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ÖZ

Hepatit C Virüsü (HCV), tüm dünyada yaklaşık 185 milyon insanı enfekte ettiği tahmin edilen ve 
her yıl 350 000 kişinin ölümüne sebep olan bir virüstür. HCV’nin yedi genotipi ve 100’den fazla alt tipi 
bulunmaktadır. HCV tedavisinde hedef, kalıcı virolojik yanıt (KVY) olup, KVY’yi belirleyen en önemli viro-
lojik faktörler, genotip ve başlangıçtaki HCV-RNA düzeyleridir. Bu araştırmayla, “line probe assay (LIPA)” 
yöntemiyle saptanan HCV genotiplerinin ve alt tiplerinin, dizi analiziyle karşılaştırılması amaçlanmıştır. 
Kronik hepatit C enfeksiyonu tanısı almış, HCV RNA viral yükü 104 IU/ml ve üzeri olan 212 hasta örneğin-
de LIPA (NLM analytica, İtalya) ve dizi analizi yöntemleriyle HCV genotip ve alt tipleri araştırılmıştır. LIPA 
yönteminde 5’UTR ve kor bölgeleri, dizi analizi yönteminde ise NS5B gen bölgesi çalışılmıştır. NS5B gen 
bölgesinde 340 bp’lik bölge hemi-nested polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yöntemiyle çoğaltıldıktan 
sonra, dizi analizi işlemleri (ABI 3500 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, ABD) gerçekleştirilmiştir. İsta-
tistiksel analizler, TURCOSA Analytics programı kullanılarak yapılmıştır. Çalışmada, LIPA yöntemiyle HCV 
genotip ve alt tipleri araştırılan 212 hastanın 40 (%18.8)’ında 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)’sında 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 bulunmuştur. Dizi analizi yöntemiyle değerlendi-
rilen 212 hastanın 20 (%9.43)’sinde genotip 1a, 118 (%55.6)’inde genotip 1b, 16 (%7.55)’sında genotip 
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2a, 4 (%1.89)’ünde 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 saptanmıştır. İki yöntem 
arasındaki sonuç farklılığı istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p< 0.001). Viral yük-genotip ilişkisine 
göre, en yüksek viral yük genotip 1a hastalarında saptanmıştır (p< 0.001). Sonuç olarak, çalışmamızda 
HCV genotip ve alt tiplerinin belirlenmesi amacıyla, LIPA ve dizi analizi yöntemleri karşılaştırılmış ve iki 
yöntem arasındaki genotip uyumu; genotip bazında %97.5, alt tip bazında %19 olarak saptanmıştır. 
Kronik HCV hastalarında direkt etkili antiviral (DEA) tedavi protokolü, genotip/alt tip tayinine göre plan-
landığından, rutinde yaygın olarak çalışılan LIPA yönteminde elde edilen sonuçların dizi analizi yöntemiyle 
uyumsuzluğu dikkate değerdir ve bu sonuçların daha fazla sayıda örnek içeren çalışmalarla desteklenmesi 
gerektiği kanaatine varılmıştır. 

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 10⁴ 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.

GİRİŞ

HCV, tüm dünyada yaklaşık 185 milyon insanı enfekte ettiği tahmin edilen ve her yıl 
yaklaşık 350 bin kişinin ölümüne sebep olan bir virüstür. HCV ile enfekte olguların %20
’sinde akut enfeksiyon, %80’inde kronik enfeksiyon tablosu gelişmekte; kronikleşen olgu-
ların %15-20’sinde siroz, sirozlu olguların ise %1-4’ünde hepatosellular karsinoma (HSK) 
görülmektedir1.

HCV, yüksek replikasyon hızına sahip bir virüs olup, genomunda “proofreading” (dü-
zeltme) mekanizmalarının bulunmaması sebebiyle, yedi adet genotip ve 100’den fazla 
alt tipe sahiptir2.
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 HCV tedavisinde ana hedef KVY’dir. KVY’yi belirleyen virolojik açıdan en önemli fak-
törler, genotip ve başlangıçtaki HCV-RNA düzeyleridir. Genotip ve alt tip çeşitliliği, kro-
nik HCV’li hastalarda farklı tedavi rejimlerini beraberinde getirmiştir. Bu nedenle HCV’li 
hastalarda, genotip ve alt tip ayrımının yapılması önerilmekte ve buna bağlı olarak DEA 
tedavi rejimi planlanmaktadır3.

