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Hepatit C Virlisii (HCV), tim diinyada yaklasik 185 milyon insani enfekte ettigi tahmin edilen ve
her yil 350 000 kisinin 6liimiine sebep olan bir virtstir. HCV’nin yedi genotipi ve 100'den fazla alt tipi
bulunmaktadir. HCV tedavisinde hedef, kalici virolojik yanit (KVY) olup, KVY'yi belirleyen en 6nemli viro-
lojik faktorler, genotip ve baslangictaki HCV-RNA duizeyleridir. Bu arastirmayla, “line probe assay (LIPA)”
yontemiyle saptanan HCV genotiplerinin ve alt tiplerinin, dizi analiziyle karsilastirlmasi amaclanmustir.
Kronik hepatit C enfeksiyonu tanisi almis, HCV RNA viral yiikii 10* [U/ml ve {izeri olan 212 hasta 6érnegin-
de LIPA (NLM analytica, italya) ve dizi analizi yéntemleriyle HCV genotip ve alt tipleri arastirilmistir. LIPA
yonteminde 5'UTR ve kor bolgeleri, dizi analizi yonteminde ise NS5B gen bdlgesi caligilmistir. NS5B gen
bolgesinde 340 bp’lik bolge hemi-nested polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemiyle cogaltildiktan
sonra, dizi analizi islemleri (ABI 3500 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, ABD) gerceklestirilmistir. ista-
tistiksel analizler, TURCOSA Analytics programi kullanilarak yapilmistir. Calismada, LIPA yontemiyle HCV
genotip ve alt tipleri arastirilan 212 hastanin 40 (%18.8)" inda Genotip 1a, 97 (%45.75)'sinde genotip 1b,
7 (%3.3)'sinde genotip 2, 12 (%5.6)'sinde genotip 2a/c, 2 (%0.94)'sinde genotip 2b, 19 (%8.96)'unda
genotip 3, 16 (%7.55)'sinda genotip 4, 1 (%0.47)'inde genotip 4a, 15(%7.5)'inde genotip 4c/d, 1
(%0.47)'inde genotip 4h ve 2 (%0.94)’sinde genotip 5 bulunmustur. Dizi analizi yontemiyle degerlendi-
rilen 212 hastanin 20 (%9.43)’sinde genotip 1a, 118 (%55.6)’inde genotip 1b, 16 (%7.55)'sinda genotip
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2a, 4 (%1.89)’linde genotip 2b, 1 (%0.47)'inde genotip 2k, 21 (%9.91)’inde genotip 3a, 2 (%0.94)'sin-
de genotip 4a, 28 (%13.21)inde genotip 4d ve 2 (%0.94)'sinde genotip 5a saptanmistir. iki yontem
arasindaki sonug farklig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0.001). Viral yiik-genotip iligkisine
gore, en ylksek viral yiik genotip Ta hastalarinda saptanmistir (p< 0.001). Sonug olarak, calismamizda
HCV genotip ve alt tiplerinin belirlenmesi amaciyla, LIPA ve dizi analizi yontemleri karsilastirilmis ve iki
yontem arasindaki genotip uyumu; genotip bazinda %97.5, alt tip bazinda %19 olarak saptanmustir.
Kronik HCV hastalarinda direkt etkili antiviral (DEA) tedavi protokolii, genotip/alt tip tayinine gére plan-
landigindan, rutinde yaygin olarak calisilan LIPA yonteminde elde edilen sonuglarin dizi analizi ydontemiyle
uyumsuzlugu dikkate degerdir ve bu sonuglarin daha fazla sayida 6rnek iceren calismalarla desteklenmesi
gerektigi kanaatine variimistir.

Anahtar kelimeler: HCV; revers hibridizasyon; dizi analizi; genotip; alt tip.
ABSTRACT

