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OZET

Amac: Hepatit C Virus (HCV) tiim diinyada yaygin olarak, kronik hepatit, siroz ve hepatoselliiler
karsinomun (HCC) etiyolojisinde 6nemli rolii olan bir virtistiir. HCV asemptomatik tasiyiciliktan akut
hepatit, kronik hepatit, siroz ve HCC' ye kadar dedisen farkli patolojilere sebeb olan ve yiiksek oranda
kroniklesme edilimi gosteren bir hastaliktir. HCV infeksiyon tanisinda laboratuvarda rutin olarak serum
ALT diizeyi ve Anti-HCV testleri kullanilmaktadir. Fakat bu testlerin sinirlamalart bulunmaktadir. Bu
nedenle bu calismada serum Anti-HCV'si pozitif kronik HCV infeksiyonlu olgularda vireminin var olup
olmadidgim1i godstermek icin HCV-RNA'nin PCR yOntemiyle arastirilmasini ve serum ALT diizeyleriyle
Korelasyonunu arastirmayr amacladik.

Gere¢ ve Yontem: Tirkiye Yiiksek Ihtisas Hastanesinde Kronik HCV infeksiyonu tamisi konulmus,
herhangi bir tedavi baslanmamis toplam 95 Kronik HCV infeksiyonlu olgulart serum ALT diizeyleri, Anti-
HCV ve HCV-RNA pozitiflikleri agisindan retrospektif olarak inceledik.

Bulgular: Anti-HCV pozitif kronik hepatit C infeksiyonlu 95 olgudan 60 olguda (%64) HCV-RNA
pozitifken 35 (%36) olguda negatifti. ve ALT 76 olguda (%80) 41 U/L'nin tizerindeyken, 19 olguda (%20)
< 41 U/L idi. HCV-RNA pozitif 60 olgunun %89’ da ALT ytiiksekligi mevcuttu (p = 0.05).

Sonuc: Kronik HCV infeksiyonu tanisinda ve hastaliqin takibinde anti-HCV ve serum ALT duzeyleri
yetersiz kalmaktadir. HCV infeksiyonu iyilesmis olsa bile pozirifligi devam etmektedir. Bu nedenle
tarama testi olarak anti-HCV'si pozitif olgularda hastaligi dogrulamak icin PCR ile HCV-RNA'nin mutlaka
gosterilmesi lazimdir.
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Kronik HCV infeksiyonunda HCV-RNA

ABSTRACT

Aim: Hepatitis C Virus (HCV) is a worldwide common virus that has an important role in the etiology of
chronic hepatitis, cirrhosis and hepatocellular carcinoma (HCC). HCV is a disease that causes different
pathologies ranging from asymptomatic carriage to acute hepatitis, chronic hepatitis, cirrhosis and
HCC. Serum ALT levels and Anti-HCV tests are routinely used in the diagnosis of HCV infection, but
these tests have limitations. In this study, we aimed to investigate HCV-RNA levels in patients with
chronic HCV infection who were anti-HCV positive and to establish a correlation with serum ALT levels

Materials and Methods: At Tiirkiye Yiiksek ihtisas Hospital, a total of 95 patients diagnosed with
chronic HCV infection that have not started any treatment, have been examined for serum ALT levels,
anti-HCV and HCV-RNA positivity, retrospectively.

Results: Of the 95 cases with anti-HCV-positive chronic hepatitis C infection, 60 (64%) had HCV-RNA
positive results while 35 (36%) had negative and ALT was above 41 U /L (80%) in 76 cases, and <41 U/
L in 19 cases (20%). Of the 60 patients with HCV-RNA positive, 89% had high ALT (p =0.05).

Conclusion: Anti-HCV is insufficient in the diagnosis of chronic HCV infection and follow-up of the
disease. Even if the HCV infection is healed, its positivity continues. For this reason, in anti-HCV positive
screened patients, HCV-RNA existance by PCR should be done for confirmation.
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GIRIS molekiiler tekniklerden polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) ile HCV-RNA tayinidir (6).
1989°da HCV genomunun Klonlanmasi ve
dizi analizlerinin gerceklestirilmesi sonucu,
rekombinant antijen ve sentetik peptidler
elde edilerek EIA yontemi ile cesitli anti-HCV
Kitleri uretilmistir (7). Anti-HCV tayini sero-
epidemiyolojik taramalarda yaygin olarak
Kullanilsa da HCV infeksiyon tanisinda yeter-
siz kalabilmektedir ve kronik infeksiyonla

