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OZET

Amag: Hepatit C viriis (HCV) enfeksiyonlarimin yonetimin-
de, tedavi oncesi genotip tayininin yapimasi onerilmekte-
dir. Bu c¢alismada da, Kayseri Egitim ve Arastirma
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvart’na génderilen
HCYV RNA pozitif 375 kan orneginde, HCV genotip dagili-
minmin belirlenmesi amaglannustir.

Gereg ve Yontem: HCV genotiplendirme “real-time polime-
raz zincir reaksiyonu” yontemiyle Abbott m2000r (Abbott
Molecular Diagnostic, ABD) sisteminde yapilmgstir.

Bulgular: Hastalarin 234°ti (%62.4) genotip 1, 12’si
(%3.2) genotip 2, dordii (%1.1) genotip 3, 120’si (%32)
genotip 4 olarak belirlenmigtir. Bes (%1.3) ornekte miks
enfeksiyon saptanmugtir (1+3, 1+1b+3, 1+1b+3, 1+1b+4,
I1+1a+2). Genotip I grubu icinde dokuzu (%2 4) alt tip 1a,
216’s1 (%57.6) alt tip 1b bulunurken, dokuz (%2 4) drnekte
alt tip belirlenememisgtir.

Sonuc: Kayseri’de HCV genotip 4 prevalansimin iilkemiz
genelinden daha yiiksek oranda bulunmasi, bu konuda
daha kapsamli ¢alismalara gereksinim oldugunu goster-
mektedir. Bu ¢calismada elde edilen sonuglarin, HCV enfek-
siyonunun klinik tedavi yonetimi ve epidemiyolojisine
yonelik katk: saglayacag diigiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Hepatit C viriisii, genotip, epidemiyo-
loji

SUMMARY

Genotypic Distribution of Hepatitis C Virus Infection in
Kayseri Region

Objective: The determination of the Hepatitis C virus
(HCV) genotype is recommended for the appropriate
management of HCV infection. In this study, it was aimed
to determine the HCV genotype distribution in 375 HCV
infected patients with positive HCV RNA.

Materials and Methods: Genotyping of HCV was perfor-
med by “real time polimerase chain reaction” (Abbott
m2000r=Abbott Molecular Diagnostic, ABD).

Results: Genotype 1 was identified in 234 (62.4%), genoty-
pe 2in 12 (3.2%), genotype 3 in four (1.1%) and genotype
4 in 120 (32%) of the patients. Five (1.3%) samples had
mixed infection (1+3, 1+1b+3, 1+1b+3, 1+1b+4,
1+1a+2). Among genotype 1 patients, nine (2.4%) were
identified as subtype la and 216 (57.6%) were subtype 1b,
while in nine (2.4%) samples, subtyping could not be deter-
mined.

Conclusion: The prevalence of HCV genotype 4 was found
to be higher in Kayseri region than the average in Turkey.
The results of this study indicated that further larger scale
studies are needed for the determination of the genotypic
distribution of HCV in Turkey. The results obtained in this
study is thought to contribute to the clinical management
and the epidemiology of HCV infection.
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GIRIS

Hepatit C hastalig1 tiim diinyada biiyiik kitleleri etki-
leyen biiyiik bir halk saglig1 sorunudur. Diinya Saglik
Orgiitii’niin verilerine gore 130-170 milyon insan
Hepatit C viriisi (HCV) ile enfektedir ve her yil
350.000 insan HCYV ile iligkili karaciger hastaliklar1

nedeniyle yasammm kaybetmektedir . Istatistiksel
olarak kronik HCV enfeksiyonu olan hastalarin %60-
70’inde kronik karaciger hastaligi, %5.2’sinde siroz
gelismekte ve hastalarin %1-5’1 siroz veya karaciger
kanserinden Olmektedir V. Agir sonuglart olabilen
hastaligin tedavi siirecinin ve takibinin dogru planla-
narak gerceklestirilmesi gerekir.
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HCV, Hepacivirus cinsi Flaviviridae ailesinden 30-60
nm capinda, zarfli, tek iplikli pozitif yonelimli bir
RNA virtisiidiir. Yaklasik 9600 niikleotid uzunlugun-
daki genomu; yaklagik 3000 aminoasitlik bir polipro-
teini kodlayan protein kodlayici bolge, open reading
frame (ORF) ve iyi korunmug 5’ve 3’ uclarinda iiriine

doniismeyen 5°UTR ve 3’UTR bolgelerinden olugur
©)