Hepatitis C Virus (HCV) is a virus that is estimated to infect approximately 185 million people worl-
dwide and causes 350 000 deaths each year. The target in HCV treatment is the sustained virological
response (SVR), and the most important virological factors determining SVR are genotype and baseline
HCV-RNA levels. In this study, it was aimed to compare the HCV genotypes and subtypes detected by
the “line probe assay (LIPA)” method with sequence analysis. HCV genotypes and subtypes were inves-
tigated by line probe assay (LIPA) (NLM analytica, Italy) and sequence analysis methods in 212 patients
with chronic HCV diagnosis and with HCV RNA viral load of 10* IU/ml and above. 5'UTR and core regi-
ons were studied in LIPA method and NS5B gene region was studied in the sequencing method. After
amplifying 340 bp region in the NS5B gene region with the hemi-nested PCR method, sequence analysis
(ABI 3500 Genetic Analyzer [Applied Biosystems, USA]) was performed. Statistical analysis of the study
was determined by using TURCOSA Analytics program. In the study, HCV genotypes and subtypes that
were determined in 212 patients by LIPA method were; 40 (18.8%) genotype 1a, 97 (45.75%) genotype
1b, 7 (3.3%) genotype 2, 12 (5.6%) genotype 2a/c, 2 (0.94%) genotype 2b, 19 (8.96%) genotype 3,
16 (7.55%) genotype 4, 1 (0.47%) genotype 4a, 15 (7.5%) genotype 4c/d, 1 (0.47%) genotype 4h
and 2 (0.94%) genotype 5. The HCV genotypes and subtypes determined in 212 patients by sequence
analysis were; 20 (9.43%) genotype 1a, 118 (55.6%) genotype 1b, 16 (7.55%) genotype 2a, 4 (1.89%)
genotype 2b, 1 (0.47%) genotype 2k, 21 (9.91%) genotype 3a, 2 (0.94%) genotype 4a, 28 (13.21%)
genotype 4d and 2 (0.94%) genotype 5a. The difference in results between the two methods was found
to be statistically significant (p< 0.001). According to the viral load-genotype relationship, the highest
viral load was detected in genotype 1a patients (p< 0.001). In conclusion, in order to determine HCV
genotypes and subtypes in our study, LIPA and sequence analysis methods were compared and the ge-
notype compatibility between the two methods were determined as 97.5% on the basis of genotype and
19% on the basis of subtype. Since the direct-acting antiviral (DEA) treatment protocol in chronic HCV
patients is planned according to the genotype/subtype determination, the inconsistency of the results
obtained in the LIPA method, which is routinely widely used, with the sequence analysis method is remar-
kable, and it was concluded that these results should be supported by studies containing more samples.

Keywords: HCV; reverse hybridization; sequence analysis; genotype; subtype.
GiRis

HCV, tim diinyada yaklasik 185 milyon insani enfekte ettigi tahmin edilen ve her yil
yaklasik 350 bin kisinin 6limuine sebep olan bir viristiir. HCV ile enfekte olgularin %20
‘sinde akut enfeksiyon, %80’inde kronik enfeksiyon tablosu gelismekte; kroniklesen olgu-

larin %715-20sinde siroz, sirozlu olgularin ise %1-4'linde hepatosellular karsinoma (HSK)
gorilmektedir’.

HCYV, yuiksek replikasyon hizina sahip bir virtis olup, genomunda “proofreading” (du-
zeltme) mekanizmalarinin bulunmamasi sebebiyle, yedi adet genotip ve 100’den fazla
alt tipe sahiptir?.
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HCV tedavisinde ana hedef KVY’dir. KVY'yi belirleyen virolojik acidan en 6nemli fak-
torler, genotip ve baslangictaki HCV-RNA diizeyleridir. Genotip ve alt tip ¢esitliligi, kro-
nik HCV’li hastalarda farkl tedavi rejimlerini beraberinde getirmistir. Bu nedenle HCVli
hastalarda, genotip ve alt tip ayriminin yapilmasi onerilmekte ve buna bagli olarak DEA
tedavi rejimi planlanmaktadir.

Genotip ve alt tip ayrimini yapmak icin pek cok tani yontemi gelistirilmistir. Bugiin
HCV’nin genotip ve alt tip ayrimini yapabilen altin standart yontemin dizi analizi oldu-
gu bilinmektedir. Yapilan arastirmalar gostermistir ki genotiplerdeki farklilik tim HCV
genomu boyuncadir ve bu nedenle genomun bir bolgesi tzerinden dizileme yapmak
yeterli olacaktir. Burada 6nemli olan nokta, genotip ve alt tip tayinini yapacak dogru gen
bolgesini secmektir?.

Rutin laboratuvarlarda siklikla kullanilan revers hibridizasyon yontemlerinden olan
LIPA, viris genomundaki 5’UTR ve/veya kor bolgesinin amplifikasyon urinlerinin revers
hibridizasyonu esasina dayali DNA serit teknolojisiyle hazirlanmis bir tekniktir. Ancak,
5'UTR bdlgesinin genotip tayininde yetersiz kalmasi, 6zellikle genotip 6zgulliginin du-
stk olmasi, tedavinin amacina ulasmasini engellemektedir. Genotiplemede en detayli ve
dogru sonuglar; kor, E1 ve/veya NS5B bdlgesinin PCR ile cogaltilip dizi analizinin yapil-
maslyla elde edildigi calismalarda gosterilmistir®.