Genotip ve alt tip ayrımını yapmak için pek çok tanı yöntemi geliştirilmiştir. Bugün 
HCV’nin genotip ve alt tip ayrımını yapabilen altın standart yöntemin dizi analizi oldu-
ğu bilinmektedir. Yapılan araştırmalar göstermiştir ki genotiplerdeki farklılık tüm HCV 
genomu boyuncadır ve bu nedenle genomun bir bölgesi üzerinden dizileme yapmak 
yeterli olacaktır. Burada önemli olan nokta, genotip ve alt tip tayinini yapacak doğru gen 
bölgesini seçmektir4.

Rutin laboratuvarlarda sıklıkla kullanılan revers hibridizasyon yöntemlerinden olan 
LIPA, virüs genomundaki 5’UTR ve/veya kor bölgesinin amplifikasyon ürünlerinin revers 
hibridizasyonu esasına dayalı DNA şerit teknolojisiyle hazırlanmış bir tekniktir. Ancak, 
5’UTR bölgesinin genotip tayininde yetersiz kalması, özellikle genotip özgüllüğünün dü-
şük olması, tedavinin amacına ulaşmasını engellemektedir. Genotiplemede en detaylı ve 
doğru sonuçlar; kor, E1 ve/veya NS5B bölgesinin PCR ile çoğaltılıp dizi analizinin yapıl-
masıyla elde edildiği çalışmalarda gösterilmiştir5.

Bu araştırmada, LIPA yöntemiyle saptanan HCV genotiplerinin ve alt tiplerinin, altın 
standart yöntem olan dizi analiziyle karşılaştırılması amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Bu çalışma, Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi Etik Kurulu onayı ile gerçekleştirildi (Tarih: 
22.12.2017 ve Karar No: 2017/606). Araştırma, Erciyes Üniversitesi Tıbbi Mikrobiyoloji 
Anabilim Dalı Viroloji Laboratuvarında ve aynı üniversiteye bağlı bir araştırma merkezin-
de gerçekleştirildi. Çalışmanın revers hibridizasyon testi ile hemi-nested PCR analizleri 
Anabilim Dalı Laboratuvarları’nda, dizi analizi işlemi Araştırma Merkezi’nde gerçekleşti.

Hastalar ve Örnekler

Kronik HCV enfeksiyonu tanısı almış, HCV RNA viral yükü 10⁴ IU/ml ve üzeri olan, an-
tiviral tedavi almamış, 114’ü kadın, 98 ‘i erkek toplam 212 hasta örneği prospektif olarak 
planlanan çalışmaya dahil edildi. 

HCV genotip tayini için, revers hibridizasyon şerit yöntemi olarak LIPA ve Sanger dizi 
analizi yöntemleri kullanıldı.

 LIPA yöntemi ile HCV Genotip Tayini

HCV RNA izolasyonu, EZ1 Advanced cihazı (Qiagen, Almanya) kullanılarak üretici fir-
manın ön gördüğü EZ1 Virüs Minikit v2.0 (Qiagen, Almanya) test kiti prosedürüne uy-
gun olarak yapıldı. Revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) HCV RNA 
Real time Qualitativo 2.0 (NLM Analytica, İtalya) kiti ile çalışıldı. Genotipleme LIPA GEN 
-C 2.0 (NLM, İtalya) kiti ile revers hibridizasyon esasına göre çalışıldı. HCV genomunun 
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5’UTR ve kor bölgesinden sentezlenen DNA ürününe, biyotin bağlanarak sabitlenmiş 
oligonükleotit problarla hibridize edilmesi sağlandı. Alkalin fosfataz enzimi bağlanmış 
streptavidin bileşiği, biyotinle işaretli DNA’ya eklenip kromojen madde ile etkileşerek 
nitroselüloz şeritler üzerinde mor-kahverengi bantlar meydana getirdi. Bantlar, üretici 
firmanın yorumlama kartları ile eşletirilerek genotip ve alt tipler belirlendi.