HCV, genetik cesitlilik 6zelligine sahiptir. Genetik
cesitlilik, diger bircok RNA viriisiinde oldugu gibi,
HCV’nin replikasyon hizinin yiiksek olmast buna
karsin RNA bagimli RNA polimeraz enziminin hata
onarimt iglevinin bulunmamasi ile iligkilidir. Genetik
cesitliligin yol agtig1 popiilasyonda bulunan mutant-
larin bagisik yanittan ve antiviral tedaviden kacgabil-
mesi, virlisiin varligini devam ettirmesinde ve tedavi-
ye direngte rol oynamaktadir ®¥. Yapilmig olan bir-
¢ok dizi analizi calismasinda, HCV’nin alti major
genotipi ve 80 civarinda alt tipi oldugu gosterilmistir
@, Farkli genotipler enfeksiyonun seyrini belirleme-
mekle birlikte tedavinin planlanmasi ve tedaviye
yanitin ongoriilmesi yoniinde yol gostericidir.

Bu nedenle HCV enfeksiyonunun klinik yonetiminde
HCV RNA viral yiik degerlerinin belirlenmesi ve
takibi ile birlikte genotip tayini 6nem kazanmugtir.

HCV genotip 1 ve 4’lin genotip 2 ve 3’e gore pegile
interferon ve ribavirin tedavisine daha direngli olma-
s1, tedavi siiresini ve dozunu degistireceginden teda-
viye baglamadan Once genotip tayininin yapilmasi
gerekir ©,

Farkli cografik lokalizasyonlarda farkli genotipler
goriilmekle birlikte diinya genelinde en sik goriilen
tip genotip 1’dir. Amerika Birlesik Devletleri’nde
(ABD) ve Avrupa’da tip 1, Kuzey Amerika, Avrupa
ve Japonya’da genotip 2 ve 3, Misir ve Ortadogu’da
genotip 4, Giiney Afrika’da genotip 5, Giiney Dogu
Asya lilkelerinde genotip 6 daha sik goriilmektedir
©7_ Vietnam’da goriilen genotip 7, 8, 9 ve Endo-
nezya’da goriilen genotip 10 ve 11 genotip 6 adi
altinda toplanmigtir ©.

Tiirkiye’de yapilan cesitli ¢calismalarda agirlikli ola-
rak genotip 1b’nin goézlendigi belirlenmistir. Bu
calismada da, HCV RNA pozitif hastalarin HCV
genotip tayinlerinin yapilarak hem klinik tedavi
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yonetimine destek vermek hem de bolgemizden HCV
genotip epidemiyolojisine yonelik literatiire katki
saglamak amaclanmisgtir.

GEREC VE YONTEM

HCV RNA tespiti: Kayseri Egitim ve Arastirma
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Molekiiler Labora-
tuvari’na Eyliil 2010-Aralik 2011 tarihleri arasinda
HCV enfeksiyonu siiphesi ile gonderilen serum
ornekleri caligmaya alindi. Orneklerin HCV RNA
diizeyleri “real time polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR)” yontemiyle (COBAS Ampli-Prep/COBAS
Tagman HCV=Roche Diagnostic, ABD) tespit edil-
di.

HCYV RNA porzitif 6rneklerin genotiplendirilmesi:
HCV RNA pozitif olarak tespit edilen 375 drnekte
genotipleme caligmasi yapildi. Her 6rnek icin 500u1
serum kullanilarak, otomatize Abbott m2000sp
(Abbott Molecular Diagnostic, ABD) cihazi ile ekt-
raksiyon yapildi. Ekstraksiyon 6ncesinde, ekstraksi-
yon ve PCR sirasinda RNA’nin stabilitesini kontrol
etmek amaciyla internal kontroller eklendi. Ekstrakte
RNA ornekleri master mix A, B ve C ile ti¢ farkli
test kuyucugunda karigtirildi. Her 6rnek igin {ig
PCR reaksiyonu yiiriitiildii. RNA’dan cDNA eldesi,
amplifikasyon ve genotiplendirme, real time PCR
yontemiyle Abbott m2000r (Abbott Molecular
Diagnostic, ABD) sisteminde firma onerileri dog-
rultusunda calisildi. NS5B ve 5’UTR bolgeleri (alt
tip la ve 1b) ve internal kontrol icin dort primer
grubu kullanildi. Amplifikasyon iiriinleri real time
Minor Groove Binder (MGB) prob kullanilarak tes-
pit edildi. Her 6rnek, 6 genotip ve alt tip la ve 1b
i¢in test edildi.

