Ozgiin Calisma/Original Article Mikrobiyol Bul 2009; 43: 613-618

MANISA BOLGESINDE HEPATIT C ViRUS
GENOTIPLERININ DAGILIMI

DISTRIBUTION OF HEPATITIS C VIRUS GENOTYPES IN
MANISA REGION, TURKEY

Tamer SANLIDAG', Sinem AKCALLI", Beril OZBAKKALOGLU', Deniz ERTEKIN?,
Elcin AKDUMAN?3

T Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Manisa.
(drelcin@yahoo.com)

2Makro Saglik AS, izmir.
3 Tatvan Devlet Hastanesi, Tatvan, Bitlis.

OZET

Hepatit C virus (HCV) enfeksiyonunun siiresi ve standart tedaviye verilen yanit HCV genotipleri ile ya-
kindan iligkilidir. Bunun yani sira HCV genotiplerinin cografi dagilimlarinin bilinmesi, epidemiyolojik ca-
lismalar ve muhtemel risk gruplari agisindan énem tagimaktadir. Bu retrospektif calismada, Manisa bol-
gesindeki HCV genotip ve alt tiplerinin dagiiminin belirlenmesi amaclanmistir. Calismaya 2002-2005 yil-
lari arasinda Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesine basvuran, anti-HCV (mikropartikiil EIA; Ab-
bott Laboratories, ABD) ve HCV-RNA (gercek zamanh RT-PCR; Applied Biosystems, ABD) testleri pozitif
olan 100 hasta (53 kadin, 47 erkek; yas ortalamasi: 44.4 + 10.4 yil) dahil edilmistir. Hastalarin kantitatif
HCV-RNA diizeyleri 10*-10% kopya/ml arasinda degismektedir. Genotiplendirmede “Invitek RTP
DNA/RNA Virus Mini Kit” ile izole edilen HCV-RNA’larindan elde edilen cDNA kullanilmis ve secilmis pri-
merlerle [ilk PCR icin primer 11 (5’-AGG TCT CTG AGA CCG TGC ACC ATG AGC AC-3’) ve primer 13
(5'-CTG TGA GGA ACT ACT GTC TT-3"); ikinci PCR igin primer 12 (5’-ACT GCC TGA TAG GGT GCT TGC
GAG TG-3’) ve primer 14 (5'-CAC GCA GAA AGC GTC TAG-3")] uygulanan RT-PCR ile elde edilen uriin-
ler “Invisorb Spin PCRapid Kit” ile saflastirilarak “BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit” ile dizi
analizi (ABI Prism 310 Genetic Analyzer) yapilmistir. Buna gore hastalarin %92'sinde genotip 1, %7’sin-
de ise diger genotipler (genotip 2 ve 4) saptanmis, bir hastada (%1) HCV genotipi belirlenememistir. Ge-
notiplerin alt tip dagiimina bakildiginda; hastalarin 90 (%90)'inin genotip 1b, 5 (%5)’inin genotip 4a,
2 (%2)'sinin genotip Ta ve 2 (%2)'sinin genotip 2a oldugu izlenmistir. Sonug olarak; bolgemizde sapta-
nan en yaygin genotipin, tlkemiz verileri ile uyumlu olarak genotip 1b oldugu, genotip 4a’nin ise onu
izledigi belirlenmis, bu durumun hastalarin izleminde ve tedavinin planlanmasinda dikkate deger bir bul-
gu olarak yorumlanmasi gerektigi sonucuna varilmistir.
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ABSTRACT

The duration of hepatitis C virus (HCV) infection and the response to the standard therapy is strong-
ly related to the HCV genotypes. In addition, the geographical distribution of HCV genotypes is impor-
tant for the epidemiological studies in terms of distribution and possible risk groups. The aim of this ret-
rospective study was to investigate the distribution of HCV genotypes in Manisa region (located at the
Aegean part of Turkey). A total of 100 anti-HCV (microparticle EIA; Abbott Laboratories, USA) and HCV-
RNA (real time RT-PCR; Applied Biosystems, USA) positive patients (53 female, 47 male; mean age: 44.4
+ 10.4 years), who were admitted to Celal Bayar University Medical School Hospital between 2002-
2005, were included to the study. Quantitative HCV-RNA levels of the patients were between 104108
copies/ml. Complementary DNAs obtained from HCV-RNAs isolated by Invitek RTP DNA/RNA Virus Mini
Kit were used for genotyping with selected primers [primer 11 (5’-AGG TCT CTG AGA CCG TGC ACC
ATG AGC AC-3’) and primer 13 (5’-CTG TGA GGA ACT ACT GTC TT-3’) for the first PCR; primer 12 (5'-
ACT GCC TGA TAG GGT GCT TGC GAG TG-3’) and primer 14 (5’-CAC GCA GAA AGC GTC TAG-3’) for
the second PCR]. The RT-PCR products were purified with Invisorb Spin PCRapid Kit and sequenced by
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit in ABI Prism 310 Genetic Analyzer. Genotype 1 was found
in 92% of the patients (92%) and genotypes 2 and 4 were found in 7% of the patients, while HCV geno-
type could not be identified in one patient (1%). When evaluating the subtypes, genotype 1b was deter-
mined in 90 patients (90%), genotype 4a in five patients (5%), genotype 1a in two patients (2%) and
genotype 2a in two patients (2%). In conclusion, Tb was found to be the most common HCV genotype
in Manisa region in concordance with the previous data obtained in Turkey, followed by genotype 4a,
although a rare one. The data of this study is noteworthy especially for the arrangement of treatment
and follow-up of HCV infected patients.
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GiRiS