 Dizi Analizi ile HCV Genotip Tayini

HCV genotiplerinin tayininde Sanger yöntemi ile dizi analizi işlemleri yapıldı. HCV’nin 
genomundaki 370 baz çifti (bp) büyüklüğündeki NS5B gen bölgesine yönelik dizi analizi 
gerçekleştirildi. HCV genomunda NS5B gen bölgesindeki 370 kb’lık kısım iki aşamalı PCR 
ile çoğaltıldı. PCR ürünlerinin saflaştırılmasını takiben, dizi analizine yönelik PCR uygu-
landı. Dizi analizine yönelik yapılan PCR ürünlerinin saflaştırılmasının ardından, örnekler 
kapiller sistemli otomatik dizi analizi cihazı olan ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems, ABD) cihazında çalışıldı. Kullanılan primerler Tablo I’de gösterilmiştir6.

Dizi Analizi ile Elde Edilen Verilerin Değerlendirilmesi

Elde edilen dizilerin analizi hcv.lanl.gov/content/sequence/BASIC_BLAST/ basic_blast.
html ve blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi programları kullanılarak yapıldı. 

İstatistiksel Analiz

Çalışmanın istatistiksel analizleri TURCOSA Analytics programı kullanılarak yapıldı. 
HCV genotip tayininde dizi analizi yöntemi altın standart olduğu için, dizi analizi yönte-
miyle elde edilen HCV genotip sonuçları baz alınarak hastaların demografik özellikleriyle 
ilgili istatistiksel analiz yapıldı. Viral yük ile cinsiyet; viral yük ile genotip; yaş ile viral yük 
ilişkileri Mann-Whitney U testi ile değerlendirildi. Ayrıca viral yük-genotip ilişkisinde an-
lamlılık, Shapiro Wilk normallik testiyle belirlendi.

LIPA ile dizi analizi sonuçlarının farklılığı Pearson ki-kare, Yates ki-kare, olabilirlik oranı 
ve Fisher’s exact testleri ile değerlendirildi.

BULGULAR

Çalışmaya HCV RNA viral yükü 104 IU/ml ve daha yukarı olan kronik HCV tanısı almış 
114’ü kadın, 98’i erkek 212 hasta dahil edilmiştir. Ortalama yaş; 58.5; ortanca yaş; 55.5 
olarak saptanmış, viral yük ortalaması log 6.1 IU/ml olarak bulunmuştur.

Çalışmada, LIPA yöntemiyle HCV genotip ve alt tipleri araştırılan 212 hastanın 40 
(%18.8)’ında genotip 1a, 97 (%45.75)’sinde genotip 1b, 7 (%3.3)’sinde genotip 2, 12 

Tablo I. HCV Genomu NS5B Gen Bölgesi 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)’sında 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 bulunmuştur. Dizi analizi yön-
temiyle değerlendirilen 212 hastanın 20 (%9.43)’sinde genotip 1a, 118 (%55.6)’inde 
genotip 1b, 16 (%7.55)’sında genotip 2a, 4 (%1.89)’ünde 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 saptanmıştır.

Buna göre, LIPA ile 40 hastada genotip 1a saptanırken, dizi analiziyle 20 hastada ge-
notip 1a bulunmuştur. Ayrıca genotip 2 ve genotip 4 tayininde LIPA ile tiplendirilemeyen 
örnekler, dizi analizi ile alt tiplerine göre tanımlanmıştır. LIPA ile genotip 2a/c olarak 
saptanan 12 hastanın, dizi analizi ile 10’u genotip 2a, biri genotip 2b ve biri genotip 
2k olarak bulunmuştur. LIPA ile alt tiplendirilememiş ve genotip 2 olarak saptanmış yedi 
örneğin, biri genotip 2b geri kalanı ise genotip 2a olarak dizi analiziyle belirlenmiştir. 

LIPA ile genotip 4 olarak saptanan 16 örneğin, 13’ü genotip 4d, biri genotip 3a, biri 
genotip 4a ve biri genotip 1b olarak dizi analizinde tiplendirilmiştir. LIPA ile genotip 
4c/d saptanan 15 örneğin, dizi analiziyle 13’ü genotip 4d, biri genotip 4a ve biri geno-
tip 1b’dir. LIPA ile genotip 4h olarak saptanan örnek, dizi analizinde genotip 4d olarak 
saptanmıştır.