Bu arastirmada, LIPA yontemiyle saptanan HCV genotiplerinin ve alt tiplerinin, altin
standart yontem olan dizi analiziyle karsilastinlmasi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu onay ile gerceklestirildi (Tarih:
22.12.2017 ve Karar No: 2017/606). Arastirma, Erciyes Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Viroloji Laboratuvarinda ve ayni niversiteye bagl bir arastirma merkezin-
de gerceklestirildi. Calismanin revers hibridizasyon testi ile hemi-nested PCR analizleri
Anabilim Dali Laboratuvarlar’nda, dizi analizi islemi Arastirma Merkezi'nde gerceklesti.

Hastalar ve Ornekler

Kronik HCV enfeksiyonu tanisi almis, HCV RNA viral yiikii 10* IU/ml ve (izeri olan, an-
tiviral tedavi almamis, 114’0 kadin, 98 ‘i erkek toplam 212 hasta 6rnegi prospektif olarak
planlanan calismaya dahil edildi.

HCV genotip tayini icin, revers hibridizasyon serit yontemi olarak LIPA ve Sanger dizi
analizi yontemleri kullanildi.

LIPA yontemi ile HCV Genotip Tayini

HCV RNA izolasyonu, EZ1 Advanced cihazi (Qiagen, Almanya) kullanilarak Uretici fir-
manin 6n gordigu EZ1 Virls Minikit v2.0 (Qiagen, Almanya) test kiti prosediriine uy-
gun olarak yapildi. Revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) HCV RNA
Real time Qualitativo 2.0 (NLM Analytica, italya) kiti ile calisildi. Genotipleme LIPA GEN
-C 2.0 (NLM, italya) kiti ile revers hibridizasyon esasina gére calisildi. HCV genomunun
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5'UTR ve kor bolgesinden sentezlenen DNA riiniine, biyotin baglanarak sabitlenmis
oligonuikleotit problarla hibridize edilmesi saglandi. Alkalin fosfataz enzimi baglanmis
streptavidin bilesigi, biyotinle isaretli DNA’'ya eklenip kromojen madde ile etkileserek
nitroseliiloz seritler lizerinde mor-kahverengi bantlar meydana getirdi. Bantlar, Uretici
firmanin yorumlama kartlari ile esletirilerek genotip ve alt tipler belirlendi.

Dizi Analizi ile HCV Genotip Tayini

HCV genotiplerinin tayininde Sanger yontemi ile dizi analizi islemleri yapildi. HCV'nin
genomundaki 370 baz cifti (bp) buyukligindeki NS5B gen bdlgesine yonelik dizi analizi
gerceklestirildi. HCV genomunda NS5B gen bolgesindeki 370 kb’lik kisim iki asamali PCR
ile cogaltildi. PCR Grtinlerinin saflastirimasini takiben, dizi analizine yonelik PCR uygu-
landi. Dizi analizine yonelik yapilan PCR drinlerinin saflastinimasinin ardindan, érnekler
kapiller sistemli otomatik dizi analizi cihazi olan ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, ABD) cihazinda calisildi. Kullanilan primerler Tablo I'de gdsterilmistir®.

Dizi Analizi ile Elde Edilen Verilerin Degerlendirilmesi

Elde edilen dizilerin analizi hcv.lanl.gov/content/sequence/BASIC_BLAST/ basic_blast.
html ve blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi programlari kullanilarak yapild.

istatistiksel Analiz

Calismanin istatistiksel analizleri TURCOSA Analytics programi kullanilarak yapild.
HCV genotip tayininde dizi analizi yontemi altin standart oldugu icin, dizi analizi yonte-
miyle elde edilen HCV genotip sonuclari baz alinarak hastalarin demografik 6zellikleriyle
ilgili istatistiksel analiz yapildi. Viral yiik ile cinsiyet; viral yik ile genotip; yas ile viral ylk
iliskileri Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Ayrica viral yiik-genotip iliskisinde an-
lamlilik, Shapiro Wilk normallik testiyle belirlendi.

LIPA ile dizi analizi sonuclarinin farklihgi Pearson ki-kare, Yates ki-kare, olabilirlik orani
ve Fisher’s exact testleri ile degerlendirildi.

BULGULAR

Calismaya HCV RNA viral yuki 104 1U/ml ve daha yukari olan kronik HCV tanisi almig
114'G kadin, 98'i erkek 212 hasta dahil edilmistir. Ortalama yas; 58.5; ortanca yas; 55.5
olarak saptanmus, viral yiik ortalamasi log 6.1 1U/ml olarak bulunmustur.