Diinya capinda 170 milyon insani enfekte eden hepatit C virusu (HCV), en buyik sag-
lik problemlerinden biridir'. HCV’nin her biri cesitli alt tiplere ayrilan 6 genotipi ve
100’den fazla da alt tipi vardir?. Hastaligin siiresi ve standart tedaviye verilen yanit, giic-
i bir sekilde HCV genotipleri ile iliskilidir>3. HCV genotiplerinin cografi dagiimlari, epi-
demiyolojik calismalar ve muhtemel risk gruplari agisindan énemlidir. Tim diinyada bu-
lunan genotip 1, 2 ve 3, o6zellikle Japonya, Bati ve Dogu Avrupa ve Kuzey Amerika’da
ana genotiptir. Genotip 4 cogunlukla Orta ve Kuzey Afrika ve Misir'da; genotip 5 Giliney
Afrika’da ve genotip 6 Giineydogu Asya ve Hong Kong'da tespit edilen tiplerdir®*>.
HCV’nin genotiplendirilmesi, genotip 1 ve 4’lin, genotip 2 ve 3’e oranla interferon (IFN)
tedavisine daha az yanit verdiginin belirlenmesinden bu yana klinik olarak daha fazla
onem kazanmigtir>®. Ayrica, HCV genotip 1 (6zellikle 1b) enfeksiyonlarinda kronik aktif
hepatit ve siroz gelisim riskinin diger genotiplere oranla daha yiiksek oldugu vurgulan-
mistir’. Ulkemizde yapilan calismalarda da genotip 1b’nin ana genotip oldugu belirtil-
mektedir®'3. Bu aragtirmada, Manisa bélgesindeki HCV genotip ve alt tiplerinin dagili-
minin belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu retrospektif calismaya, Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Seroloji La-
boratuvarina 2002-2005 yillari arasinda anti-HCV testi icin basvuran 1500 kisiden, anti-
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HCV ve HCV-RNA sonuclari pozitif olan 100 hasta dahil edildi. Rutin anti-HCV testi mik-
ropartikil EIA (Abbott Laboratories, ABD), HCV-RNA ise gercek zamanli revers transkrip-
taz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR; Applied Biosystems, ABD) ile calisildi. Hastala-
rin kantitatif HCV-RNA diizeyleri 10*-10® kopya/ml arasinda degismekteydi. Anti-HCV ve
HCV-RNA pozitif hastalarin serum ornekleri genotiplendirme yapilincaya kadar -80°C’de
saklandi.

HCV genotiplendirmesi icin HCV-RNA pozitif 6rneklere secilmis primerlerle tekrar RT-
PCR uygulandi. Bu amagla, ilk PCR icin primer 11 (5’-AGG TCT CTG AGA CCG TGC ACC
ATG AGC AC-3’) ve primer 13 (5'-CTG TGA GGA ACT ACT GTC TT-3"); ikinci PCR icin
primer 12 (5’-ACT GCC TGA TAG GGT GCT TGC GAG TG-3") ve primer 14 (5’-CAC GCA
GAA AGC GTC TAG-3") kullanildi™.

Genotiplendirmede, “Invitek RTP DNA/RNA Virus Mini Kit” ile izole edilmis olan HCV-
RNA'larindan elde edilen cDNA kullanildi. Bunun icin 10 yL RNA, 5 yL TagMan RT tam-
ponu, 5 uL MgCl,, 2.5 pL 10mM dNTP’ler, 2.5 pL primer 1, 3 pL Rnase inhibitdr, 1.25
pL “Multiscribe Enzyme (Applied Biosystems)” ile karistirildi ve 15.75 pL distile su eklen-
di. GeneAmp PCR System 9700 cihazinda, 25°C’de 10 dakika, 48°C’de 60 dakika tutu-
larak cDNA elde edildi.