Genotip 3 örneklerinde, LIPA ile alt tiplendirmeye gidilememiş ve 19 örneğin tamamı 
dizi analizi ile genotip 3a bulunmuştur. Aynı şekilde genotip 5 olarak LIPA ile saptanmış 
iki örnek, dizi analiziyle genotip 5a olarak tiplendirilmiştir. LIPA ve dizi analizi sonuçlarına 
göre HCV genotip ve alt tiplerinin dağılımı Tablo II’de gösterilmiştir.

Tablo II. LIPA ve Dizi Analizi Sonuçlarına Göre HCV Genotip/Alt Tiplerinin Dağılımı

Dizi analizi sonuçları

LIPA sonuçları Gn 4d Gn 3a Gn 1a Gn 1b Gn2a Gn 2b Gn 2k Gn 4a Gn 5a Toplam

Gn 1a - - 17 23 - - - - - 40

Gn 1b - 1 3 93 - - - - - 97

Gn 2 - - - - 6 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

Gn 5 - - - - - - - - 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 yöntemin sonuçları karşılaştırıldığında; genotip bazında %97.5 oranında uyum 
görülürken bu oran alt tip bazında %19’dur. İki yöntem arasındaki sonuç farklılığı istatis-
tiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p< 0.001 ). 

Viral yük-cinsiyet ve viral yük-yaş arasında anlamlı bir ilişki saptanmamıştır (p> 0.001). 
Dizi analizi yöntemiyle saptanan verilere göre; viral yük-genotip ilişkisi değerlendirilmiş, 
en yüksek viral yük genotip 1a hastalarında saptanmıştır (Shapiro Wilk normallik testi, p< 
0.001).

LIPA ve dizi analizi sonucuna göre HCV genotip 1a saptanan erkek hastalar 40-50 
yaş aralığındayken, kadın hastalar 50-60 yaş aralığında saptanmıştır. Her iki yöntemle 
genotip 1b hastaları 60 yaş üstü grupta bulunmuştur. LIPA ile genotip 2 ve genotip 2a/c 
bulunan hastalar erkek ve kadınlarda 50-60 yaş aralığında görülürken, genotip 2b; 30 
yaş altı erkeklerde görülmüştür. Genotip 3, erkeklerde 30 yaş altında, kadın hastalarda ise 
40 yaş üstünde saptanmıştır. LIPA ile genotip 4 olarak bulunan hastalar, her iki cinsiyette 
de 50-70 yaş arasında dağılım göstermiş olup, genotip 4h bulunan bir hasta 75 yaş üstü 
grupta yer almıştır. Genotip 4c/d saptanan kadın ve erkek hastaların da 60 yaş altı grupta 
olduğu gözlenmiştir. HCV genotip 5, sadece kadınlarda saptanmıştır (Tablo III). 

Dizi analizi sonucuna göre genotip 2a olarak belirlenen hastalar hem kadın, hem de 
erkeklerde 60 yaş üstü olarak tespit edilmiştir. Genotip 2b erkek hastalarda 35 yaş altında 
görülürken, genotip 2k, 60 yaş üstünde saptanmıştır. Genotip 3a, LIPA sonuçlarında ol-
duğu gibi 30 yaş altı erkeklerde yoğun görülürken, kadın hastalarda 40-50 yaş aralığında 
görülmüştür. Genotip 4a ve 4d kadın hastalarda 50 yaş üstünde, erkek hastalarda 40-50 
yaş aralığında gözlenmiştir. Genotip5a saptanan her iki kadın hasta Suriye uyruklu ve 40 
yaş üstü olarak belirlenmiştir. Dizi analizi ile saptanan HCV genotip ve alt tiplerinin yaşa 
göre dağılımı Şekil 1’de, yaş-cinsiyet-genotip ilişkisi Şekil 2’de gösterilmiştir. 