Calismada, LIPA yontemiyle HCV genotip ve alt tipleri arastinlan 212 hastanin 40
(%18.8)"Inda genotip 1a, 97 (%45.75)'sinde genotip 1b, 7 (%3.3)'sinde genotip 2, 12

Tablo I. HCV Genomu NS5B Gen Bélgesi PCR Primerleri

Primer Polaritesi Primer Baz Dizisi (5’-3") Pozisyon
PR 3.1 Sense 5'-TAT GAY ACC CGC TGY TTT GAY TC-3' 8256-8278
PR 4 Antisense 5’-GCN GAR TAY CTV GTC ATA GCC TC-3’ 8622-8644
PR 5 Antisense 5’-GCT AGT CAT AGC CTC CGT-3' 8619-8636
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(%5.6)'sinde genotip 2a/c, 2 (%0.94)'sinde genotip 2b, 19 (%8.96)'unda genotip 3, 16
(%7.55)'sinda genotip 4, birinde (%0.47) genotip 4a, 15 (%7.5)'inde genotip 4c/d, 1
(%0.47)’'inde genotip 4h ve ikisinde (%0.94) genotip 5 bulunmustur. Dizi analizi yon-
temiyle degerlendirilen 212 hastanin 20 (%9.43)'sinde genotip Ta, 118 (%55.6)inde
genotip 1b, 16 (%7.55)'sinda genotip 2a, 4 (%1.89)’linde genotip 2b, birinde (%0.47)
genotip 2k, 21 (%9.91)'inde genotip 3a, ikisinde (%0.94) genotip 4a, 28 (%13.21)’inde
genotip 4d ve ikisinde (%0.94) genotip 5a saptanmustir.

Buna gore, LIPA ile 40 hastada genotip 1a saptanirken, dizi analiziyle 20 hastada ge-
notip 1a bulunmustur. Ayrica genotip 2 ve genotip 4 tayininde LIPA ile tiplendirilemeyen
ornekler, dizi analizi ile alt tiplerine gore tanimlanmstir. LIPA ile genotip 2a/c olarak
saptanan 12 hastanin, dizi analizi ile 10'u genotip 2a, biri genotip 2b ve biri genotip
2k olarak bulunmugtur. LIPA ile alt tiplendirilememis ve genotip 2 olarak saptanmis yedi
ornegin, biri genotip 2b geri kalani ise genotip 2a olarak dizi analiziyle belirlenmistir.

LIPA ile genotip 4 olarak saptanan 16 6rnegin, 13’ genotip 4d, biri genotip 3a, biri
genotip 4a ve biri genotip 1b olarak dizi analizinde tiplendirilmistir. LIPA ile genotip
4c/d saptanan 15 ornegin, dizi analiziyle 13’U genotip 4d, biri genotip 4a ve biri geno-
tip 1b’dir. LIPA ile genotip 4h olarak saptanan 6rnek, dizi analizinde genotip 4d olarak
saptanmugtir.

Genotip 3 orneklerinde, LIPA ile alt tiplendirmeye gidilememis ve 19 6rnegin tamami
dizi analizi ile genotip 3a bulunmustur. Ayni sekilde genotip 5 olarak LIPA ile saptanmis
iki 6rnek, dizi analiziyle genotip 5a olarak tiplendirilmistir. LIPA ve dizi analizi sonuclarina
gore HCV genotip ve alt tiplerinin dagihmi Tablo 1I'de gosterilmistir.

Tablo Il. LIPA ve Dizi Analizi Sonuglarina Gére HCV Genotip/Alt Tiplerinin Dagilimi

Dizi analizi sonuglarn
LIPA sonuglari Gn4d Gn3a Gnla Gnlb Gn2a Gn2b Gn2k Gn4a Gn5a Toplam

Gn la - - 17 23 - - - - - 40
Gn 1b - 1 3 93 - - - - - 97
Gn 2 - - - 1 - - - 7
Gn 2a/c - - - - 10 1 1 - - 12
Gn 2b - - - - - 2 - - 2
Gn 3 - 19 - - - - - - - 19
Gn 4 13 1 - 1 - - - 1 - 16
Gn 4a 1 - - - - - - 1
Gn 4c/d 13 - - 1 - - - 1 - 15
Gn 4h 1 - - - - - - - - 1
Gn5 - - - - - - - - 2 2
Toplam 28 21 20 118 16 4 1 2 2 212

Gn: Genotip; LIPA: Line probe assay.
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Her iki yontemin sonuclari karsilastiriidiginda; genotip bazinda %97.5 oraninda uyum
goriiliirken bu oran alt tip bazinda %19’dur. iki yéntem arasindaki sonug farklilig istatis-
tiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0.001 ).

Viral ylk-cinsiyet ve viral ylk-yas arasinda anlaml bir iliski saptanmamustir (p> 0.001).
Dizi analizi yontemiyle saptanan verilere gore; viral ylik-genotip iliskisi degerlendirilmis,
en yuksek viral ylik genotip 1a hastalarinda saptanmistir (Shapiro Wilk normallik testi, p<
0.001).

