinin izlenmesinde total anti-HCV, HCV
kor antijeni, HCV-RNA diizeyi belirlenmesi ve HCV
genotiplendirmeden olusan dort HCV gostergesi
kullaniimaktadir. Tedaviye yanit kriteri olarak ve tedavi
slresinin belirlenmesinde HCV-RNA diizeyleri ve HCV
genotipleri yol gostericidir (1).

Yapilan dizi analizi ¢alismalariile HCV’nin 7 genotipi
ve 100’den fazla alt tipi oldugu ortaya konmustur (5).
Tum dinyada sik olarak gorilen HCV genotipleri,
genotip 1a, 1b, 2a, 2b ve 3a iken genotip 4, 5 ve 6 belli
bolgelerde gorilmektedir (6). Genotip 1 Amerika’da,
genotip 2 ve 3 Avrupa ve Japonya’da, genotip 4 Misir
ve Ortadogu’da, genotip 5 Gliney Afrika’da ve genotip
6 ise Hong Kong ve diger Gliney Dogu Asya llkelerinde
yaygin olarak bulunmaktadir (1,7). Ulkemizde yapilan
¢alismalarda, diinya geneliyle benzer sekilde HCV
genotip 1b’nin en yaygin genotip oldugu gosterilmistir
(7-17). Genotip 1b’yi 1a izlemekte daha az oranlarda
genotip 2, 3ve 4 gozlenmektedir. Son yillarda 2007’den
beri ozellikle genotip 3 ve 4 daha fazla oranlarda
saptanmaktadir (18-26). HCV genotiplendirmesi,

uygun tedavinin secilmesi, tedavinin siiresinin
belirlenmesinde ve uygulanan tedaviye yanitin
izlenmesinde onemlidir (1). Hepatit C enfeksiyonun
Peg interferon + ribavirin ile kombine tedavisinde
yaniti belirleyen en o6nemli faktorler, genotip ve
baslangictaki HCV-RNA diizeyleridir. Hastanin tedavi
oncesindeki 6zellikleri ve erken virolojik yanitin olusup
olusmamasi, kalici viral yaniti etkileyen faktorlerdir
(3,17). Genotip 1 enfeksiyonunda kalici viral yanit
%42-46 arasinda, genotip 2 ve 3’de oranlar %76-82
arasinda degismektedir (17).

HCV  genotiplerini  belirlemede  kullanilan
yontemler, DNA dizi analizi, tipe 6zgil Polimeraz
zincirleme tepkimesi ‘Polymerase chain reaction’
(PCR), ‘Restriction fragment length polymorphism’
PCR-RFLP ve ticari bir kit olan line probe assay’dir (4).

Bu c¢alismada, kronik hepatit C hastalarinda
tedaviye yaniti 6ngérmede 6nemli olan HCV genotip
dagiliminin belirlenmesi amacglanmistir.

Gereg ve Yontemler

Calismaya Agustos 2007-Aralik 2010 tarihleri
arasinda Adnan Menderes Universitesi Tip Fakdltesi
Hastanesi  Gastroenteroloji  Anabilim Dali ve
Enfeksiyon Hastaliklari Anabilim Dali polikliniklerinde
kronik HCV enfeksiyon tanisi ile takip edilen 50 hasta
dahil edildi. Calisma Tip Fakiltesi etik kurul onayi ile
gerceklestirildi. Calismada yer alan hastalardan alinan
kan o©rnekleri, santriflij sonrasi ayrilan serumlari
calisma zamanina kadar -80 °C’de saklandi.

Anti Hepatit C Virlisi Testi

Hasta orneklerinde anti-HCV ticari mikropartikiil
Enzyme-Linked immunosorbent assay test kiti ile
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(Murex Anti-HCV version 4, UK), otomatize sistemde
(Grifols Triturus, ispanya) arastirildi.

Hepatit C Viriisi-RNA Testi

HCV-RNA dizeyleri, real-time PCR yontemi ile
iki ayri sistem (Rotor-Gene 6000, Corbett Research,
ABD ve Cobas Tagman, Roche Diagnostic, ABD)
kullanilarak cahsildi.  Rotor-Gene 6000 Corbett
Research sisteminde, Qiagen MinElute Viris Spin Kit
ile serum orneklerinden RNA izolasyonu yapildi. HCV-
RNA testinin dinamik araligi: 30-10.000.000 IU/ml. idi.

Cobas Tagman HCV-RNA testinde, serum
orneklerinden RNA izolasyonu High Pure System Viral
Nukleik asit Kit gerceklestirildi. HCV-RNA testinin
dinamik arahgi: 15-200.000.000 IU/ml.

Genotip Tayini

Anti-HCV ve HCV-RNA pozitif hastalarda HCV
genotip tayini virls genomundaki 5’UTR bdlgesinin
amplifikasyon Grinlerinin ters hibridizasyonu temeline
dayanan ticari HCV-TS test kiti (AB analytica, Padova,
italya) ile calisildi.