Tablo III. LIPA ve Dizi Analizi Sonuçlarına Göre Genotip/Alt Tiplerin Cinsiyet Dağılımı

LIPA ile saptanan genotipler Kadın Erkek
Dizi analizi ile 

saptanan genotipler Kadın Erkek

Gn 1a 25 15 Gn 1a 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 3

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

Gn 5 2 0

LIPA: Line probe assay.
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Şekil 2. Dizi analizi sonucuna göre yaş-cinsiyet-genotip dağılım grafiği.

Şekil 1. Dizi analizi ile saptanan HCV genotip ve alt tiplerinin yaşa göre dağılımı.
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TARTIŞMA

HCV enfeksiyonu tedavisinde, ana hedef olan KVY, HCV genotip ve alt tiplerinin be-
lirlenmesi ile özelleşen DEA tedavisiyle mümkündür. Bu nedenle, rutin laboratuvarlarda 
gerçek zamanlı PCR ve revers hibridizasyon yöntemleri sıklıkla uygulanmaktadır ancak 
altın standart yöntem dizi analizidir7.

Tüm dünyada en sık görülen HCV genotip 1b olup, bazı HCV genotipleri (genotip 1, 
genotip 2 ve genotip 3) dünyada ve ülkemizde yaygın olarak, bazı genotipler (genotip 4, 
genotip 5 ve genotip 6) belli coğrafyalarda bildirilmektedir. Genotip 7 hakkında bugüne 
kadar bildirilen tek olgu, Orta Afrikalı, Kanada’da yaşayan bir göçmen hastadır8. Amerika 
kıtasında %74.5 oranında genotip 1, %10.6 oranında genotip 3, %10.2 oranında ge-
notip 2 görülürken; Asya’da; genotip 1 %46.6, genotip 3 %22.4, genotip 2 %18.6 ve 
genotip 6 %7 oranında bildirilmiştir. Sahra altı Orta Afrika’da en yaygın görülen genotip, 
%82.9 ile genotip 4 olup, bunu sırasıyla genotip 1 (%12.3), genotip 2 (%4), genotip 3 
(%0.8) takip eder. Genotip 1, %64.4 ile Avrupa’da en yaygın görülen genotiptir. İkinci 
sırada %25.5 ile genotip 3 ve sonrasında %5.5 ile genotip 2 gelmektedir9.

Dünyadaki genotip dağılımına benzer olarak, ülkemizde de en sık görülen genotip 
genotip 1’dir10,11. Çalışmamızda, Türkiye geneli ile uyumlu olarak LIPA (%45.75) ve dizi 
analizi (%55.6) yöntemleriyle genotip 1b, en yaygın görülen genotip olmuştur.

Ülkemizde genotip 2, 3 ve 4 düşük sıklıkta bildirilmektedir. Ancak çeşitli bölgelerde 
bu genotiplerin sıklığı değişebilmektedir. Çalışkan ve arkadaşlarının Kahramanmaraş'ta 
yaptığı bir çalışmada12, HCV genotip dağılımları araştırılmış ve genotip 1b %51.7 ile 
ilk sırada, genotip 3 %46 ile ikinci sırada yer almıştır. Nevşehir’de yapılan bir çalışmada 
HCV genotip dağılımlarında en yaygın genotip %45.1 ile genotip 1 iken, ikinci genotip, 
genotip 2 (%14.5)‘dir13. Kayseri bölgesinde yapılan HCV genotip tayini çalışmalarında 
ise sırasıyla birinci sırada genotip 1 (%62; %62.4) ikinci sırada genotip 4 (%35.6; %32) 
saptanmıştır14,15.

Çalışmamızda, dizi analizi ile elde ettiğimiz veriler Kayseri bölgesinde yapılan çalış-
maların sonuçlarıyla uyumludur. LIPA yöntemiyle HCV genotip ve alt tipleri araştırılan 
212 hastanın 97 (%45.75)’sinde genotip 1b en sık görülen genotip , ikinci sırada ise 40 
hastada (%18.8) saptanan genotip 1a yer almıştır. Genotip 4 ise 32 hastada (%15.09) 
saptanarak üçüncü en sık görülen genotip olmuştur. Dizi analizi yöntemiyle tekrar ça-
lışılan 212 hastanın 118 (%55,6)’inde genotip 1b, 28 (%13.21)’inde genotip 4d, 20 
(%9.43)’sinde genotip 1a, 16 (%7.55)’sında genotip 2a, dördünde (%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 saptanmıştır. Dizi analizi yöntemiyle saptanan HCV genotip 
dağılımının, daha önceden aynı bölgede yapılmış çalışmalarla benzer olması, genotiple-
mede dizi analizi yönteminin önemini bir kez daha ortaya koymuştur.