LIPA ve dizi analizi sonucuna goére HCV genotip Ta saptanan erkek hastalar 40-50
yas araligindayken, kadin hastalar 50-60 yas araliginda saptanmistir. Her iki yontemle
genotip 1b hastalari 60 yas ustu grupta bulunmustur. LIPA ile genotip 2 ve genotip 2a/c
bulunan hastalar erkek ve kadinlarda 50-60 yas araliginda gorulirken, genotip 2b; 30
yas alti erkeklerde gorulmustir. Genotip 3, erkeklerde 30 yas altinda, kadin hastalarda ise
40 yas Ustlinde saptanmugtir. LIPA ile genotip 4 olarak bulunan hastalar, her iki cinsiyette
de 50-70 yas arasinda dagilim gdstermis olup, genotip 4h bulunan bir hasta 75 yas Ustu
grupta yer almistir. Genotip 4c/d saptanan kadin ve erkek hastalarin da 60 yas alti grupta
oldugu gozlenmistir. HCV genotip 5, sadece kadinlarda saptanmistir (Tablo I11).

Dizi analizi sonucuna gore genotip 2a olarak belirlenen hastalar hem kadin, hem de
erkeklerde 60 yas Ustii olarak tespit edilmistir. Genotip 2b erkek hastalarda 35 yas altinda
gorulurken, genotip 2k, 60 yas Ustlinde saptanmistir. Genotip 3a, LIPA sonuclarinda ol-
dugu gibi 30 yas alti erkeklerde yogun gortlirken, kadin hastalarda 40-50 yas araliginda
gorulmustdr. Genotip 4a ve 4d kadin hastalarda 50 yas Ustiinde, erkek hastalarda 40-50
yas araliginda gozlenmistir. Genotip5a saptanan her iki kadin hasta Suriye uyruklu ve 40
yas Ustl olarak belirlenmistir. Dizi analizi ile saptanan HCV genotip ve alt tiplerinin yasa
gore dagihmi Sekil 1'de, yas-cinsiyet-genotip iliskisi Sekil 2’de gosterilmistir.

Tablo IlI. LIPA ve Dizi Analizi Sonuglarina Gére Genotip/Alt Tiplerin Cinsiyet Dagilimi

Dizi analizi ile
LIPA ile saptanan genotipler Kadin Erkek  saptanan genotipler  Kadin Erkek
Gn la 25 15 Gn la 8 12
Gn 1b 55 42 Gn 1b 71 47
Gn 2 1 6 Gn 2a 8 8
Gn 2a/c 8 4 Gn 2b 1
Gn 2b 0 2 Gn 2k 0 1
Gn 3 5 14 Gn 3a 6 15
Gn 4 8 8 Gn 4a 2 0
Gn 4a 1 0 Gn 4d 16 12
Gn 4c/d 8 7 Gn 5a 2 0
Gn 4h 1 0
Gn5 2 0
LIPA: Line probe assay.
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TARTISMA

HCV enfeksiyonu tedavisinde, ana hedef olan KVY, HCV genotip ve alt tiplerinin be-
lirlenmesi ile 6zellesen DEA tedavisiyle miimkindir. Bu nedenle, rutin laboratuvarlarda
gercek zamanl PCR ve revers hibridizasyon yontemleri siklikla uygulanmaktadir ancak
altin standart yéntem dizi analizidir’.

Tdm diinyada en sik gorilen HCV genotip 1b olup, bazi HCV genotipleri (genotip 1,
genotip 2 ve genotip 3) diinyada ve ulkemizde yaygin olarak, bazi genotipler (genotip 4,
genotip 5 ve genotip 6) belli cografyalarda bildiriimektedir. Genotip 7 hakkinda bugtine
kadar bildirilen tek olgu, Orta Afrikali, Kanada’da yasayan bir gécmen hastadir®. Amerika
kitasinda %74.5 oraninda genotip 1, %10.6 oraninda genotip 3, %10.2 oraninda ge-
notip 2 gorulirken; Asya’da; genotip 1 %46.6, genotip 3 %22.4, genotip 2 %18.6 ve
genotip 6 %7 oraninda bildirilmistir. Sahra alti Orta Afrika’da en yaygin goriilen genotip,
%82.9 ile genotip 4 olup, bunu sirasiyla genotip 1 (%12.3), genotip 2 (%4), genotip 3
(%0.8) takip eder. Genotip 1, %64.4 ile Avrupa’da en yaygin gériilen genotiptir. ikinci
sirada %25.5 ile genotip 3 ve sonrasinda %5.5 ile genotip 2 gelmektedir’.

Diinyadaki genotip dagiimina benzer olarak, lilkemizde de en sik goriilen genotip
genotip 1'dir'%'", Calismamizda, Tiirkiye geneli ile uyumlu olarak LIPA (%45.75) ve dizi
analizi (%55.6) yontemleriyle genotip 1b, en yaygin gorilen genotip olmustur.

