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OZET

Bu galismayi Turkiye’nin bazi bolgelerindeki hepatit C viriisii (HCV) genotiplerini tespit etmek, molekii-
ler epidemiyolojik ¢alismalara isik tutmak, bunlarin sonucunda tani ve tedavi ile ilgili yaklagimlari daha dogru
planlamak amaciyla gerceklestirdik.

Bu calismada Malatya, Erzurum, Samsun ve Konya yérelerine ait anti-HCV pozitif 80 serum 6rneginde
reverse transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile HCV-RNA bakildi; bunlarin 59’unda (%73.3)
HCV-RNA pozitif bulundu. HCV-RNA pozitif olan serumlarda tip spesifik primerler ile genotiplendirme ya-
pildi. HCV-RNA tespit edilen 59 &rnegin 41’inde (%69.5) genotip Il (tib | b) tespit edildi. Ug 6rnekte (%5.1)
genotip Il + (tip | b + | a) tespit edilirken |5 6rnek (%25.4) tiplendirilemedi.

Sonug olarak HCV genotip Il Tiirkiye’de yaygindir; bu tipin prognozu kéti ve interferon tedavisine yaniti
azdir. Bu nedenle risk faktorlerini azaltmak tizere koruyucu &nlemler gelistirilmelidir.

Anahtar Kelimeler : HCV genotipleri, HCV-RNA, Tirkiye.

SUMMARY
The Distribution of Hepatitis C Virus (HCV) Genotypes in 59 HCV
Infected Patients: A Multicenter Study

Eighty anti-HCV positive serum samples were collected at university centers in Malatya, Erzurum,
Samsun and Konya. HCV-RNA sequences were detected in 59 (73.3%) of these samples by reverse tran-
scriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) using primers from the 5’ non-coding region. HCV-RNA
positive samples were subsequently genotyped using type-specific primers from the core region of the virus.
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Type Il (I b) infection was detected in 4| samples (69.5%), while a mix type | (I a) and Il (I b) infection were
found in another 3 samples (5.1%). The remaining 15 samples (25.4%) could have not been typed. These
results together with the results of previous studies suggest the predominance of genotype Il infection in
Turkish patients which is known to have poorer prognosis and lower responce to interferon treatment.
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HCV-RNA (hepatit C virtis-RNA) tespiti icin RT-
PCR (reverse transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyo-
nu) ydénteminin yaygin olarak kullanilmaya baslama-
sindan sonra, degisik cografi bolgelerde farkh HCV
genotipleri belirlenmis, bu farkhliklan géstermek
amaciyla cok sayida degisik simflandirma &nerileri
olmustur. Bu sinmiflandirmalar HCV genomunun de-
gisik striiktiirel veya nonstriiktiirel bdlgelerinden bi-
rine ait sekanslar kullanilarak yapilmistir. Bu sinif-
landirma 6&nerileri arasinda en fazla kabul gérenler
Simmonds ve arkadaslari ile, Okamoto ve arkadas-
lan tarafindan yapilan smiflandirma énerileri olmus-
tur (1-3). Simmonds ve arkadaslar1t NS5 (nonstriik-
tiirel-5) bolgesi sekansina gére yaptiklari smniflandir-
mada en az 6 major genotip ve ¢ok sayida subtip
tanimlamustir (4,7,8,17,18). Okamoto ve arkadasla-
1 tarafindan yapilan smniflandirma ise, kor (C) bél-
gesi sekansina gore yapilmis olup, romen rakamlari
ile belirtilen bes tip 6nerilmistir. Okomato ve arka-
daslannin tarmmlachg I, I, 1II, IV ve V genotipleri,
Simmonds ve arkadaslar tarafindan tanimlanan 1a,
1b, 2a, 2b ve 3a tiplerine siraswyla karsilik gelmek-
tedir (4).