Analiz: Veriler SPSS 17.0 (Statistical Package for
the Social Sciences, SPSS Inc, Chicago, IL, USA)
istatiksel analiz programi ile degerlendirildi. Verilere
normallik varsayimimi test etmek i¢in Jarque-Bera
testi uygulandi ve normal dagilimli veriler Student-t
ve Pearson korelasyonu testleri ile karsilagtirildi.
HCV RNA verilerinin dagilim1 ¢arpik oldugundan
logaritmalart alindi. Gruplar arast RNA diizeyleri
karsilastirmasinda Tukey testi kullanildi. Istatistiksel
anlamlilik diizeyi icin p<0.05 kabul edildi ve bulgu-
lar ortalamaxstandart sapma ve dagilimlar yiizde
seklinde gosterildi.
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BULGULAR

HCV RNA pozitif 375 hastanin 238’1 (%63.5) kadin,
137’si (%36.5) erkek olup yas ortalamalar1 sirastyla
55.2+12.6 ve 53.4+13.4 olarak bulundu. Tablo 1’de
hastalarin HCV genotip dagilimi gosterilmektedir.
Hastalarin 234’1 (%62.4) genotip 1, 12’si (%3.2)
genotip 2, dordii (%1.1) genotip 3, 120°si (%32)
genotip 4 olarak belirlendi. Bes 6rnekte (%1.3) miks
enfeksiyon saptandi (143, 1+1b+3, 1+1b+3, [+1b+4,
I+1a+2). Genotip 1 grubu i¢inde dokuzu (%2 .4) alt
tip la, 216’s1 (%57.6) alt tip 1b bulunurken, dokuz
(%2.4) ornekte alt tip belirlenemedi. HCV genotip
dagilimlarina gore hastalarin yag ortalamalart Tablo
2’de gosterilmistir. Orneklerin HCV RNA diizeyleri
5.33x10'-3.54x107 araliginda olup, ortalama HCV
RNA degeri 1.72x10° idi. Ayrica genel olarak tiim
genotiplerde hastalarin yaslartyla, HCV RNA diizey-

Tablo 1. Calisma grubundaki hastalarmm HCV genotip dagili-
mi.

Genotip n Yiizde (%)
1 234 624

2 12 32

3 4 1.1

4 120 320
Miks 5 1.3
Toplam 375 100

n: Pozitif ornek sayis

Tablo 2. HCV genotiplerine gore hastalarin yas ve cinsiyet
dagilimi.

Genotip n Yas Kadin Erkek
Ort+ SS n (%) n (%)

1 234 56.7+10.9 151 (%64.5) 83 (%35.5)

2 12 399+154 3 (%25) 9 (%75)

3 4 385+160 0 (%0) 4 (%100)

4 120 543x126 80 (%66.7) 40 (%33.3)

Miks 5 63.6+8.2 4 (%80) 1 (%20)

n: Pozitif ornek sayist

Tablo 3. Genotiplere gore HCV RNA diizeyleri.

Genotip n HCYV RNA+SS (logaritma)
1 234 5.84+0.7¢

2 12 5.69+0.91

3 4 5.62+1.17

4 120 5.45+0.76*

Miks 5 5.96+0.51
ap<0.001

leri arasinda pozitif bir korelasyon tespit edildi
(p=0.032, r=0.111). Gruplar arast1 RNA diizeyleri
karsilastirmasinda da anlamli farklilik oldugu goz-
lendi (p<0.001) (Tablo 3).

