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Kronik Hepatit C Enfeksiyonlu Hastalarda Hepatit C Viriis
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OZET

Amag: Hepatit C viriisiiniin (HCV) genotiplendirilmesi
tedavi protokollerin segcimi ve klinik siirecin takibinde ¢ok
biiyiik onem tasumaktadir. HCV’nin major genotipleri ara-
sinda, kotii prognoz ve uzun siireli tedavi ile iliskili olan
genotip 1b, Tiirkiye'de en sik goriilen genotiptir. Bu ¢alig-
mada, HCV RNA testi pozitif saptanan 108 hastanin geno-
tip dagilinumin belirlenmesi amaglanmugtir.

Gere¢ ve Yontem: Anti-HCV testi mikropartikiil EIA
(MEIA, Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, ABD), kanti-
tatif HCV RNA testi gercek zamanli revers transkriptaz
polimeraz zincir reaksiyonu (Real-time PCR, Abbott
Molecular, Inc., Des Plaines, IL, ABD) yontemi ile ¢calisildi.
HCV genotiplendirme ise; HCV ABI PRISM 310 Genetik
Analizor (Applied Biosystems, ABD) kullanilarak baz dizi
analizi yontemi ile yapild.

Bulgular: Hastalarin alanin aminotransferaz (ALT) sevi-
yeleri 10-301 IU/L (ortalama: 64.04+41.9 IU/L) ve HCV
RNA seviyeleri ise 1.100-12.473.751 IU/ml (ortalama:
1.665.034+2.463.931) olarak bulundu. Yapilan genotiplen-
dirme sonuclarina gore, 85 (%79) hastada genotip 1b,
sekiz (%7) hastada genotip la, yedi (%6.5) hastada geno-
tip 2, bir (%1) hastada genotip 4, bir (%1) hastada genotip
6 ve alti (%5.5) hastada mikst HCV genotipi saptanmugtir.
Mikst HCV genotipi saptanan alti hasta degerlendirildigin-
de, iki hastada genotip la ve 1b, bir hastada genotip la ve
4, bir hastada genotip 1a ve 6, bir hastada genotip 1b ve 3,
bir hastada ise genotip 1b ve 6 saptannugstir.

Sonug: Calismanmizda, genotip 1b’nin hastalarimizda en
yaygin genotip oldugu saptannugtir. Hastanemize ait bu ilk
verilerden alinan sonuglar, kronik hepatit C viriis ile enfek-
te olan kigilere tedavi baglanirken ve klinik siirecin takibin-
de, mikst HCV genotipleri ile de karsilasilabileceginin goz
oniinde bulundurulmasimin hasta takibinde yararl olacagi-
nt diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Epidemiyoloji, HCV RNA, Hepatit C
virlisii, genotip

SUMMARY

The Distribution of Hepatitis C Virus Genotypes in
Patients With Chronic Hepatitis C Infection

Objective: Hepatitis C Virus (HCV) genotyping is of
crucial importance in the determination of treatment
protocols and follow up of the clinical course. Among the
major genotypes of HCV, genotype 1b which is associated
with poorer prognosis and longer duration of treatment, is
the most frequently seen genotype in Turkey. In this study,
we aimed to determine the genotype distribution among
108 HCV RNA positive patients.

Material and Methods: Anti-HCV and quantitative HCV
RNA tests were performed using microparticle EIA method
(MEIA, Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, USA) and
real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction
method (Real-time PCR, Abbott Molecular, Inc., Des
Plaines, IL, USA) respectively. The genotyping was
performed using the base sequence analysis in ABI PRISM
310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA).

Results: Alanine aminotransferase (ALT) and HCV RNA
levels of the patients were found to be 10-301 IU/L.
(mean: 64.04+41.9 IU/L) and 1.100-12.473.751 IU/ml
(mean: 1.665.034+2.463.931), respectively. According to
the results of the genotyping, genotype 1b was determinated
in 85 (79%), genotype la in 8 (7%), genotype 2 in 7
(6.5%), genotype 4 in 1 (1%), genotype 6 in 1 (1%) and
mixed HCV genotype in 6 patients (5.5%). Evaluation of
6 patients with mixed HCV genotypes revealed the
presence of genotype la and 1b (n=2), genotype la and 4
(n=1), genotype 1b and 3 (n=1), one patient had genotype
1b and 6 (n=1), and genotype la and 6 (n=1) in respective
number of patients.