Görülme sıklığı Sahra altı Güney Afrika’da %35.7; Doğu Afrika’da %13, Kuzey Afrika ve 
Ortadoğu’da %0.3 olarak bildirilen genotip 5, dünyanın diğer bölgelerinde %0.1’in altın-
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da oranlarda saptanmıştır. Ülkemizde Suriyeli göçmenleri de kapsayan hasta gruplarıyla 
HCV genotip çalışmaları yapılmaktadır. Adana bölgesinde yapılan bir araştırmada %0.8 
oranında genotip 5a saptanmış olup, çalışmaya dahil edilen hastaların %9’unu Suriyeli 
mülteciler oluşturmuştur16.

Güney bölgelerimizde özellikle Suriyeli hastalar nedeniyle değişen HCV epidemiyoloji-
sini doğrulayan bir çalışma da Cirit ve arkadaşları tarafından yapılmıştır. Çalışmaya göre, 
bölgedeki Suriyeli hastalar arasında en yaygın genotip; genotip 4 (%48.2) iken, genotip 
1 (%41.4) ve genotip 5 (%8.7) bunu takip etmiştir17.

Çalışmamızda LIPA ile genotip 5 olarak saptanan iki hasta (%0.94) dizi analizi ile geno-
tip 5a olarak belirlenmiş olup, hastaların Suriye uyruklu olması dünya genelindeki genotip 
dağılımlarına bakıldığında anlamlıdır (Tablo II). Savaş, göç gibi toplumsal olaylar bölge-
mizdeki HCV epidemiyolojisini etkilemektedir. 

Çalışmamızda genotip 1a LIPA ile 40 hastada, dizi analizi ile 20 hastada saptanmıştır. 
LIPA ile dizi analizi sonuçları karşılaştırıldığında, genotip 1a-1b ayrımı ile, genotip 2 ve ge-
notip 4’lerin alt tiplendirilmesinde LIPA yetersiz kalmıştır (Tablo II). İki yöntem arasındaki 
sonuç farklılığı istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p< 0.001).

Tedavi uygulanan hastalarda genotip 1a tedavisi için sirozlu hastalarda 24 hafta, siroz 
gelişmemiş hastalarda 12 hafta ribavirin+DEA tedavisi , genotip 1b hastalarında ise siroz 
olsun ya da olmasın ribavirin harici 12 haftalık tedavi uygulanmaktadır18. LIPA sonucu ile 
genotip 1a bulunan ancak dizi analizi ile aslında genotip 1b olduğu ortaya çıkan hastalara 
daha uzun ve daha ağır genotip 1a tedavisi uygulanması gereksiz ve risklidir. Her ne ka-
dar rutin laboratuvarlarda deneyimli personel gerektiren, zahmetli ve uzun sürede sonuç 
veren dizi analizi teknikleri tercih edilmese de, tedavi rejiminin genotip 1 ile enfekte has-
talarda alt tipe göre farklılık göstermesinden dolayı doğrulama testi olarak rutin kullanıma 
alınması gerektiği düşünülmüştür. 

Peng ve arkadaşlarının çalışmasında19, genotip 1b, 50 yaş üstü hastalarda %59.9 ile en 
sık görülen genotip olurken, 30-40 yaş aralığındaki erkek hastalarda %75 oranında geno-
tip 3b saptanmış, benzer bir çalışmada20, genotip 1b, genotip 2 ve genotip 5 ile enfekte 
hastaların yaş ortalamaları; genotip 1a, genotip 3 ve genotip 4 ile enfekte hastalardan 
anlamlı derecede yüksek bulunmuştur.