HCV genotiplerinin yaygin olarak belirlenmesi,
farkh cografi bolgelerde farkli HCV tiplerinin daha
sik olarak gériildiigiinii ortaya koymustur. ABD’de
tip I (tip 1a) en sik goriilen tip olarak bildirilirken,
Macaristan, Yunanistan, talya, Fransa, Almanya gi-
bi Avrupa tilkelerinde, Cin, Japonya, Tayland, Tay-
van gibi uzak dogu tilkelerinde ve Rusya’da tip II (tip
1b) en sik goriillen HCV tipi olarak bildirilmektedir
(5-12). Son yillarda yapilan ¢alismalarda, kronik ka-
raciger hastaliginin siddetinin ve interferon tedavisi-
ne cevabin derecesinin, farkh HCV tipleri ile infekte
hastalarda farkliliklar gosterdiginin belirlenmesi,
HCV tip tayininin 6énemini arttirmustir (5,6,9,10).
Ayrica giiniimiizde vaygin olarak kullamlan anti-
HCV antikor testlerinin hemen tiimiinde yer alan
antijenler, Choo ve arkadaslar tarafindan ilk olarak
klonlanmis prototip HCV klonundan (USA tipi,
Chiron klonu, genotip 1la) tiiretilmekte ve bu ne-
denle bu testler genotip I disindaki diger HCV ge-
notipleri ile olusan infeksiyonlarda daha az duyarl
sonu¢ vermektedir (5,6,13).

Bu calisma, tilkemizde en sik goriilen HCV ge-
notiplerinin belirlenmesi, molekiiler epidemiyolojik
cahismalara 151k tutmast, tani ve tedavi ile ilgili yakla-
simlarimizda yol gosterici olmasi amaciyla planlan-
mistir.

MATERYAL ve METOD

Malatya, Samsun, Konya ve Erzurum yorelerin-
de yasayan 20’ser hastaya ait serum 6rnekleri (top-
lam 80 adet) calisma icin kullanildi. Tim serum 6r-
nekleri, anti-HCV pozitif (II. kusak ELISA) olup
ALT degerleri normalden yiiksek ( > 45 [U/L) idi.
Hastalar, yaslar1 14 ile 66 arasinda (ortalama 43)
degisen, 43 erkek, 37 kadin hastadan olusmakta
olup biiyiik kismi (56 hasta) siirekli hemodiyaliz te-
davisi gérmekteydi. Diger 24 hastanin 9’u kronik
karaciger hastaligi, 15'i ise kronik HCV infeksiyonu
tarusiyla polikliniklerde izlenen hastalardan olus-
maktaydi.

Secilen tiim serum 6rneklerinde; RT-PCR yon-
temi ile HCV-RNA varhg: arastinldi. Bu amacla
HCV genomunun ileri derecede korunmus bdlgesi
olan 5’NC (5’ noncoding) bolgesinden secilmis pri-
merler kullanildi. Genotiplemede kullanilan nested
PCR yonteminde 6ncelikle kor bolgesinde “liniver-
sal” bir bolge cogaltildi, bunun icin (Primer 256: 5’-
CGC-GCG-ACT-AGG-AAG-ACT-TC-3’, Primer
186: 5-ATG-TAC-CCC-ATG-AGG-TCG-GC-3)
kullaruld:. Tip spesifik primerler ile bu PCR iiriinleri
tekrar cogaltildi. Bu tip spesifik primerler 132 tip
la, 133 tip 1b, 134 tip 2a ve 135 tip 2b icin kul-
lanildi ve “antisens” dirler; bunlarnn ortak sens pri-
meri 104 no’lu primerdir. Yontemde kisaca; 100 pl
serum orneginde quanidin/fenol/kloroform yénte-
mi kullamlarak RNA ekstrakte edildi (16). Ekstrakte
edilen RNA’dan RNAse inhibitér (Stratagene),
dNTP mix (Stratagene La Jolla, Ca, ABD), avian
myeloblastosis virlis revers transkriptaz (Strategene)
kullanilarak DNA kopyasi (cDNA) elde edildi. Daha
sonra “panozym” kullamlarak amplifiye edildi. Bi-
rinci PCR amplifikasyonunda 40 siklus (94°C’de 30
sn, 59°C’de 30 sn, 72°C’de 1 dk.); ikinci olarak
nested PCR amplifikasyonunda 35 siklus (94°C’de
1 dk., 60°C’de 1 dk., 72°C’de 1.5 dk.) uygulandi.
Amplifiye iiriinler etidium bromid ile boyah %2 aga-
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roz jelde elektroforez ile yiiriitiilerek, ultraviyole 1sik
altinda degerlendirildi. HCV-RNA pozitif bulunan
orneklerde Okamoto simiflandirmasina gére tip spe-
sifik primerler —Primer 132: 5’- GGG-GAT-AGG-
CTG-AC-3’, Primer 133: 5-GAG-CCA-TCC-TGC-
CCA-CCC-CA-3’, Primer 134: 5’-CCA-AGA-GGG-
ACG-GGA-ACC-TC-3’, Primer 135: 5-ACC-CTC-
GTT-TCC-GTA-CAG-AG-3’ antisens olarak ve
104: 5-AGG-AAG-ACT TCC-GAG-CGG-TC-3-
sens olarak kullanildi, tekrar amplifiye edildi ve jel
elektroforezinde yiiriitiilerek tip tayini yapildi (17).

