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Giriþ

Hepatit C virüs (HCV) enfeksiyonu tüm dünyada yaygýn,
oldukça ciddi bir saðlýk sorunudur. Dünyada 170
milyondan fazla insan HCV ile kronik olarak enfektedir.
HCV enfeksiyonu kronik karaciðer hastalýðýndan ölümlerin
en sýk görülen nedenlerinden biridir. HCV kronik karaciðer
hastalýðýnýn en az %40�ýndan sorumludur (1).

HCV�nin farklý genotipleri hastalarýn takip ve tedavisini
belirlemede önemlidir. Bazý araþtýrýcýlara göre 6 (2),
bazýlarýna göre ise 11 (2) ana HCV genotipi bulunmaktadýr.
HCV genotip 1a Kuzey Amerika ve Avrupa�da; 1b
Japonya, Güney ve Doðu Avrupa�da; genotip 2a-2b Kuzey
Amerika, Avrupa ve Japonya�da; genotip 3 Güney Doðu
Asya�da ve damar içi uyuþturucu baðýmlýlarýnda; genotip
4 Orta Doðu, Mýsýr ve Orta Amerika�da; genotip 5 Güney
Afrika�da; genotip 6 Hong Kong ve Vietnam�da sýklýkla
görülmektedir (3). HCV genotip 1b�de hem interferon
tedavisine yanýt daha düþük oranda meydana gelmekte
hem de hepatosellüler karsinoma geliþme riski daha fazla
olarak bulunmaktadýr (2). Ülkemizde yapýlan çalýþmalarda
en sýk olarak HCV genotip 1b�nin bulunduðu bildirilmiþtir
(3, 4).

HCV genotiplerinin belirlenmesinde doðrudan dizi analizi,
ters hibridizasyon, restriction fragment length
polymorphism (RFLP), tipe özgü PCR, ve serotiplendirme
metotlarý uygulanmaktadýr (5).  pirosekanslama, DNA
sentezi esnasýnda açýða çýkan pirofosfatlarýn saptanmasý
esasýna dayanan bir gerçek zamanlý kantitatif dizi analizi
tekniðidir (6).

Bu çalýþmada, yeni bir yöntem olan Pirosekanslama
yöntemi ile Kayseri ilindeki kronik hepatit C öntanýsý
olan hastalarýn HCV genotiplerinin belirlenmesi amaçlandý.

Yöntem ve Gereçler

Çalýþmaya, Erciyes Üniversitesi Týp Fakültesi Enfeksiyon
Hastalýklarý ve Gastroenteroloji bölümlerinde kronik
hepatit C ön tanýsý ile takip edilen 146 hastanýn kan
örnekleri dahil edildi. Hastalarýn özellikleri Tablo I�de
gösterilmektedir. Örneklerin hepsi anti-HCV pozitif idi.
Örneklerin HCV-RNA düzeyleri gerçek zamanlý PCR
yöntemi  (Taqman 48, Roche) ile araþtýrýldý.

Tablo I. Çalýþmaya Alýnan Tüm Hastalarýn (n=146)
Cinsiyet, Yaþ ve HCV-RNA düzeyleri.

Özellik

Cinsiyet (erkek/kadýn) 48/98
Yaþ aralýðý (yýl) 48-72
HCV-RNA düzeyi (IU/mL) 103-106

Örneklerde HCV genotip analizi Pirosekanslama yöntemi
(Qiagen, Almanya) ile araþtýrýldý. HCV genotiplendirme
için, örnek baþýna iki PCR reaksiyonu ve dört
Pirosekanslama reaksiyonu uygulandý. Örneklerden RNA
izolasyonu üretici firmanýn önerileri doðrultusunda otomatik
izolasyon sistemi (EZ1, Qiagen)  ile yapýldý. HCV
genomunun iki bölgesi (5�UTR ve core ) PCR ile çoðaltýldý.
1., 2. 3. sekans primerleri (S1, S2, S3) 5�UTR bölgesinden;
4.sekans primeri (S4) core bölgesinden hazýrlandý. Revers
transkriptaz PCR (RT-PCR) reaksiyon kompozisyonu
Tablo II�de gösterilmektedir.

Tablo II. RT-PCR Reaksiyon Kompozisyonu.

PCR protokolü ise 50 oC�de 30 dakika süren reverse
transkripsiyon basamaðý, 95 oC�de 15 dakika süren
aktivasyon basamaðýndan sonra, bir siklusu 94 oC�de 30
saniye,   58 oC�de 30 saniye ve 72 oC�de 30 saniye olmak
üzere toplam 45 siklus yapýlýp, 72 oC�de 10 dakika süren
son uzama basamaðýndan oluþtu.

PCR ürünlerinin streptavidin sepharose boncuklarý ile
karþýlaþtýrma iþlemi üretici firmanýn önerileri doðrultusunda
yapýldý. Pyromark Q24 cihazýnda analiz iþlemleri
tamamlandý ve HCV genotipleri belirlendi. 