Conclusion: Genotype 1b was found to be the most
prevalent genotype among our patients. The results from
this preliminary data related to our hospital suggest that
taking mixed HCV types in consideration would be helpful
during initiation of treatment and clinical follow-up process
in chronic HCV infected patients.
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GIRIS

Hepatit C viriisii (HCV), gerek diisiik seropreva-
lansa sahip olan iilkemiz, gerekse diinyada
onemli bir global halk saglig1 sorunudur. Diinya
Saglik Orgiitii verilerine gore, ¢ogu gelismis
iilkelerde olmak iizere diinya niifusunun %3’i
HCV ile enfektedir”. Genellikle asemptomatik
enfeksiyon olusturmasina ragmen, %85’lere
varan kroniklesme oranlar1 yaninda siroz
(~%?20), hepatoselliiler karsinom (HSK) (~%1-4)
gelisebilmesi nedeniyle onemli mortalite ve
morbidite nedenidir®?.

Giintimiizde HCV viriisiiniin bilinen 6 genotipi,
100°’den fazla subtipi ve tiirlimsii yapilari
tanimlanmistir®®. Genotip 1, 2, 3 tiim diinyada
yaygin olarak saptanirken, diger tiplerin dagili-
m1 cografi bolgelere gore farkliliklar
gostermektedir'®”. Genotip 1b diinyada en yay-
gin bulunan subtiptir. Genotip la siklikla
Amerika ve Kuzey Avrupa’dan, genotip 2a ve 2b
Japonya ve Kuzey Italya’dan, genotip 3 6zellik-
le Hindistan olmak iizere Amerika ve Avrupa’dan,
genotip 4 Afrika ve Orta Dogu’dan, ender goriil-
mekle birlikte, genotip 5 Giiney Afrika’dan,
genotip 6 ise Hong Kong ve Giineydogu Asya
iilkelerinden bildirilmektedir®. Ulkemizde ise
en sik saptanan genotipin 1b oldugu bildiril-
mektedir?,

HCV enfeksiyonlarinin tedavisinde, tedavi bag-
langicindaki HCV RNA viral yiikiiniin, mevcut
karaciger fibrozisi ve inflamasyon diizeyinin,
alanin aminotransferaz (ALT) diizeyinin yani
sira HCV genotipinin de bilinmesi, uygun tedavi
protokoliiniin secilmesi ve tedavi siiresinin belir-
lenmesini etkileyen en onemli faktorlerden-
dir®?». HCV genotip 1 ve 4’iin tedaviye daha
direncli ve dolayistyla tedavi siiresinin uzun
olmasinin gerektigi, genotip 2 ve 3’iin ise teda-
viye daha kisa silirede yamit verdi8i
bilinmektedir!3*¥.
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Bu calismada, hastanemize bagvuran ve takibe
alman kronik HCV hastalarinin genotip ve alt
tiplerinin dagiliminin arastiritlmasi ile HCV
enfeksiyonlarmin molekiiler epidemiyolojisinin
belirlenmesinin yani sira uygulanacak tedavi
protokoliiniin planlanmasinda katkida bulunul-
mas1 amaglanmustir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Haziran 2009 ve Subat 2012 tarihle-
ri  arasinda, hastanemiz = Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na bagvurmus, anti-HCV ve HCV
RNA testi pozitif saptanip, genotipleri belirlenen
108 kronik HCV hastasi dahil edildi. Hastalar ile
ilgili demografik bilgiler, karacier enzim diizey-
leri, HCV RNA diizeyleri ve HCV genotipleri
retrospektif olarak kaydedildi. Rutin anti-HCV
testleri mikropartikiil EIA (MEIA, Abbott
Laboratories, Abbott Park, IL, USA) ve kantita-
tif HCV RNA testleri ise gercek zamanli revers
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-PCR; Abbott Molecular, Inc., Des Plaines,
IL, ABD) yontemi kullanilarak caligildi. HCV
genotiplendirilmesinde ise, hedef bolge olarak
5" non-coding region (5'-UTR) bolgesinin kulla-
mldig1 DNA dizi analizi yontemi ile ABI PRISM
310 Genetik Analizér (Applied Biosystems,
ABD) kullanilarak uygulanmaigtir.