TARTISMA

Giintimiizde HCV enfeksiyonu tedavisinde pegile
interferon alfa ve ribavirin kombinasyonu kullanil-
maktadir ve kombinasyonun tedaviye kalict viral
yanit orani genotip 2 ve 3’te yaklasik %80 iken,
genotip 1’de tedaviye yanitsizlik oran1 %50’yi bul-
maktadir ¢, HCV genotip 4 hastalarinda ise kombi-
ne tedaviye kalici virolojik yanit ancak %35’tir. Bu
diistik oran nedeniyle genotip 4’iin tedavisi zor olarak
kabul edilmektedir '»., HCV viral yiik diizeyi ve
genotip tedavi bagarisini etkilemektedir. Bu nedenle,
klinik uygulamada pegile interferon-ribavirin tedavi-
sinin dozunu, siiresini ve tedaviye yanit olasiligini
belirlemek icin HCV genotip belirlenmesi gereklidir.
Genotip tayini maliyet-etkin olarak kabul edilmekte-
dir.

HCV genotipleme icin kullanilan gesitli yontemler
mevcuttur. Bugiin kullanilan ve altin standart kabul
edilen yontem genomun C, E1 ya da NS5b bolgesinin
PCR yontemi ile cogaltilarak dizi analizinin yapilma-
sidir @M. Ancak, dizi analizi yontemleri deneyimli
personel ve Ozel ekipman gerektirmesi nedeniyle,
yaygin olarak pratik bulunmamakta ve yalnizca belir-
li laboratuvarlarda gergeklestirilmektedir. Genotipe
ozgii primerlerle kor ya da NS5b bolgeleri hedef ali-
narak yapilan PCR ile genotipleme; 5’UTR bolgesi-
nin PCR ile ¢ogaltilmas1 sonrasi restriksiyon enzim-
leri ile kesilmesi ile yapilan “restriction fragment
length polymorphism (RFLP) ile genotiplendirme;
5’UTR, C, E1, NS3 ya da NS5b genleri hedef alina-
rak yapilan ve tipe 6zgii problarla PCR sonrasi revers
hibridizasyonla genotiplendirme ve C, E1 ya da NS4
bolgesi peptidleri ile yapilan serotiplendirme kullani-
lan diger yontemlerdir >V,

Bu calismada NS5b ve 5°UTR bolgeleri hedef alina-
rak PCR temelli otomatize bir yontem kullanilmisgtir.
Otomatize olmasi ve kisa siirede sonu¢ vermesi gibi
avantajlart bulunan bu yontemin; yapilan kargilagtir-
mali ¢aligmalarda, 5’UTR ve core bolgesinin revers
hibridizasyonu ve RFLP yontemleriyle uyum goster-
digi bildirilmigtir “>1.
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Tablo 4. Ulkemizde yapilmis olan baza HCV genotip arastirma sonuclari.
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**Genotip (%)
Arastirmaci Yil N* 1 la 1b 2 3 4 mix
Abacioglu ve ark. ¥ 1995 89 17 (19.1) 67 (75.3) 3(34) - 2(2.2) -
Sonmez ve ark. 19 1996 59 - 41 (69.5) - - - 3(5.1)
Yal¢in ve ark. (9 1999 28 - 28 (100) - - -
Yarkin ve ark. '” 2000 72 14.5 82.2 33 - - -
Ozacar ve ark. 1® 2001 170 17 (10) 138 (81.2) 4(2.4) 1(0.6) 2(1.2) 8 (4.7)
Bozdayi ve ark. 1 2002 36 8(22.2) 28 (77.8) - - - -
Erensoy ve ark. @” 2002 50 15 (30) 30 (60)
Bozdayt ve ark. @V 2004 365 43 (11) 306 (84) 10 (3) 3(1) 3(1)
Selguk ve ark. ®? 2006 130 32 (24.6) 89 (68.5) - - 9 (7)
Altindis ve ark. @ 2006 53 3(5.7) 49(924)  1(19) - -
Gokahmetoglu ve ark. ¥ 2007 57 35 55 (96.5) - -
Cil ve ark. @9 2007 22 5(22.7) 16 (72.7) 14.5)
Ural ve ark. ?© 2007 80 - 80 (100) - - -
Altuglu ve ark. @7 2008 345 - 34 (9.9) 301 (872) 309 514 2(0.6)
Sanhdag ve ark. ®® 2009 100 31 2(2) 90 (90) 2(2) - 5(5)
Ciftci ve ark. @ 2009 34 (912) - - - - 3(8.8)
Ozbek ve ark. 60 2009 74 3(4.1) - 65 (87.8) 2(2.7) 2(2.7) -
Kiiciikoztas ve ark.®) 2010 115 - 1(1.9) 40(769) 2(38)  5(9.6) 1(19)
Kalayci ve ark. ¢ 2010 30 1 6 (20) 19 (63.3) - - 4(13.3)
Aktas ve ark. @9 2010 39 - 1(26) 38 (97.4) - - -
Celik ve ark. ¥ 2010 178 16 (8.99) 157 (8820) 2 (1.12) 3 (1.69) -
Karshgil ve ark. 9 2011 51 - 5(9.8) 40 (784)  4(18) 12) 12)
Gokahmetoglu ve ark. 9 2011 146 8(9) 5(5.5) 77 (85.5) 4227 - 52 (35.6)
Bu ¢aligma 375 9(2.4) 9(2.4) 216 (57.6) 12(3.2) 4(1) 120 (32) 5(1.4)