Hepatit C Virüs Genotiplerinin Pirosekanslama Yöntemi ile Belirlenmesi

Bileþen Hacim/reaksiyon

5X RT-PCR buffer 10 µL
dNTP 2 µL
HCV primer çifti 2 µL
RT-PCR enzim karýþýmý 2 µL
Su 29 µL
RNA 5 µL
Toplam  50 µL
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Bulgular

Tablo III� de HCV genotiplerinin daðýlýmý verilmiþtir. HCV
genotiplerinin 90 (% 61,7 )�ý genotip1; 52 (%35,6)�si genotip
4; 4 (% 2,7)�ü genotip 2 olarak bulundu. Genotip 1 olarak
bulunan 90 örneðin 77�sinin genotip 1b; 5�inin genotip 1a
olduðu belirlenirken, 8�inin alt tipi belirlenemedi.

Genotip 4 olarak bulunan 52 örneðin 13�ünün genotip 4d;
7�sinin genotip 4a olduðu belirlenirken, 32�sinin alt tipi
belirlenemedi.  Genotip 2 olarak bulunan örneklerin
hepsinin alt tipi genotip 2a olarak bulundu.

Tartýþma

Hepatit C virüsü ile infekte hastalarda kronik infeksiyon
geliþmesinde rol oynayan konak ve viral faktörler vardýr.
Bunlar hastanýn yaþý, hastalýðýn süresi, alkol kullanýmý,
karaciðerin histolojik özelliði, diðer hepatit virusleri ile
koinfeksiyon, virusun bulaþma yolu, viral yük ve HCV�nin
genotipik deðiþkenliðidir. HCV genotipinin, interferon
tedavisine yanýtý etkileyen baðýmsýz bir faktör olduðu
kabul edilmektedir (7). Bu nedenle, kronik HCV�li
olgularda genotipin araþtýrýlmasý, tedaviye yanýtý ve tedavi
süresini belirlemede önemlidir (5, 7).

Restriction fragment length polymorphism (RFLP), allel-
spesifik PCR ve line prob assay (LIPA) gibi teknikler
Kuzey Amerika, Avrupa ve Japonya�da çok sýk bulunan
HCV ana ve alt tiplerini tanýmlamada geniþ ölçüde
kullanýlmaktadýr. Diðer taraftan bu protokoller olasý tüm
alt tipleri tek baþýna ayýrt edememektedir. DNA sekans
analizi tüm viral subtipleri ayýrt eden ve altýn standart
olarak kabul edilen yöntemdir (8). Bu çalýþmada da HCV
genomunun sekans analizi için Pirosekanslama yöntemi
kullanýldý.

Sunulan çalýþmada hepatit C olgularýnda en sýk rastlanan
HCV genotipi %61,7 oraný ile Tip 1 genotip idi. Bu oran,
Revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PCR), Chiron RIBA 2 assay, Nested PCR veya RFLP
tekniklerini kullanan diðer çalýþmalarda %66,7 ile %100
arasýnda bulunmuþtur (3, 4, 9�19). Çalýþmamýzda bulunan

Tip 1a oraný %5,5 iken diðer yöntemlerle yapýlan
çalýþmalarda %3,5-%33,3 arasýnda bildirilmiþtir (3, 4,
9�11, 13�18). Çalýþmamýz sonuçlarýna göre ikinci sýklýkta
(%35,6) Tip 4 genotipi gözlenmiþtir. Bu oran benzer
çalýþmalarda bildirilen Tip 4 genotip oranlarýndan oldukça
yüksektir. Diðer yöntemler ile yapýlan benzer çalýþmalarda
Tip 4 genotip oraný %2 ile %3,7 oranýndadýr (4, 10, 11,
13). Yýldýz ve arkadaþlarý (16) tarafýndan %1,5 oranýnda
saptanan Tip 4c genotipi ise bizim çalýþmamýzda
belirlenememiþtir. Genotip 2 ise en seyrek saptanan HCV
genotipi olmuþtur. Diðer yöntemler ile yapýlan çalýþmalarda
verilen Tip 2 genotip oraný %1,5 ile %5 arasýnda
deðiþmektedir (4, 10, 13, 14, 16) ve bu oran çalýþmamýzda
bulunan orana benzerdir. Çalýþmamýzda %27,3 oranýndaki
olguda HCV alt tiplerinin genotip belirlenememiþtir.
Genotip saptamasý yapýlamayan olgu oraný baþka
çalýþmalarda %25 (9) ve %9 (13) olarak bulunmuþtur.

Bu çalýþmada Pirosekanslama yöntemi ile HCV
genotiplerinin belirlenmesi 2 gün sürdü. Bu süre DNA
dizi analizi yöntemlerine kýyasla oldukça kýsadýr. Bu durum
rutin laboratuvarlarda uygulama kolaylýðý saðlamaktadýr.
Ayrýca Pirosekanslama yönteminin test birim fiyatý DNA
dizi analizi yöntemlerinin test birim fiyatýna yakýn olup,
ters hibridizasyon testlerine kýyasla ucuzdur. Fiyat ve süre
açýsýndan bakýldýðýnda HCV genotipleme için
Pirosekanslama yönteminin uygulanabileceði kanaatine
varýldý.

Selma Gökahmetoðlu, Mustafa Altay Atalay, Aytekin Kýlýnç

Tablo III. HCV Genotiplerinin Daðýlýmý.

HCV genotip N %

1 90 61,7

1a 5 5.5

1b 77 85.5

Alt tipi belirlenemeyen genotip 1 8 9

2 4 2,7

2a 4 100

4 52 35,6

4a 7 13.5

4d 13 25

Alt tipi belirlenemeyen genotip 4 32 61.5
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