HCV RNA’nin 5'- UTR bolgesinin amplifikas-
yonu: Bu amagla 2 basamakli bir protokol uygu-
land1. Ik basamakta, komplementer DNA
(cDNA) sentezi, 42°C’de 1 saat random hekza-
merlerin varlifinda Moloney Murine Leukemia
Viriis (MMLV) revers transkriptazinin kullanil-
dig1 ticari kit (RevertAid, Termo, Birlesik
Krallik) ile firma onerilerine uyularak yapildi.

Ikinci basamakta ise nested PCR uygulandi.
HCV RNA'nin 5'-UTR bolgesinin amplifikas-
yonu, elde edilen cDNA kullanilarak iki dongii-
de gerceklestirildi. Dongiilerde kullanilan pri-
mer setleri ve her bir dongiide olusan amplikon-
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Tablo 1. Genotiplere gore yas ve cinsiyet dagilimi.

Yag Cinsiyet
Genotip n % Ortalama +SD Kadin  Erkek n
n (%) (%)

la 8 7 54.5+17.57 5(67.5) 3(375)
1b 85 79 58.09+14.09 49 (58) 36 (42)
2 7 65 58.57+9.64 3(43) 4(57)
4 1 1 79 1 0

6 11 47 1 0
Mikst tip 6 55 66+14.26 1(17) 5(83)

larin biiytikligi (bp) sirasiyla sdyledir: Birinci
dongiide; primer 11 (GTG CTC ATG GTG CAC
GGT CTA CGA GAC CT) ve primer 12 (CTG
TGA GGA ACT ACT GTC TT) kullanilarak
305bp’lik, ikinci dongiide primer 21 (CAC TCG
CAA GCA CCC TAT CAG GCA GT) ve primer
22 (TTC ACG CAG AAA GCG TCT AG) kulla-
nilarak 274bp’lik amplikon elde edildi. In-house
uygulanan amplifikasyonlarda ticari hotstart Taq
DNA polimeraz (Bioron, Almanya) kullanildi.

Amplikonlarin Sekansi ve Filogenetik Analizi:
Sekans analizi i¢in ABI 310 Genetik Analizer
kullanildi. Elde edilen datalarin ileri analizi tica-
ri software (CLC Bio, Main workbench v5.2,
Danimarka) kullanilarak uygulandi. Filogenetik
analiz, bilinen HCV genotip sekanslarini iceren
Neighbor-Joining analizine gore yapildi.

Istatistiksel analiz icin SPSS 11.5 (SPSS Inc,
Chicago, IL, ABD) program: kullanildi.
Tanimlayici istatistiksel metodlarin (Ortalama,
Standart sapma) yani sira verilerin gruplar arasi
kargilastirmalarinda Kruskal Wallis ve Mann
Whitney U testleri kullanildi. Sonuglar %95°lik
giiven aralifinda, anlamlilik p<0.05 diizeyinde
degerlendirildi.

BULGULAR

Calisma grubumuzda yer alan 108 hastanin 60’1
(%56) kadin, 48’1 (%44) erkek olup, yas ortala-
masi 57.97+14.67 (yas aralig1 19-85 yil) yildir.

Tablo 2. Genotiplere gore ALT ve HCV RNA diizeylerinin de-
gerlendirilmesi.