Birinci PCR’de 5 pL cDNA drinu ile 5 pL Applied Biosystems 10x PCR tamponu,
25 mM MgCl,, 2 mM dNTP, primer 11 ve primer 13’Un her birinden 10 pmol, 0.5
puL AmpliTaqg DNA polimeraz ve 28.75 L distile su ile kanistirilarak termal dongu ci-
hazina kondu. Termal dongu kosullari, denatirasyon icin 94°C’de 5 dakika, baglan-
ma icin 35 dongli 94°C’de 1 dakika, 52°C’de 1 dakika, 72°C’de 2 dakika ve uzama
icin 72°C’de 7 dakika idi. ikinci PCR, ayni sekilde ancak primer 12 ve primer 14 kul-
lanilarak gerceklestirildi. Cikan Grlnler, %2’lik agaroz jelde yuritildi ve sonuclar ult-
raviyole altinda incelendi.

Dizi analizi icin, PCR sonucu elde edilen Grlinler “Invisorb Spin PCRapid Kit” ile saflas-
tinldi ve “BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit” ile dizi PCR'si (sequence PCR)
yapildi. Bu amacla 8 uL BigDye Terminator v3.1 Cycle Squencing RR-100, 0.5 pL primer
14, distile su ve ikinci PCR urlint son hacim 20 pL olacak sekilde hazirlanip, 96°C’de 10
saniye, 50°C’de 5 saniye ve 60°C’de 4 dakika tutuldu. Cikan Uriinler, NaAc ve ETOH ile
saflastinilip liyofilize hale getirildi. Her 6rnek Gzerine 20 uL formomid eklenerek ABI Prism
310 Genetic Analyzer'a ylklendi. Olusan niikleotid dizilimlerinin Mega2 programi ile
analizleri ve tiplendirilmeleri yapildi.

BULGULAR

Calisma grubunun 53’0 kadin, 47'si erkek olup, yas ortalamalari 44.4 £ 10.4 yildir. Ca-
lismada hastalarin 92 (%92)’sinde genotip 1, 2 (%2)'sinde genotip 2 ve 5 (%5)’inde ge-
notip 4 saptanmis, bir hastada (%1) ise HCV susu tiplendirilememistir. Alt tiplendirme-
de hastalarin 90 (%90)'inda genotip 1b, 5 (%5)'inde genotip 4a, 2 (%2)'sinde genotip
1a ve 2 (%2)'sinde genotip 2a belirlenmistir. Ornek olarak her genotipe ait birer izolatin
filogeni agacindaki yerleri Sekil 1’de verilmistir.

MiKROBiYOLOJi BULTENiI 615




Manisa Bolgesinde Hepatit C Virus Genotiplerinin Dagilimi

—— AF021902-typelb

—1

AF021904-typela
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— 23
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AJ006318-type3a

| AF056630-type2a

P 24
0.01

Sekil 1. HCV genotiplerinin (sus no 1, 15, 23, 24) filogeni agacinda gésterilmesi.

TARTISMA

Degisik Ulkelerden elde edilen HCV suslar arasinda genomun degisik bolgelerinde
niikleotid ve aminoasit dizileri bakimindan énemli farkhliklar bulunmaktadir. Bu farkllk-
lara bagh olarak bircok genotip ve alt tip tanimlanmis ve degisik sekillerde adlandiriimis-
lardir. Bunlar arasinda Simmonds adlandirmasi en yaygin olarak kullanilani olup, glini-
miizde 9 genotip ve 24 alt tip varligi s6z konusudur'®.

Farkli HCV tiplerinin patogenezinin, enfektivitesinin ve IFN tedavisine yanitinin farkli-
liklar gosterdigine iliskin veriler nedeniyle bu tiplerin cografi dagilimlari yogun arastirma-
lara konu olmustur. Genel olarak 1b tipi en yaygin bulunan alt tiptir ve “wild” tip olarak
isimlendirilmesi 6nerilmektedir. Ulkemizde tiplendirmeye iliskin yapilan calismalarda da
1b alt tipinin baskin oldugu belirlenmistir®'3. Ancak bu arastirmalar, DNA'yi restriksiyon
enzimleri ile keserek farkli parcalar olusturmaya dayali RFLP (restriction fragment length
polymorphism) yontemiyle yapilmistir. RFLP yonteminin en 6nemli dezavantaijlari, poli-
morfik bolge ile elde edilmek istenen gen arasinda rekombinasyon olasihiginin olmasi ve
bazi HCV genotiplerini saptayamamasi olarak belirtilmistir.