SONUCLAR

Calismaya alnan 80 serum &rneginden 59
(%73.7)unda HCV-RNA pozitif bulundu. Malatya
Yoéresinde 19 (%95), Samsun Yéresinde 18 (%90),
Konya Yoresinde 16 (%80), Erzurum Yoresinde 6
(%30) hastada HCV-RNA pozitif bulundu (Tablo 1).
HCV-RNA pozitif bulunan 59 serum &rneginin 41
(%69.5)'inde HCV genotip Il (Simmonds siniflama-
sina gore tip 1b) tespit edildi. Uc (%5.1) serum 6r-
neginde genotip I ve genotip II ile mikst infeksiyon
tespit edilirken, diger 15 (%25.4) dérnekte tiplendir-
me yapilamadi. Malatya ve Erzurum yoresi hastala-
rina ait, tiplendirme yapilabilen serum 6rneklerinde
sadece genotip I tespit edilirken, Samsun yéresine
ait 2, Erzurum Yoresine ait 1 serum 6rneginde ge-
notip I ve genotip II ile mikst infeksiyon tespit edil-
di.

TARTISMA

Calismamizin sonuclari, serum 6rneklerinin
alindig1 tiim yorelerde egemen HCV genotipinin,
tip II oldugunu gostermektedir. Ulkemizde yapilan
diger calismalarda da en sik gériilen HCV genotipi
olarak tip II bildirilmektedir (5,14,18,19). Akkiz ve
arkadaslan yaptiklan calismada, HCV-RNA pozitif
64 hastaya ait serum 6rneklerinin 63 (%98.4)’tinde
HCV genotip II tespit ederken, sadece bir (%1.6)
serum Orneginde genotip [ tespit ettiklerini bildir-

mislerdir (14). Bizim cahismamizda tip tayini yapila-
bilen 44 serum 6rneginin tiimiinde HCV genotip 11
infeksiyonu saptanmustir. Ancak bunlarin 3
(%5.1)tinde genotip 1I ile birlikte genotip 1 infeksi-
yonu da bulunmaktaydi. Tip II ve tip I HCV geno-
tipleri haricinde tip gérilmemisse de, 15 (%25.4)
hastaya ait serum 6rneginde tiplendirme yapilama-
mis olmasi, kullanilan tip spesifik primerler ile tespit
edilemeyen baska HCV genotiplerinin olabilecegini
diisiindiirmektedir.