ALT HCV RNA
Genotip n % Ortalama +SD Ortalama + SD
la 8 7 49.5+39.51 1.404.921+£731.186
1b 85 79 68.02+43.6 1.831.457+2.648.264
2 7 65 53.14+34.77 1.677.216+1.756.379
4 11 42 1.100
6 1 1 15 53.594
Miksttip 6 55 55.16+34.39 1.289.338+2.399.423

*ALT; Alanin aminotransferaz

Hastalarin ALT diizeyleri 10-301 IU/L.(ortala-
ma:64.04+41.9) arasinda degismektedir. Caligma
grubumuzun HCV RNA diizeyleri 1.100—
12.473.751 1IU/ml. (ortalama: 1.665.034+
2.463.931) arasinda bulunmustur. Yapilan geno-
tiplendirme sonuglarina gore, 85 (%79) hastada
genotip 1b, 8 (%7) hastada genotip 1a, 7 (%6.5)
hastada genotip 2, 1 (%1) hastada genotip 4, 1
(%1) hastada genotip 6 ve 6 (%5.5) hastada
mikst HCV genotipi saptanmigstir. Mikst HCV
genotipi saptanan 6 hastanin 2’sinde genotip la
ve 1b, 1’inde genotip 1a ve 4, 1’inde genotip la
ve 6, 1’inde genotip 1b ve 3, 1’inde genotip 1b
ve 6 saptanmugstir. Genotiplere gore yas ve cinsi-
yet dagilimi Tablo 1’de, ALT ve HCV RNA
diizeylerinin genotiplere gore degerlendirilmesi
Tablo 2’de gosterilmigtir. Calismamizda geno-
tiplere gore olgularin yag (p=0.431) ve cinsiyet
(p=0.057) dagilimlar1 agisindan istatistiksel ola-
rak anlamli bir farklilik saptanmamuistir (p>0.05).
Genotipler arasinda HCV RNA diizeyleri
(p=0.549) ve ALT diizeyleri (p=0.889) a¢isindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunma-
mustir (p>0.05).

TARTISMA

Giintimiizde hala HCV enfeksiyonlarindan koru-
nabilecek herhangi bir as1 veya immiinglobulin
bulunamamasi ve enfeksiyonun seyrinden dola-
y1 toplumdaki gercek prevalansinin bilinememe-
si nedeniyle global bir halk saglig1 sorunu olma-
ya devam etmektedir. Virlis genomunun degisik
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bolgelerindeki niikleotid ve aminoasit dizilimle-
rinde olasilikla mutasyonlar sonucu olugan fark-
Iiliklar HCV genotiplerini olusturmaktadir.
Olusan genotipler arasinda bulunan antijenik
farkliliklar enfeksiyonun serolojik tanisinda
sorunlara neden olabilirken"?, 6zellikle tedavi-
ye alinan hastalarda tedavi siiresini, segilecek
ilag dozunu ve kalici viral yanit oranlarini etki-
leyen onemli bir belirleyicidir. Bu nedenle HCV
enfeksiyonlarinin dogru ve erken tanisinin kon-
masinin yani sira genotiplerinin de belirlenerek
uygun tedavi protokollerinin secilmesi toplum
saglhgi agisindan olduk¢a 6nemlidir®?®,

Bu amacla iilkemizde de HCV genotiplerinin
dagilimimin aragtirildigr pek ¢ok caligma bulun-
maktadir. 1995 yilinda, Izmir’de Abacioglu ve
ark.""V 89 olguda HCV genotiplerini arastirmis,
yapilan calismada, en sik genotip 1b (%75.3)
olmak iizere sirasiyla genotip la %19.1, genotip
2 %3.4 ve genotip 4 ise %2.2 oraninda bulun-
mustur. Ayrica calismada kronik hepatit C’li
hastalarin serum ALT diizeyleri arasinda anlaml
bir fark bulunmamustir. Altuglu ve ark.’nin“?
ayni ilde 2008 yilinda 345 olguda yaptiklari
caligsmada ise, baskin genotipin 1b olmasina rag-
men, genotip ¢esitliginin arttigini ve siklik sira-
styla tip 1b, 1a, 3,2 ve 4 (%87.2, %9.9, %14,
%0.9, %0.6) tespit etmislerdir. Genotip 1 olgula-
11, olmayanlara goére anlaml olarak yagh bulun-
mustur. Yine ayni bolgede Manisa’da Sanlhidag
ve ark.’nin"® 2009 yilinda yapmus olduklari 100
hastay1 iceren caligmada, sirastyla genotip 1b
%90, genotip 4a %5, genotip la ve 2 %2 oranla-
rinda saptanmig, genotip 4 oranlarindaki artiga
dikkat ¢cekmiglerdir.