Hepatit C virusunun farkh genotipleri arasinda bulunan antijenik farklar, enfeksiyonun
serolojik tanisinda sorun yaratabilir’. Hastaligin siiresi ve IFN ile oldugu gibi standart te-
daviye verilen yanit da HCV genotipleri ile iliskili bulunmustur?. Ayrica, bazi HCV geno-
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tiplerinin olusturdugu enfeksiyonlarin kronik aktif hepatit ve siroz gelisim riskinin diger
genotiplere oranla daha yiiksek oldugu bilinmektedir’. Tim bunlarin yaninda, HCV ge-
notiplerinin yayihminin cografi bolgelere gore farklilik gosterdigi yapilan calismalarla tes-
pit edilmistir*>. HCV genotiplendirmesinde bugiin kullanilan ve en kesin sonuglar veren
yontem, bizim de arastirmamizda kullandigimiz, genomun C, E1 ya da NS5b bélgeleri-
nin PCR yontemi ile cogaltilarak dizi analizinin yapilmasidir. Ancak genis seriler s6z ko-
nusu oldugunda bu yontem pratik olmamaktadir. Bu ylizden daha basit yontemler uy-
gulanmaktadir. Bunlar; genotipe 6zgi primerlerle, kor ya da NS5 bdélgeleri hedef alina-
rak yapilan PCR ile genotiplendirme, 5" UTR bélgesinin PCR ile cogaltiimasi daha sonra
restriksiyon enzimleri ile kesilmesi ile yapilan RFLP ile genotiplendirme, yine 5’ UTR, C,
E1, NS3 ya da NS5b genleri hedef alinarak ve tipe 6zgl problarla PCR sonrasi ters hib-
ridizasyonla yapilan genotiplendirme ve C, E1 ya da NS4 bolgesi peptitleri ile yapilan ge-
notiplendirmedir®®15-17_ Bugiin HCV'nin genotiplerinin saptanmasinda en cok kullani-
lan yontem, ters dot-blot hibridizasyon prensibine dayali olan “line prob assay”dir. Bu
amacla gelistirilmis kit, yonetimin standart olmasini saglamakla birlikte kolayca saptama
imkani tanirken, maliyet olarak yiiksek kalmaktadir. Tim HCV genotiplerini saptayama-
masi gibi bir dezavantaji olmasina ragmen en basit, kolay uygulanan ve ucuz genotiple-
me yontemi 5' UTR bolgesinde yapilan RFLP yontemidir.

Arastirmamizda, HCV genotiplendirmesinde en pahali yontem olmasina ragmen,
sonucun guvenilirligi ve tim genotiplerin gosterilebilmesi acisindan DNA dizi analizi
kullanilmistir. Bulgularimiz, Manisa bolgesindeki HCV genotip dagiliminin siklik sirasiy-
la 1b (%90), 4a (%5), 1a (%2) ve 2a (%2) seklinde oldugunu gostermistir. Bu calisma-
nin gerceklestirildigi PCR laboratuvari, Manisa bolgesinde molekiler mikrobiyoloji ala-
ninda calisan tek merkezdir. Gerek Universite Hastanemizde, gerekse diger hastaneler-
de ve diyaliz merkezlerinde kronik HCV tanisi alan, takip ve tedavi edilen tim hastala-
rin HCV-RNA testleri laboratuvarimizda gerceklesmektedir. Bu nedenle arastirmamizda
elde edilen verilerin, Manisa bolgesindeki HCV genotip dagihmini yansittigini dasiin-
mekteyiz.

Calismamizda, HCV genotip 1b’nin en yaygin genotip olarak belirlenmesi, hem Ulke-
miz hem de diinya literatiiriyle uyumlu bir bulgudur'?'%'3_ikinci sirada yer alan geno-
tip 4a ise, genellikle Orta ve Kuzey Afrika ve Misir gibi iilkelerde saptanmaktadir. Ulke-
mizde yapilan bazi arastirmalarda bu tipin saptanamamasinin'' ya da daha diisiik oran-
larda (%0.6-1) saptanmasinin'®'3 nedeni, arastiricilarin kullandigi yéntem farkliliklarin-
dan ya da bolgesel farkliliklardan kaynaklaniyor olabilir. Genotip 4a’nin da 1b gibi ilag-
lara direncli olmasi, bu tipin 6nemini vurgulamaktadir. Bu iki tip (1b ve 4a) birlikte dik-
kate alindiginda, hastalarimizin %95’inin direncli tiplerle enfekte oldugu ve bolgemizde-
ki HCV hastalarinin ciddi bir sorunla karsi karsiya oldugu ifade edilebilir. Sonug olarak;
gerek bolgemiz, gerekse llkemizdeki genis kapsamli HCV dizi analizi calismalarindan
olan bu arastirmamizin verilerinin, bolgemizdeki HCV hastalarinin izlemi ve tedavi basa-
risi agisindan klinisyenlere yol gosterici olacagr kanaatindeyiz.
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