Calismamizda anti-HCV pozitif serumlardan
Malatya kaynakl olanlarda % 95, Samsun, Konya,
Erzurum kaynakh olanlarda sirasiyla %90, %80,
%30 oranlarinda HCV-RNA tespit edilmistir. Erzu-
rum OSrneklerindeki diisiik oran, bu serumlarin daha
onceden bir ka¢ kez baska calismalar icin donduru-
lup c¢ozdiriilerek kullamilmalar ve transport sirasin-
daki uygunsuz kosullardan kaynaklanyor olabilir.

Birden fazla HCV genotipi ile (mikst) infeksiyon
sikh@i %2 ile %9.7 arasinda degisen oranlarda bildi-
rilmektedir (10-12,15). Calismamizda bulunan
%5.1 oram bu bildirilerle uyusmaktadir. Nousbaum
ve arkadaslar 220 Fransiz ve [talyan hastasin kap-
sayan calismalarinda 12 (%5.4) hastada mikst infek-
siyon saptarken, 26 (%11.8) hastada tiplendirme
yapilamadigini bildirmislerdir (10). Ravaggi ve arka-
daslan ise %9.7 oraninda mikst ve %8.3 oraninda
tiplendirme yapilamayan HCV infeksiyonu bildir-
mislerdir (11). Her iki ¢alismada da Okamoto sinif-
landirmasina gére tip tayini yapilmistir. Bizim aras-
tirmamizda tiplendirme yapilamayan hastalarin ora-
n1 (%25.4), bildirilen bu oranlara gére oldukca yiik-
sektir.

Yapilan arastirmalarda HCV genotip II ile infek-
te hastalarda hastalik seyrinin daha koétii, viremi
miktarinin daha fazla, siroz ve hepatoselliiler karsi-
nom goriilme riskinin daha yiiksek, histopatolojik
bulgularin daha agir ve interferon tedavisine ceva-
bin diger tiplere gére en az oldugu bildirilmektedir

Tablo 1. Yérelere Gére HCV-RNA Pozitifligi ve HCV Genotipleri.

Yore Hasta sayist ~ HCV-RNA pozitif Tip 1I Tipl + 10 Tip lI/IV Tiplendirilemeyen
Malatya 20 19 14 0 0 5
Samsun 20 18 10 2 0 6

Konya 20 16 11 1 0 4
Erzurum 20 6 6 0 0 0
Toplam 80 59 41 3 0 15
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(6,9,10,15). Bu nedenlerle, iilkemizde HCV geno-
tip II ile infeksiyonun sik gériilmesi hastalarmiz aci-
sindan 6nemli olup, takip ve tedavileri esnasinda
g6z 6niinde bulundurulmalidir. Ayrica HCV infeksi-
yonunun yayilimmin énlenmesi icin kan bankalarin-
da anti-HCV testinin zorunlu hale getirilmesi, he-
modiyaliz merkezlerinde anti-HCV pozitif hastalar
icin ayn makine kullanilmas: gibi énlemlerin alinma-
s1 gerekir.

Sonuc olarak, arastirma yapilan yérelerimizde
HCV genotip II'nin en sik gorillen HCV genotipi ol-
dugu, genotip I'in daha nadir olsa da mikst infeksi-
yon seklinde gériildiigii, Okamoto simflandirmasina
gore HCV genomunun kor bdlgesinden secilmis
primerlerle %25 kadar yiiksek oranda érnegin tip-
lendirilemedigi goriildii. Arastirmarmzin farkh dért
yoremizden saglanan serum odrnekleri ile yapilmasi
dolayisiyla tilkemiz genelini kismen yansitabilecegi,
s6zkonusu yérelerde hakim genotipin HCV tip II ol-
dugu soylenebilir. Bu tipin prognozunun digerlerine
gore daha kétii seyretmesi, interferon tedavisine ya-
nitin daha az alinmasi nedeniyle HCV infeksiyon
bulasma risklerini tespit ederek en aza indirgemek,
korunmay1 6n plana cikarmak hedeflenmelidir di-
yebiliriz.
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