Kendal ve ark.’nin® 1999‘da Giineydogu
Anadolu bolgesinde nested PCR yontemi kulla-
narak yaptiklari ¢aligmada, 28 olgunun tamami
genotip 1b (%100) bulunurken, daha sonra ayni1
bolgede 2004 yilinda Cil ve ark.’nin® yapmis
olduklari ¢calismada, genotip 1b’nin %72.8 orani
ile en sik goriilen genotip oldugu, ancak diger
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genotiplerinde (genotip la %22.7, genotip 3a
%4.5) goriilmeye baglandig1 saptanmustir.

Ulkemizin gesitli bolgelerinden yapilan ¢aligma-
larda ise, Yarkin ve ark.'® 2000 yilinda Adana
ve Mersin bolgesinden 62 olguda nested PCR
yontemi ile siklik sirasiyla genotip 1b, la, 2a
(%82.2, %14.5, %3.3) bulmus, ayrica genotipler
arasinda yas, cinsiyet, serum ALT diizeyleri ara-
sinda anlamli fark bulamadiklarini bildirmisler-
dir. Istanbul’da 2010 yilinda Kiigiikoztas ve
ark.’nin"” yaptiklart 52 olgu igeren ¢aligmala-
rinda, hastalarin  %76.9’unda genotip 1b,
%9.6’1da genotip 3a, %5.7’sinde genotip 4e,
%3.8’inde genotip 2a/2c, genotip 4 ve la ise
%1.9 oraninda saptanmistir. Ayrica c¢aligmada,
genotipler arasinda HCV RNA ve serum ALT
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlaml
farklilik saptanmazken, genotip 1 ile enfekte
olan hastalarin yag ortalamasinin genotip 2 ve 3
ile enfekte olanlardan istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek oldugunu tespit etmislerdir.
Yine 2010 yilinda Aktag ve ark.’nin""®Zonguldak
ilinde yapmis olduklart ¢aligmada, 39 hastanin
38’inde (%97.4) genotip 1b ve 1 hastada (%2.6)
genotip la tespit etmiglerdir. Hastanemizinde
icinde yer aldig1 I¢ Anadolu bélgesinde ise yapi-
lan ¢aligmalarda, diger bolgelerle uyumlu olarak
baskin genotipin genotip 1b oldugu bildirilmek-
tedir. Gokahmetoglu ve ark.’” 2007 yilinda
Kayseri’de 57 olguda yapmis olduklart ¢alisma-
da, genotip 1b’i %96.5 ve genotip la’t %3.5
oraninda bulmus, ayrica bakilan serum AST,
ALT ve HCV RNA diizeyleri arasinda anlaml
fark tespit etmediklerini bildirmistir. Ural ve
ark.’nin®” ayn1 yilda Konya’da yaptiklart ¢alis-
mada, 80 olgunun tamaminin genotip 1b (%100)
oldugu saptanmugtir.