Hepatit C Virus (HCV) tiim dinyada yaygin
olarak, kronik hepatit, siroz ve hepatoselliiler
karsinom (HCC) etiyolojisinde 6nemli roli
olan bir viristir (1). 1989 yilina kadar
parenteral NonANonB Hepatitlerden (NANBH)
sorumlu tutulan etkenin serolojik tanisi
yapillamamistir (2). 1989'da Choo ve ark.
NANBH'lerin %95‘inin nedeni olan ve hiicre
kultiirat  ile  uUretilemeyen bir  virusun
genomunu molekiiler teknikleri kullanarak, 1yilesen infeksiyonu birbirinden ayirmamak-
klonlama yontemiyle karakterize etmisler ve tadir (8). Anti-HCV testlerinin yetersiz kaldigi

bu viriisii HCV olarak tanimlamuslardir (3,4). bu durumlarda virasiin kendisi ile ilgili direkt

) ) tani olanadi viral genomu tayin eden PCR'dir.
HCV asemptomatik tasiyiciliktan akut hepatit, gerumda HCV-RNA'min gosterilmesi  HCV
kronik hepatit, siroz ve HCC'ye kadar degisen

farkli patolojilere neden olmaktadir (5). HCV
enfeksiyonu Klinik olarak hafif seyretmekte-

replikasyonunu gdsterirken Kkaybolmasinin
ise kronik hepatit remisyonu bakimindan
. ) givenilir bir gosterge olabilece@i saptanmis-
dir, ancak hastalik %85 oraninda kronikles- - (7) Hcy-RNA tayini kronik HCV infeksiyo-
mektedir (6). Kronik HCV infeksiyonu tanisi nunda hastalidin seyri ve tedavinin takibinde

Konulan hastalarin yarisindan fazlasinda bu .. .-

. Onemlidir. (7,8)
tan1 ya kan bagisi esnasinda ya da kontrol
amaciyla yapilan tetkikler sirasinda Biz bu calismada serum Anti-HCV’ si pozitif
konulabilmektedir (5,6). kronik HCV infeksiyonlu olgularda vireminin
var olup olmadigini géstermek icin HCV-RNA’
nin PCR yontemiyle arastirilmasini ve serum
ALT duzeyleriyle korelasyonunu arastirmayi
amacladik.

HCV infeksiyonunun tanisinda Kkullanilan
yontemler serum Alanin Amin Transferaz
(ALT) Olcimu, histopatolojik yodntemler,
enzimimmunoassay (EIA) ile Anti-HCV ve
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GEREC VE YONTEMLER
Hasta Grubu

Ankara Tirkiye Yiiksek ihtisas Hastanesi
Biyokimya PCR Laboratuvarina HCV-RNA testi
icin kanlar1 gelen 23-67 yas arasinda (orta-
lama 49.6+10.7) 50 erkek (yas ortalamasi
50.3+10.2) ve 45 kadin (yas ortalamasi
48.8+11.3) olan ve Kronik HCV infeksiyonu
tanis1 konulmus, herhangi bir tedavi baslan-
mamis toplam 95 Kronik HCV infeksiyonlu
olgular retrospektif olarak incelendi.

Kan Ornekleri

Kan ornekleri 12 saat achdi takiben sabah 6n
kol veninden antikoagulansiz vakumlu
tiiplere alindi. Kanlar 3000 X G’ de 10 dakika
santrifiij edildi. Serum ALT diizeyi ve anti-
HCV testi aymi giin calisildi. HCV-RNA testi
icin serumlar 500uL’lik ependorf tuplere
almarak calisma giiniine kadar (en fazla 7
giin) -70 C” de saklandu.

Yontem

Serum ALT Olcumii Hitachi 911
otoanalizoriinde Randox kiti (Kat no: 41131)
ile fotometrik olarak calisildi. Anti-HCV Abbot
Axym MEIA cihazinda ayni firmanin anti-HCV
kiti (kat no: 06C3701) ile calisildi. PCR testi
icin Techne marka Progene model theralmal
Cycler, Hettich marka EBA 12R model
sogutmali santrifii, EC marka 135 model
Elektroforez cihazi, Vilber Lournet marka
ultraviyole cihazi, polaroid marka MP4*
model 44-16 fotograf makinasi kullanildi.