* Calismadaki toplam ornek sayisi, ** Pozitif ornek sayist

Ulkemizde HCV genotiplendirme ile ilgili yapilan
caligmalarda diinya genelinde oldugu gibi genotip 1b
en sik gortilen tip olarak saptanmis ve genotip 1b’nin
goriilme sikligt %60-100 aralifinda bildirilmistir.
Caligmamizda iilkemizden bildirilen sonuglarla
uyumlu olarak, en sik gériilen HCV genotipi 1b ola-
rak bulunmugtur. Tiirkiye’de bu konuda yapilmig
calismalar Tablo 4’te 6zetlenmigtir 1439,

HCV Genotip 4; Misrr, Urdiin, Kuveyt, Liibnan,
Suudi Arabistan ve Suriye gibi Arap iilkelerinde en
yaygin goriilen tiptir ¢”. Omran ve ark.’nmn ©®
Misir’da yaptiklart bir caligmada genotip 4 preva-
lans1 %94.3 olarak bildirilirken, Liibnan’da yapilan
bir bagka ¢alismada genotip 4 siklig1 %35.7 oranin-
da bulunmugtur ®”. Bununla birlikte son yillarda,
Giiney Avrupa iilkelerinden 1italya, Fransa,
Yunanistan ve Ispanya’da %10-24 oranlarinda geno-
tip 4 bildirilmigtir “©. Fransa’da yiiriitiilen bir ¢alis-
mada, genotip 4 prevalansi %7.4 olarak bulunmus;
HCV genotip 4 hastalarinin, intravendz ila¢ kulla-
nan ve Afrika ve Ortadogu kokenli iki gruptan olus-
tugu belirtilmigtir “D. Ayrica, HIV ile koinfekte
HCV enfeksiyonu bulunan hastalarda genotip 4
goriilmektedir “9. Son yapilan calismalarda,
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Avrupa’da HCV genotip 4 yayiliminin, endemik
oldugu Kuzey Afrika’dan Avrupa’ya goc¢ sonucu
olustugu vurgulanmaktadir “». HCV genotip 4 sik-
l1g1, tilkemizde yapilan g¢aligmalarda %0.6-35.6
araliginda bildirilmistir. Kayseri’de Gokahmetoglu
ve ark.’nin ®¥ pirosekanslama yontemiyle yaptigi
calismada genotip 4 goriilme orani %35.6 olarak,
ikinci siklikta bulunmugtur. Sanhdag ve ark. ®®
Manisa’da yaptiklart caligmada genotip 1b’nin
ardindan ikinci siklikta %5 oraninda genotip 4 belir-
lediklerini bildirmigtir. Benzer sekilde bu caligmada
da ikinci siklikta goriilen, %32 oraniyla genotip 4
olmustur. Kayseri bolgesinden farkli yontemlerle
yapilan iki ayr1 calismada %32 ve %35.6 oranlari-
nin bulunmus olmasi dikkat ¢ekicidir. Diger calis-
malardan farkli olan bu prevalans oraninin bolgesel
bir farklilifa isaret ettigi ve Kayseri’de goriilen
HCV 4 popiilasyonunun kokenine yonelik analitik
calismalarin yapilmasi gerektigi diisiiniilmiistiir.

Sonug olarak, hem genotip 1b hem de genotip 4’iin
tedavide kullanilan ilaglara direncli olmasi nedeniyle,
Kayseri’de kronik HCV hastalarinin %90°nin tedavi
siirecinin, hasta ve hekim acisindan ciddi bir sorun
olusturdugu anlagilmaktadir.
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