Hastanemizin bulundugu Ankara ilinde ise,
1996’da Tuncer ve ark.’nin®" 58 olguda yaptik-
lar1 aragtirmada, siklik sirasiyla genotip 1b, la, 2
ve 4 (%72, %21, %5, %2) saptanmistir. Bozday1
ve ark.’nin®? ilimizde 2002 yilinda yaptiklar1 36
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hemodiyaliz hastasi iceren calismasinda; geno-
tip 1b %77.8, genotip 1a %22.2 oraninda bulun-
mugken, 2004 yilinda yaptiklari calismada®,
365 olguda genotip dagilimini, siklik sirastyla
tip 1b, la, 2, 3 ve 4 (%84, %11, %3, %1, %1)
olarak bildirmistir. Caligmamizda, Haziran 2009
ve Subat 2012 tarihleri arasinda 108 kronik
HCV hastasinin genotiplendirilmesi sonucunda
baskin genotipin 1b (%79) oldugu saptanmustir.
Genotip 2 prevalansi bolgesel farkliliklar goster-
mekle birlikte yapilan calismalarda, %0.9-5
arasinda bildirilmektedir(!!-13:16.17:2123.25:26) = Calyg-
mamizda, genotip 2 %6.5 oraninda yiiksek oran-
da bulunmasina ragmen, genotip 2’nin son yil-
larda oldukga yiiksek %14.5’e varan oranlarda
bildirildigi calismalar da bulunmaktadir®.
Genotip 3 lilkemizde farkli merkezlerden genel-
likle diigiik oranlarda (%0-4.5) bildirilmis-
tir12152% Ozellikle 2010 y1li sonrasinda genotip
3 oranlarinda belirgin artis goriilmesine rag-
men7#2630 " calismamizda yalnizca bir olguda
genotip 1b ve genotip 3 birlikteligi saptanmugtir.
Yaygin olarak Hong Kong ve Giineydogu Asya
lilkelerinden bildirilmekte olan genotip 6@,
tilkemizden ilk kez 2013 yilinda Tezcan ve
ark.’nin®" Mersin’de yapmig oldugu calismada
9%0.4 (1 hasta) oraninda bildirilmistir. Calisma-
mizda, mikst HCV genotipi saptanan 2 hastada
(genotip 1a ve 6, genotip 1b ve 6) ve bir hastada
da tek bagina genotip 6 saptanmistir. Ulkemizde
daha once rastlanmayan yeni genotiplerin sap-
tanmaya baglamasi, Ozellikle c¢aligmamizda
oldugu gibi iilkemizde sik goriilen genotiplere
(genotip 1b ve la) ek olarak mikst HCV enfek-
siyonu olusturabilmeleri dikkat cekicidir.
Ulkemizde HCV genotiplerinin birlikte goriil-
meye baglandigimi gosteren calismalar bildiril-
meye baglanmistir®®-?. Caligmamizda, 2 hastada
genotip la ve 1b birlikteligi, 4 hastada ise sik
goriilen genotip 1 (2 hastada 1a, 2 hastada 1b)
yaninda iilkemizde daha az goriilen genotipler
ile birliktelik saptanmustir. Ankara’nin ¢
Anadolu bolgesinin cesitli illerinden siklikla gé¢
alan bolgesinde hizmet veren hastanemizden

almis oldugumuz verilerde, ozellikle ilimizde
olmak iizere ge¢miste yapilan calismalarla
uyumlu olarak baskin genotipin hala tip 1b oldu-
gu ancak genotip 1b sikligindaki azalma ile
beraber HCV genotip ¢esitliliginin arttigi ve
kronik HCV enfeksiyonlarinda mikst HCV
genotiplerinin de goriilmeye bagladigi tespit
edilmistir. Kan tranfiizyonunda verici kanlarinin
HCV agisindan taranmasi ve tek kullanimlik
enjektorlerin kullanimina gecilmesinin yani sira
diger iilkelere seyahatin kolaylagsmasi genotip 1
enfeksiyonlarinin azalarak az goriilen diger tip-
ler ve mikst tipler ile enfeksiyonlarin artmaya
baglamasinin nedeni olarak gosterilebilir ve bu
durum Abacioglu ve ark.’nin™ hipotezlerini
desteklemektedir. Bazi caligmalarda, genotip 1
tespit edilen hastalarin yag ortalamalari
arasinda>'729 bazilarinda ise HCV genotipleri
ve HCV RNA diizeyleri arasinda®? anlamli fark
bulunmasina ragmen, yapmis oldugumuz calig-
mada bazi caligmalarla uyumlu olarak®27%
genotipler arasinda yas, cinsiyet, serum ALT
diizeyleri vee HCV RNA diizeyleri arasinda
anlamli fark bulunmamugtir.

Hastanemize ait bu ilk verilerden alinan sonug-
lara gore, hastalarimizda yaygin olarak goriilen
genotipin tip 1b oldugu, ancak tedavi baglangici,
tedavi siiresi ve tedaviye yanitin takibinde, has-
talik prognozunun 6ngoriisiinde iilkemizde daha
az goriildiigii bilinen genotipler ve mikst tip
HCV enfeksiyonlari ile de karsilagilabileceginin
g0z Oniinde bulundurulmasinin hasta takibinde
yararli olacagi saptanmigtir.
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