Çalışmamızda en yüksek yaş ortalamasına sahip hastaların genotip 1b ile enfekte ol-
ması ve en genç hasta grubunun genotip 3a ve genotip 2b hastalarının olması literatürle 
uyumludur. Benzer olarak, Sağlık ve arkadaşlarının kronik hepatit C enfeksiyonlu hastalar-
da genotip dağılımını araştırdığı bir çalışmada21, genotip 1 ile enfekte hastaların yaş orta-
laması diğer genotiplerle enfekte hastalara göre yüksek bulunmuştur. Ülkemizde HCV en-
feksiyonu, çoğunlukla güvenli olmayan tıbbi girişimler sonrasında edinilmiş olup, özellikle 
yaş grubunun en yüksek olduğu genotip 1b hastalarında bu bulaş yolu yaygındır. Çalış-
mamızda hastalar, bulaş yolu açısından değerlendirilmemiştir ancak damar içi uyuşturucu 
(DİU) kullanıcılarında yaygın görülen genotip 3a alt tipinin 35 yaş altı genç erkeklerde ve 
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genotip 1b hastalarının 60 yaş üstünde saptanması, literatürle uyumlu bulunmuştur9,20. 
Bu durum, güvenli olmayan tıbbi uygulamalar sonucu bulaşı önlemek adına özellikle kan 
transfüzyonu öncesindeki viral hepatitler yönünden yapılan tarama testleriyle genotip 1b 
insidansında azalmaya ancak genotip 2 ve genotip 3’ün DİU kullanımının yaygın olduğu 
gelişmiş ülkelerdeki oranlara yaklaşacağını düşündürmektedir. Ayrıca çalışmamızda düşük 
oranlarda saptanan (%0.94) genotip 5a’ların ilerleyen zamanlarda ülkemizdeki göçmen 
sayısının artmasıyla yükselebileceği de açıktır.

Viral yük ile HCV genotiplerinin ilişkisi değerlendirildiğinde, dizi analizi sonuçlarına 
göre genotip 1a ile enfekte hastalarda HCV RNA düzeyi en yüksek bulunmuş olup bunu 
genotip 1b ve genotip 4 ile enfekte hastaların viral yükleri izlemiştir. Genotip 1a, 1b ve 
genotip 4 hastalarında diğer genotiplere oranla daha yüksek viral yük saptanan Nemoz 
ve arkadaşlarının çalışması22, çalışmamızdaki sonuçlarla uyumludur. Ngoc ve arkadaş-
ları23, akut ve kronik hepatit C hastalarında genotip dağılımı ile viral yük parametresini 
değerlendirmiş ve akut hepatit C enfeksiyonu olan hastalarda viral yükün daha yüksek 
seyrettiğini bildirmişlerdir. Çalışmamızdaki hastaların kronik HCV enfeksiyonuna sahip ol-
ması ve genotip 1a, genotip 1b ve genotip 4 hastalarının HCV RNA düzeyleri arasında 
yüksek düzeyde bir farkın bulunmaması viral yükün kronik HCV’li hastalarda genotipe 
bağlı bir değişken olmadığını düşündürmektedir. 

Rutin tanıda sıklıkla kullanılan ticari genotipleme testleri, düşük maliyetli ve hızlı sonuç 
veren testlerdir. Ancak bu testlerde, hedef bölge olarak son derece korunmuş olan 5’UTR 
bölgesi çalışılmaktadır. LIPA yönteminde önceleri tek hedef bölge olarak 5’UTR bölgesi 
kullanılırken, güncellenmiş versiyonlarında genotip 1a ve genotip 1b ayrımı için kor böl-
gesi de eklenmiştir. Buna rağmen, LIPA yönteminin özellikle genotip 1a-1b ve genotip 
1-6 ayrımındaki başarısızlığı literatürde bildirilmektedir. Larrat ve arkadaşlarının çalışma-
sında24, 5’UTR bölgesinin LIPA ile tiplendirilmesinde 41 örneğin 13 (%31.7)’ünde alınan 
sonuçlar, NS5B bölgesinin dizi analizi sonuçlarıyla uyumsuzdur. Genotip 1 ve genotip 
6’nın ayrımında hatalı sonuçlar elde edildiği gibi, genotip 3 ve genotip 4’ün “Basic Local 
Alignment Search Tool (BLAST)” analizlerinde de genotip ve alt tip bazında uyumsuzluk 
saptanmıştır. Pagani ve arkadaşları, yapmış oldukları bir çalışmada25, 5’UTR bölgesi ile 
yapılan genotiplemede genotip 1a-1b ayrımının yapılamadığını ayrıca genotip 2a/c ile 
genotip 4a/c/d alt tiplendirilmesinin hatalı olduğunu; sadece genotip tayininin yeterli 
olduğu tarama çalışmalarında kullanılabileceğini, alt tipleme için NS5B gen bölgesinin 
dizilenmesi gerektiği belirtmişlerdir. LIPA yöntemiyle genotip 1a ve genotip 1b’lerin ta-
nımlanmasındaki uyumsuzluklar, diğer genotiplerde alt tiplendirmenin yapılamaması ve 
bazı örneklerde genotip bazında hataların oluşması; genotip/alt tipe dayalı DEA tedavisi 
alan hastalar için dizi analizi yönteminin gerekliliğini ortaya koymaktadır26. Çalışmamızda 
en ciddi uyumsuzluk, genotip 1a hastalarında saptanmış; LIPA ile genotip 1a olarak belir-
lenen 40 hastanın %50’sinin sekanslama ile genotip 1b olduğu ortaya çıkmıştır.