HCV-TS kitiile genotiplendirme isleminde, kiticinde
yeralan, Gzerilerine spesifik problaryapistirilmis naylon
stripler kullanildi. HCV genomundaki 5’UTR bélgesinin
amplifikasyon Uriinleri ile stripler Gzerindeki spesifik
problarin hibridizasyonu saglandi. Hibridizasyondan
sonra streptavidin-alkalen fosfataz ile isaretli konjugat
ile inklibasyonu sonrasinda nitroblue-tetrazolium/5-
bromo-4-chloro-3-indolfosfat (NBT/BCIP) eklendi ve
koyu mor presipitatin olusumu gozlendi. Genotipler,
stripler Gzerinde olusan bir ya da daha fazla sayida
koyu mor renkteki gizgilerin varliginin gézlenmesi ile
degerlendirildi.

istatistiksel Analiz

HCV-RNA ve anti-HCV indeks degerlerinin normal
dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile
incelendi. Normal dagilima uygunluk saglanmadigi

icin istatistiksel degerlendirmede Mann-Whitney U
testi kullanildi. P<0,05 oldugu durumda istatistiksel
olarak anlaml kabul edildi.

Bulgular

Calismaya alinan 50 hastanin 27’si (%54) kadin,
23’0 (%46) erkek olup yas ortalamasi 59,92+13,02’dir.
Hastalarin anti-HCV indeks (S/Cut off) degerleri
2,67-11,20 arasinda, HCV-RNA dizeyleri ise 1,878-
18.400.000 IU/ml arasinda degismekte idi.

Olgularin HCV genotipleri, 36’sinda (%72) genotip
1b, dokuzunda (%18) genotip 1a, birinde (%2) genotip
2b, birinde (%2) genotip 3 ve Ug¢ (%6) hastada ise
genotip 1a ve 1b olarak belirlenmistir. Kronik hepatit
C enfeksiyonlu hastalarda genotiplerin dagihmi Sekil
1’de gosterilmistir.

Hepatit C genotip 1a, 41-60 yas grubunda Ug (%6)
hastada ve 61-80 yas grubunda alti (%12) hastada,
genotip 1b ise 21-40 yas grubunda bir (%2) hastada,
41-60 yas grubunda 17 (%34) hastada, 61-80 yas
grubunda 16 (%32), 80 ve Usti yas grubunda iki (%4)
hastada belirlenmistir. Genotip 2b ve 3 ise 41-60 yas
grubunda birer hastada saptanmistir (Tablo 1).
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Sekil 1. Kronik Hepatit C enfeksiyonlu hastalarda belirlenen
genotip 1a, 1b, 1alb, 2b ve 3’lin dagilimi

Tablo 1. Kronik Hepatit C viriisii hastalarinin yas gruplarina gore Hepatit C viriisii genotiplerinin dagilimi

Genotip 1a Genotip 1b

Yas grubu (yil)

Genotip lave

Genotip 2b 1b

Genotip 3

0-20

21-40 1 2

41-60 3 6 17 34 1 2 1 2 3 6
61-80 6 12 16 32

80 ve Ustu 2 4

Toplam 9 18 36 72 1 2 1 2 3 6
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HCV genotipleri arasinda HCV-RNA dizeyleri ve
anti-HCV indeks degerleri bakimindan istatistiksel
olarak anlamh fark saptanmamistir (p>0,05). Kadin
ve erkek cinsleri arasinda HCV genotipleri, HCV-RNA
dizeyleri ve anti-HCV indeks degerleri ile farkhlik
bulunmamistir (p>0,05).

Tartisma

Calismamizda hastalarin %72’sinin genotip 1b
ile infekte oldugu goézlenmis, ikinci sirayl genotip la
(%18) ve bundan sonraki sirayl genotip 2a (%2) ve
3 (%2) izlemistir. Hastalardan Uglinde (%6) genotip
1la ve 1b birlikte saptanmistir. Hepatit C enfeksiyonu
olan hastalarin vyaklasik %70’inde kroniklesme
gorilmektedir. Kroniklesme ile hastalarin bir kisminda
siroz ve hepatoselliler kanser gelisebilmektedir.
Kalici viral yanitin elde edilmesinde; genotip ve HCV-
RNA diizeyi gibi viral faktorler yani sira ¢ok cesitli
konak faktorleri de etkin rol oynamaktadir (27).
Cografik farkliliklar nedeni ile, hastaligin seyri ve
tedavisinde izlenecek yolun belirlenebilmesi igin HCV
genotiplendirmesi 6nemlidir. HCV genotiplendirmesi
NS5, kor, E1 ve 5'UTR bdlgelerinin dizi analizi ile
yapihr. Dizi analizi ¢ok pratik bir yontem olmamasina
karsin altin standart olarak kabul edilir (4). Dizi analizi
disinda diger genotipleme yontemleri arasinda;
genotipe 6zgil primerler ile HCV genotiplendirmesi
(28,29), 5’'UTR amplifikasyon (rlinlerinin genotipe
Ozgll problar ile ters hibridizasyonu yontemi (30), NS5
ve 5’UTR bolgelerinin PCR ile ¢ogaltilmis DNA'larinin
restriksiyon endoniklezlar ile ayirt edilebilmesine
dayanan RFLP yontemi (31) ve DNA sentezi sirasinda
ortaya ¢ikan pirofosfatlarin saptandigi gercek zamanli
kantitatif dizi analizi yontemi olan pirosekanslama
yontemleri yer alir (32). Calismamizda genotip
belirlemede ters hibridizyon yontemi kullaniimistir.