Ulkemizde genotip 2, 3 ve 4 diisiik siklikta bildiriimektedir. Ancak cesitli bolgelerde
bu genotiplerin sikhgr degisebilmektedir. Caliskan ve arkadagslarinin Kahramanmaras'ta
yaptigi bir calismada'?, HCV genotip dagilimlari arastirlmis ve genotip 1b %51.7 ile
ilk sirada, genotip 3 %46 ile ikinci sirada yer almistir. Nevsehir’de yapilan bir calismada
HCV genotip dagilimlarinda en yaygin genotip %45.1 ile genotip 1 iken, ikinci genotip,
genotip 2 (%14.5)"dir'3. Kayseri bélgesinde yapilan HCV genotip tayini calismalarinda
ise sirasiyla birinci sirada genotip 1 (%62; %62.4) ikinci sirada genotip 4 (%35.6; %32)
saptanmigtir' 413,

Calismamizda, dizi analizi ile elde ettigimiz veriler Kayseri bolgesinde yapilan calis-
malarin sonuglaryla uyumludur. LIPA yontemiyle HCV genotip ve alt tipleri arastirilan
212 hastanin 97 (%45.75)'sinde genotip 1b en sik gorilen genotip , ikinci sirada ise 40
hastada (%18.8) saptanan genotip 1a yer almistir. Genotip 4 ise 32 hastada (%15.09)
saptanarak Uclincu en sik gorilen genotip olmustur. Dizi analizi yontemiyle tekrar ca-
hsilan 212 hastanin 118 (%55,6)'inde genotip 1b, 28 (%13.21)'inde genotip 4d, 20
(%9.43)'sinde genotip 1a, 16 (%7.55)’sinda genotip 2a, dordiinde (%1.89) genotip 2b,
birinde (%0.47) genotip 2k, 21 (%9.91)’inde genotip 3a, ikisinde (%0.94) genotip 4a ve
ikisinde (%0.94) genotip 5a saptanmustir. Dizi analizi ydontemiyle saptanan HCV genotip
dagiiminin, daha 6nceden ayni bolgede yapilmis calismalarla benzer olmasi, genotiple-
mede dizi analizi yonteminin dnemini bir kez daha ortaya koymustur.

Gorulme sikhgi Sahra alti Gliney Afrika’da %35.7; Dogu Afrika’da %13, Kuzey Afrika ve
Ortadogu’da %0.3 olarak bildirilen genotip 5, diinyanin diger bolgelerinde %0.1"in altin-
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da oranlarda saptanmustir. Ulkemizde Suriyeli gécmenleri de kapsayan hasta gruplariyla
HCV genotip calismalar yapilmaktadir. Adana bolgesinde yapilan bir arastirmada %0.8
oraninda genotip 5a saptanmis olup, calismaya dahil edilen hastalarin %9’unu Suriyeli

miilteciler olusturmustur'®.

Guney bolgelerimizde 6zellikle Suriyeli hastalar nedeniyle degisen HCV epidemiyoloji-
sini dogrulayan bir calisma da Cirit ve arkadaslari tarafindan yapilmistir. Calismaya gore,
bolgedeki Suriyeli hastalar arasinda en yaygin genotip; genotip 4 (%48.2) iken, genotip
1 (%41.4) ve genotip 5 (%8.7) bunu takip etmistir'”.

Calismamizda LIPA ile genotip 5 olarak saptanan iki hasta (%0.94) dizi analizi ile geno-
tip 5a olarak belirlenmis olup, hastalarin Suriye uyruklu olmasi diinya genelindeki genotip
dagihmlarina bakildiginda anlamlidir (Tablo II). Savas, go¢ gibi toplumsal olaylar bolge-
mizdeki HCV epidemiyolojisini etkilemektedir.

Calismamizda genotip 1a LIPA ile 40 hastada, dizi analizi ile 20 hastada saptanmistir.
LIPA ile dizi analizi sonuclari karsilastirildiginda, genotip 1a-1b ayrimi ile, genotip 2 ve ge-
notip 4’lerin alt tiplendirilmesinde LIPA yetersiz kalmistir (Tablo I1). iki ydntem arasindaki
sonug farkhhg istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0.001).

Tedavi uygulanan hastalarda genotip 1a tedavisi icin sirozlu hastalarda 24 hafta, siroz
gelismemis hastalarda 12 hafta ribavirin+DEA tedavisi , genotip 1b hastalarinda ise siroz
olsun ya da olmasin ribavirin harici 12 haftalik tedavi uygulanmaktadir'®. LIPA sonucu ile
genotip 1a bulunan ancak dizi analizi ile aslinda genotip 1b oldugu ortaya ¢ikan hastalara
daha uzun ve daha agir genotip Ta tedavisi uygulanmasi gereksiz ve risklidir. Her ne ka-
dar rutin laboratuvarlarda deneyimli personel gerektiren, zahmetli ve uzun siirede sonug
veren dizi analizi teknikleri tercih edilmese de, tedavi rejiminin genotip 1 ile enfekte has-
talarda alt tipe gore farklilik gostermesinden dolayr dogrulama testi olarak rutin kullanima
alinmasi gerektigi disunulmdastar.