PCR testi ile HCV-RNA arastirimasinda
Promega firmasinin RT-Nested PCR yontemi
Kullanildi. Her bir calisma icin bir negatif
kontrol, bir pozitif kontrol kullanildi.
Calisihicak Ornek sayisi kadar ependorf tiupe
600 uL carrier RNA iceren RAV1 (Promega)
ilave edildi. Bunun tizerine de 150 uL hasta
serumu ilave edilerek oda 1sisinda 5-10
dakika inkube edildikten sonra her bir tiupe
600 uL ethanol ilave edilerek vortexlendi.
Elde edilen karisimdan 700 uL niikleospin
kolonlarina pipetlendi ve 60 saniye 6000 X g’
de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi RNA

kolonda kaldidi icin tiiplerin altinda kalan sivi
atildi. Daha sonra 500 uL RAV3 (Promega)
nukleospin kolonuna ilave edilerek 60 saniye
8000Xg'de santrifiij edildi. Bu asamadan
sonra RNA'min elisyonu icin nitikleospin
kolonlar1 yeni 2 mL’lik tiiplere yerlestirilerek
50 uL RNAaz icermeyen sicak su ilave
edilerek 60 saniye 8000 Xg'de santrifij
edilerek HCV-RNA elde edildi.

Daha sonra HCV-RNA revers transkriptazla
(RT) cDNA'ya cevrilerek nested PCR’ a gecildi.

Bunun ic¢in kullanilan primerler:

Primer CP1:
5'CTGTGAGGAACTACTGTCTT 3’

Primer CP2:
5’ATACTCGAGGTGCACQGQTCTACGAGACCT 3’

Primer CP3:
5'TTCACGCAGAAAGCQTCTAG 3’

Primer CP4:
5" CACTCTCGQAGCACCCTATCAGGCAGT 3

PCR uriin uzunlugu: 248 bp (base pair)

Nested PCR 1. Tur amplifikasyonu icin
master mix hazirlandi. (RNAasfree su 240 uL,
RT Access Buffer 5 X 100 uL, MgSO, 30 uL,
dNTP Mix 10 uL, Primer CP1, Primer CP2,
Amv Revers Transkriptaz 10 upL, Tfl DNA
polimeraz 10 ul) Master mixten eppendorf
tiiplere 40 uL pipetlenderek daha 6nce elde
edilen RNA pelletinden her bir tupe 10 uL
pipetlendi. Daha sonra tiipler thermal cycler’
a yerlestirilerek amplifiye edildi. Sensitivte ve
spesifiteyi artirmak icin 1. Turda elde edilen
HCV-RNA'nin cDNA’s1 ikinci kez Primer CP3 ve
Primer CP4’ {in oldugu ikinci bir master mixle
tekrar amplifiye edildi. ikinci tur da bittikten
sonra elde edilen urinler agaroz jel
elektroforezi ile degerlendirildi. Elektroforez
bittikten sonra jel UV tzerinde dederlendiril-
di. Sonuclar 248 bp uzunlugunda sari-
turuncu bant varlidina gore pozitif ya da
negatif olarak degerlendirildi.

Istatistik

SPSS for Windows programi ile Student's t
testi yapildi. p< 0.05 dederleri anlamli olarak
kabul edildi.
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BULGULAK

Anti-HCV pozitif kronik hepatit C infeksiyonlu
95 olgudan 60 olguda (%64) HCV-RNA
pozitifken 35 (%36) olguda negatifti ve ALT
76 olguda (%80) yuksekken (>41 U/L 19
olguda (%20) < 41 U/L idi (Tablo 1). HCV-
RNA pozitif 60 olgunun sadece %89'da ALT
yuksekligi mevcuttu (Tablo 2). HCV-RNA
pozitif ve negatif olan olgularin serum ALT
diizeyleri arasinda anlamh bir iliski tespit
etmedik (p =0.05) (Tablo 3).

Kronik HCV infeksiyonunda HCV-RNA

Tablo 1. Anti-HCV pozitif kronik hepatit C infeksiyonlu
hastalarda HCV-RNA ve ALT diizeylerinin yilizde
dag@ihmi.

Table 1. Percent distribution of HCV-RNA and ALT levels
in patients with anti-HCV positive chronic
hepatitis C infection.