Dlinyada Avrupa, Amerika, Japonya ve Orta Dogu
Ulkelerinde HCV genotiplerinin dagihminda farkliliklar
gorilebilmektedir (26,33). Son vyillarda Avrupa
kaynakl ¢alismalarda genotip 1b, 2a ve 2c’de azalma,
genotip 1a, 3a ve 4a’da artis belirlenmistir. Avrupa’da
genotip 4a 6zellikle 1V ilag bagimlilarinda yaygin olarak
gorilmektedir (7). Ulkemizde HCV genotiplerinin
dagihmiile ilgili olarak yapilan pek ¢ok ¢alismada farkli
bolgelerde degiskenlik gostermekle birlikte, en sik
rastlanan HCV genotipi, genotip 1b’dir. Genotip 1b’nin
saptanma sikhgl %63,3-100 arasinda degismektedir
(8-10,12,15,16,19,26,34-40). ikinci siklikta, genotip

1la %5,8-33,3 oranlarinda saptanmistir. Calismamizda
hastalarin %72’sinin genotip 1b ile enfekte oldugu
gorilmustir. Sonuglarimizi diger calismalarin sonuglari
ile birlikte degerlendirdigimizde; ¢alisma grubundaki
hastalarin %72’sinin genotip 1b ile infekte oldugu ve
Abacioglu ve ark. (8), Sénmez ve ark. (9), Karsligil ve
ark. (41), Cil ve ark. (7) ile Bozday! ve ark.nin (10)
yapmis olduklari ¢alismalar ile uyumluluk gosterdigi
belirlenmistir. ikinci siklikta saptadigimiz genotip la
(%18), Abacioglu ve ark. (8), Kalayci ve ark. (23) ile
Bozdayi ve ark. (10) ile benzer oranlarda izlenmistir.
Genotip 2a (%2) ve genotip 3 (%2) daha dusik
oranlarda saptanmis olup Ulkemizde yapilan diger
¢alismalarla uyumlu bulunmustur (13,14,20,38,41).

Calismamizda hastalardan Uglinde (%6) genotip
la ve 1b birlikte saptanmistir. Belirledigimiz genotip
la ve 1b koenfeksiyonu, Tezcan ve ark./nin (24)
saptamis olduklari genotip 1a/1b koenfensiyonu ile
benzer bulunmustur. Saglik ve ark. (26), kronik bobrek
yetmezligi olan bir hastada genotip 1 ve 4’U birlikte
saptanmislardir. Buruk ve ark. (40) ise LIPA yontemi ile
genotip 1 ve 4 birlikteligi saptadiklarini bildirmisler;
bu ornekleri genotipe 06zgll multipleks PCR ile
incelediklerinde yalnizca genotip 1 saptadiklarini
rapor etmislerdir. Afshari ve ark. (42) iran'da
Horasan bolgesinde 103 kronik HCV hastasinda HCV
genotiplerini arastirdiklari calismalarinda bir (%1)
hastada genotip 2a ve 5a birlikteligini, on bir (%10,7)
hastada farkh 2 genotipler (1a/1b, 1a/3b ve 1b/3a) ile
koenfeksiyonlar belirlemislerdir.

Calismamizda farkli genotiplerin  serum ALT
diizeyine ve HCV-RNA kantitatif diizeylerine etkisinin
olmadigl saptanmistir (p>0,05). Bu sonug, daha 6nce
yapilan g¢alisma sonuglari ile uyumlu gériinmektedir
(13,14,22,24,27,34).

Calismaya katilan 50 hastanin yas ortalamasi
59,92+13,02 bulunmustur. Calismamizda genotip
1la ve 1b’li hastalarin en fazla 41-60 ve 61-80'li yas
grubunda toplandigi gbzlenmistir.

Kiriscive ark. (43), Kiigiikoztas ve ark. (22) ve Altuglu
ve ark/da (15) calismalarinda, genotip 1 ile enfekte
hastalarin yas ortalamasinin diger genotiplerle enfekte
hastalara gore yiksek bulundugunu belirtmislerdir.

Sonug¢

Aydin ilinde bulunan hastanemizde takip ve tedavi
edilen kronik hepatit C hastalarinda genotip 1b en
yliksek oranda saptanmistir. ikinci sirayl genotip 1a
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ve bundan sonraki sirayr genotip 2a ve 3 izlemistir.
Hastalardan (glinde genotip l1la ve 1b birlikte
saptanmistir. HCV genotiplerinin serum anti-HCV
indeks degerleri ve HCV-RNA diizeylerini etkilemedigi
gorilmustdr.
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