Peng ve arkadaslarinin calismasinda'®, genotip 1b, 50 yas (istii hastalarda %59.9 ile en
sik gorilen genotip olurken, 30-40 yas araligindaki erkek hastalarda %75 oraninda geno-
tip 3b saptanmis, benzer bir calismada®, genotip 1b, genotip 2 ve genotip 5 ile enfekte
hastalarin yas ortalamalari; genotip 1a, genotip 3 ve genotip 4 ile enfekte hastalardan
anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

Calismamizda en yiksek yas ortalamasina sahip hastalarin genotip 1b ile enfekte ol-
masi ve en geng hasta grubunun genotip 3a ve genotip 2b hastalarinin olmasi literatiirle
uyumludur. Benzer olarak, Saglk ve arkadaslarinin kronik hepatit C enfeksiyonlu hastalar-
da genotip dagilimini arastirdigi bir calismada?', genotip 1 ile enfekte hastalarin yas orta-
lamasi diger genotiplerle enfekte hastalara gore yiiksek bulunmustur. Ulkemizde HCV en-
feksiyonu, cogunlukla giivenli olmayan tibbi girisimler sonrasinda edinilmis olup, 6zellikle
yas grubunun en ytiksek oldugu genotip 1b hastalarinda bu bulas yolu yaygindir. Calis-
mamizda hastalar, bulas yolu acisindan degerlendirilmemistir ancak damar ici uyusturucu
(DiU) kullanicilarinda yaygin gériilen genotip 3a alt tipinin 35 yas alti geng erkeklerde ve
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genotip 1b hastalarinin 60 yas istiinde saptanmasi, literatiirle uyumlu bulunmustur®2°.

Bu durum, guivenli olmayan tibbi uygulamalar sonucu bulagi 6nlemek adina 6zellikle kan
transflizyonu 6ncesindeki viral hepatitler yoniinden yapilan tarama testleriyle genotip 1b
insidansinda azalmaya ancak genotip 2 ve genotip 3’iin DiU kullaniminin yaygin oldugu
gelismis Ulkelerdeki oranlara yaklasacagini diistindlirmektedir. Ayrica calismamizda diisiik
oranlarda saptanan (%0.94) genotip 5a’larin ilerleyen zamanlarda tlkemizdeki gé¢cmen
sayisinin artmasiyla ylikselebilecegi de aciktir.

Viral yik ile HCV genotiplerinin iliskisi degerlendirildiginde, dizi analizi sonuglarina
gore genotip 1a ile enfekte hastalarda HCV RNA diizeyi en yiiksek bulunmus olup bunu
genotip 1b ve genotip 4 ile enfekte hastalarin viral yukleri izlemistir. Genotip 1a, 1b ve
genotip 4 hastalarinda diger genotiplere oranla daha yiiksek viral yiik saptanan Nemoz
ve arkadaslarinin calismasi??, calismamizdaki sonuclarla uyumludur. Ngoc ve arkadas-
lari?3, akut ve kronik hepatit C hastalarinda genotip dagilimi ile viral yiik parametresini
degerlendirmis ve akut hepatit C enfeksiyonu olan hastalarda viral yikin daha yuksek
seyrettigini bildirmislerdir. Calismamizdaki hastalarin kronik HCV enfeksiyonuna sahip ol-
masi ve genotip 1a, genotip 1b ve genotip 4 hastalarinin HCV RNA diizeyleri arasinda
yuksek diizeyde bir farkin bulunmamasi viral yikin kronik HCV’li hastalarda genotipe
bagl bir degisken olmadigini diistindiirmektedir.