Anti-HCV (+)
n=95

%
HCV-RNA (+)

n=60 64
HCV-RNA (-)

n=35 36
ALT > 41 U/1

n=76 80
ALT<41 U/l

n=19 20

Tablo 2. Anti-HCV pozitif kronik hepatit C infeksiyonlu HCV-RNA (+) ve HCV-RNA (-) hastalardaki normal ve yiiksek

serum ALT diizeylerinin yiizde dagilimi.

Table 2. Percent distribution of normal and high serum ALT levels in HCV-RNA (+) and HCV-RNA (-) patients with

anti-HCV positive chronic hepatitis C infection.

HCV-RNA (+) HCV-RNA (-)
n=60 n=35
ALT > 41 U/l ALT<41 U/l ALT > 41 U/l ALT<41 U/l
n=53 n=7 n=23 n=12
% % % %
89 11 65 35

Tablo 3. Kronik hepatit C infeksiyonlu HCV-RNA (+) ve HCV-RNA (-) olan hastalarin serum ALT duizeylerinin student-t

testi ile karsilastiriimasi.

Table 3. Comparison of serum ALT levels of patients with HCV-RNA (+) and HCV-RNA (-) with chronic hepatitis C

infection by student-t test.

HCV-RNA (+) HCV-RNA (-) p
n=60 n=35
ALT U/l
(X+SD) 115.538+110.239 63.771+33.657 0.05
TARTISMA calismalarda da bizim calismamizda oldugu

HCV tim dilinyada yaygin olarak goriilen bir
virastur. HCV infeksiyonunun tanisinda kulla-
nilan yontemlerden EIA ile Anti-HCV tayininin
HCV infeksiyon tanisinda yetersiz kalabildigi
ve kronik HCV infeksiyonu ve iyilesen
infeksiyonu birbirinden ayiramamaktadir (8).
Bu nedenle PCR ile viral genomun tayini
onem arzetmektedir. HCV infeksiyonunda
genelde diisuk titreli viremi s6z Konusu
oldugundan nested PCR ile viral RNA' nin
arastirilmasi gecerli bir ydbntemdir (8-10).

Kronik HCV' li olgularda yapilan bircok
calismada anti-HCV pozitifligi ve HCV-RNA
arasindaki iliski arastirilmistir (10-13).Bu
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gibi anti-HCV pozitif olgularin hepsinde HCV-
RNA pozitifligi tespit edilmemistir. Bunun
nedenini ise vireminin intermitant olusu,
yanlis negatif PCR sonucu ya da yanlis pozitif
anti-HCV sonucu veya hastalarin iyilesmis
olabilecekleri ile aciklamuslardir. Hastaligin
iyilesmesi durumunda anti-HCV sonucu ne
olursa olsun PCR ile HCV-RNA negatiflesmek-
tedir (9,12). Biz de calismamizda anti-HCV
pozitif 95 olgunun %64’ de PCR ile HCV-RNA’
y1 pozitif, %36’ sinda ise negatif tespit ettik.

Karaciger ve bobrek dokusunda yiiksek
miktarda bulunan ALTnin intraselluler
yerlesimi sitozoliktir. Serum ALT diizeyinde




Yilmaz M. F. ve ark.

artis hepatik sitolizin bir isaretidir. ALT
diizeyinin akut viral hepatitden sonra yuiksek
olarak seyretmesi hastalidin iyilesmedigini ve
kronik hepatit gelisme riskinin fazlaligin
disunduriir. Kronik hepatitlerde transaminaz
artis1 orta duzeyde olup hiicre nekrozu ve
parankim zedelenmesini yansitir (15,16,17).
Kronik HCV infeksiyonlu hastalarda anti-HCV
pozitifligi ile ALT diizeyleri arasindaki iliskiyi
arastirmak  icin yapillan  calismalarda
hastalarin bir kisminda serum ALT duzeyleri
normal bulunmustur (13,15,18). Bizim
calismamizda da %20 olguda ALT’ yi normal
tespit ettik. Bunun olasi nedeni ise virtisun
disuk sitopatik etkisi, ekstrahepatik HCV
infeksiyonu ve replikasyonu, asemptomatik
tasiyicilik yani subklinik HCV infeksiyonu ve
hastallk seyri sirasindaki serum ALT
diizeyindeki dalgalanmalardir (13,15,16,18)
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