NS5B gen bölgesinin HCV genotiplemesi için en özgül bölge olduğu kabul edilmiş-
tir27. Goletti ve arkadaşlarının LIPA ve dizi analizi yöntemlerini kıyasladığı çalışmasında5, 
genotip 1a ve genotip 1b ayrımı ile genotip 1 ve genotip 6 tayinlerinde LIPA yönteminin 
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sorunlu olduğu, hedef gen bölgesi olan 5’UTR’nin bu genotip ve alt tipler için yetersiz 
kaldığı bildirilmiştir. Ayrıca çalışmada, LIPA ile genotipleme yapıldıktan sonra genotip 1a 
ve genotip 1b’nin doğrulanması ve belirsiz sonuçların aydınlatılması için NS5B gen böl-
gesinin dizi analiziyle genotip tayini yapılmasından çekinilmemesi gerektiği belirtilmiştir5.

McCormick ve arkadaşlarının araştırmasında28, LIPA ile genotip 1 olarak saptanan 
örneklerin %46’sı alt tiplendirilememiştir. LIPA ile dizi analizi sonuçları %28.6 oranında 
uyumlu çıkmıştır. LIPA yönteminde hedef gen bölgesi olarak 5’UTR bölgesinin çalışılması; 
genotip 1 olarak tiplendirilen örneklerin alt tip ayrımını güçleştirmiştir.

Çalışmamızda HCV'nin 5’UTR bölgesinin LIPA, NS5B gen bölgesinin dizi analizi ile ge-
notip tayini sonuçları karşılaştırıldığında; genotip bazında uyum %97.5 iken, alt tip ba-
zında %19’dur. Benzer olarak Ar ve arkadaşlarının Mısır’da genotip 4 hastalarında yaptığı 
çalışmada29 LIPA ve dizi analizi yöntemleriyle genotip/alt tip ayrımı yapılmış ve genotip 
bazında %97, alt tip bazında %3 uyum saptanmıştır.

Sonuç olarak, çalışmamızda HCV genotip ve alt tiplerinin belirlenmesi amacıyla, LIPA 
yöntemi ile dizi analizi yöntemi karşılaştırılmış genotip ve alt tip bazında uyumlu olmayan 
sonuçlar saptanmıştır. LIPA yöntemiyle özellikle genotip 1a-1b ayrımında başarısız so-
nuçlar elde edilmesi dikkat çekicidir. LIPA yöntemiyle elde edilen sonuçlar, altın standart 
yöntem olan dizi analizi yöntemiyle uyumsuzluk gösterdiğinde tedavi protokolü alt tipe 
bağlı olarak değişen hastalar için dikkate alınması gereken bir durumdur. Bu hastalar özel-
likle genotip 1a ve genotip 1b hastaları olup, doğru alt tip tayini genotip 1b hastalarının 
genotip 1a hastalarına kıyasla daha uzun tedavi almasını engelleyecektir. Bu nedenle, bu 
tip çalışmaların daha çok örnek içeren benzer çalışmalarla desteklenmesi gerektiği kana-
atine varılmıştır.
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