Rutin tanida siklikla kullanilan ticari genotipleme testleri, diistik maliyetli ve hizli sonug
veren testlerdir. Ancak bu testlerde, hedef bolge olarak son derece korunmus olan 5'UTR
bolgesi caliglmaktadir. LIPA yonteminde onceleri tek hedef bolge olarak 5'UTR bolgesi
kullanilirken, giincellenmis versiyonlarinda genotip 1a ve genotip 1b ayrimi icin kor bol-
gesi de eklenmistir. Buna ragmen, LIPA yonteminin 6zellikle genotip 1a-1b ve genotip
1-6 ayrimindaki basarisizhgi literatiirde bildirilmektedir. Larrat ve arkadaslarinin calisma-
sinda®*, 5'UTR bdlgesinin LIPA ile tiplendirilmesinde 41 6rnegdin 13 (%31.7)'tinde alinan
sonuglar, NS5B bolgesinin dizi analizi sonuclariyla uyumsuzdur. Genotip 1 ve genotip
6’nin ayriminda hatali sonuclar elde edildigi gibi, genotip 3 ve genotip 4’lin “Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST)” analizlerinde de genotip ve alt tip bazinda uyumsuzluk
saptanmustir. Pagani ve arkadaslari, yapmis olduklari bir calismada®, 5'UTR bélgesi ile
yapilan genotiplemede genotip 1a-1b ayriminin yapilamadigini ayrica genotip 2a/c ile
genotip 4a/c/d alt tiplendirilmesinin hatali oldugunu; sadece genotip tayininin yeterli
oldugu tarama calismalarinda kullanilabilecegini, alt tipleme icin NS5B gen bdlgesinin
dizilenmesi gerektigi belirtmislerdir. LIPA yontemiyle genotip 1a ve genotip 1b’lerin ta-
nimlanmasindaki uyumsuzluklar, diger genotiplerde alt tiplendirmenin yapilamamasi ve
bazi 6rneklerde genotip bazinda hatalarin olusmasi; genotip/alt tipe dayali DEA tedavisi
alan hastalar icin dizi analizi ydnteminin gerekliligini ortaya koymaktadir?®. Calismamizda
en ciddi uyumsuzluk, genotip 1a hastalarinda saptanmis; LIPA ile genotip 1a olarak belir-
lenen 40 hastanin %50'sinin sekanslama ile genotip 1b oldugu ortaya ¢cikmistir.

NS5B gen bdlgesinin HCV genotiplemesi icin en 6zgil bolge oldugu kabul edilmis-
tir?’. Goletti ve arkadaslarinin LIPA ve dizi analizi ydntemlerini kiyasladigi calismasinda®,
genotip 1a ve genotip 1b ayrimi ile genotip 1 ve genotip 6 tayinlerinde LIPA yonteminin
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sorunlu oldugu, hedef gen bolgesi olan 5'UTR’nin bu genotip ve alt tipler icin yetersiz
kaldigr bildirilmistir. Ayrica caismada, LIPA ile genotipleme yapildiktan sonra genotip Ta
ve genotip 1b’nin dogrulanmasi ve belirsiz sonuglarin aydinlatilmasi icin NS5B gen bdl-
gesinin dizi analiziyle genotip tayini yapilmasindan cekinilmemesi gerektigi belirtilmistir°.

McCormick ve arkadaslarinin aragtirmasinda®®, LIPA ile genotip 1 olarak saptanan
orneklerin %46’si alt tiplendirilememistir. LIPA ile dizi analizi sonuclar %28.6 oraninda
uyumlu ¢cikmistir. LIPA yonteminde hedef gen bolgesi olarak 5’UTR bolgesinin calisiimasi;
genotip 1 olarak tiplendirilen rneklerin alt tip ayrimini gl¢lestirmistir.

Calismamizda HCV'nin 5’UTR bdlgesinin LIPA, NS5B gen bdlgesinin dizi analizi ile ge-
notip tayini sonuclari karsilastirildiginda; genotip bazinda uyum %97.5 iken, alt tip ba-
zinda %19’dur. Benzer olarak Ar ve arkadaslarinin Misir'da genotip 4 hastalarinda yaptigi
calismada®® LIPA ve dizi analizi yéntemleriyle genotip/alt tip ayrimi yapilmis ve genotip
bazinda %97, alt tip bazinda %3 uyum saptanmistir.

Sonug olarak, calismamizda HCV genotip ve alt tiplerinin belirlenmesi amaciyla, LIPA
yontemi ile dizi analizi yontemi karsilastirlmis genotip ve alt tip bazinda uyumlu olmayan
sonuclar saptanmistir. LIPA yontemiyle 6zellikle genotip 1a-1b ayriminda basarisiz so-
nuglar elde edilmesi dikkat cekicidir. LIPA yontemiyle elde edilen sonuglar, altin standart
yontem olan dizi analizi yontemiyle uyumsuzluk gosterdiginde tedavi protokoli alt tipe
bagl olarak degisen hastalar icin dikkate alinmasi gereken bir durumdur. Bu hastalar 6zel-
likle genotip 1a ve genotip 1b hastalari olup, dogru alt tip tayini genotip 1b hastalarinin
genotip Ta hastalarina kiyasla daha uzun tedavi almasini engelleyecektir. Bu nedenle, bu
tip calismalarin daha cok 6rnek iceren benzer calismalarla desteklenmesi gerektigi kana-
atine varilmistir.
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