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ÖZET 

Doktora Tezi 

Afganistan Popülasyonunda HBV, HCV ve HDV Moleküler Epidemiyolojisi. 

Abbas Ali Husseini 

Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü 

Prof. Dr. A. Mithat Bozdayı 

Afganistan genel popülasyonunda HBV, HCV ve HDV epidemiyolojik durumu ve 

moleküler profilini belirlemek için beĢ ana bölgeden rasgele 492 birey ve daha önce rapor 

edilen 234 HBsAg ve 44 anti-HCV pozitif hasta çalıĢmaya dahil edilerek HBsAg, Anti-

HBc, Anti-HBs, Anti-HCV ve Anti-Delta pozitifliğini eliza testi ile ve popülasyonundaki 

genotipleri, alt genotipleri ve alt türleri HBV Pre S, HCV NS5B ve HDAg bölgelerinin 

dizilenmesi ve filogenetik analizi yöntemi ile araĢtırılmıĢtır. Ayrıca, HBV pol, HBsAg ve 

NS5B genlerindeki klinik açıdan önemli olan varyantları da incelenmiĢtir. 

Anti-HBc ve HBsAg prevalensi sırasıyla % 30.28 ve % 6.3 olarak belirlenmiĢtir. 

Katılımcıların % 27.64'ü, Anti-HBs ≥ 10.0 mIU / mL titresi gösterirken, % 59,95'i HBV'ye 

karĢı duyarlıydı. Anti-HCV pozitifliği ise % 1,62 olarak tespit edilmiĢtir. HBsAg pozitif 

bireyler arasında Anti-HDV prevelansı % 2.5  tespit edilmiĢtir. HBV genotip D ve HDV-

I'in ilgili enfeksiyonların yaklaĢık % 100'ü iken HCV genotip dağılımı % 75.86 1b, % 

20.69 3a ve % 3.44 3b gösterilmiĢtir. HBsAg MHR'de Y100 (3/20), Q101 (1/20), G102 

(3/20), T115 (9/20), P120 (1/20), T131 (1/20) mutant varyantlar gözlenmiĢtir.  Benzer 

Ģekilde HBV pol geninde S213T (2/20), Q215P (1/20) ve N248H (20/20) mutasyonları 

saptanmıĢtır. Ayrıca C316N mutasyonu HCV 1b hastalarının % 72.7‟sınde bulunmuĢtur. 

Sonuç olarak, Afgan hastalarında çok az genotipik varyasyon olduğu söylenebilir. Nüfusun 

çoğunluğu, özellikle genç nesil, hassastır ve nüfustaki maruz kalma riski yüksektir.  

2019, 99 sayfa 

Anahtar kelimeler: HBV, HCV, HDV, epidemiyoloji, filogenetik, genotip. 
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ABSTRACT 

PhD Thesis 

Molecular Epidemiology of HBV, HCV and HDV in General Population of Afghanistan.  

Abbas Ali HUSSEINI 

Ankara University Biotechnology Institute 

Prof. Dr. A. Mithat BOZDAYI 

To determine the epidemiological and molecular profile of HBV, HCV and HDV among 

the general population of Afghanistan, 234 HBsAg and 44 anti-HCV positive patients and 

randomly selected 492 individuals from five main regions of Afghanistan included to the 

study to investigate HBsAg, Anti-HBc, Anti-HBs, Anti-HCV and Anti-Delta positivity by 

elisa test and the genotypes, sub genotypes and subtypes by sequencing and phylogenetic 

analysis of HBV Pre S, HCV NS5B and HDAg regions. In addition, clinically important 

variants of HBV pol gene, HBsAg and HCV NS5B regions respectively were considered. 

The Anti-HBc and HBsAg prevalence were 30.28% and 6.3% respectively. Totally 

27.64% of samples presented titers of Anti-HBs ≥ 10.0 mIU/mL while 59.95% was 

susceptible. Only 1.62% of persons were Anti-HCV positive. The Anti-HDV prevalence 

among HBsAg positive patient was 2.5%. The HBV genotype D and HDV-I are 

approximately 100% of the relevant infections, while the HCV genotype distribution is 

shown as 75.86% 1b, 20.69% 3a and 3.44% 3b. The observed mutant variant in HBsAg 

were Y100 (3/20), Q101 (1/20), G102 (3/20), T115 (9/20), P120 (1/20), T131 (1/20). 

Likewise, S213T (2/20), Q215P (1/20) and N248H 100% (20/20) mutations were detected 

in the HBV pol gene. The C316N mutation was also found in 72.7% of HCV 1b patients. 

However there is little genotypic variation in Afghan patients. The majority of the 

population, especially the younger generation, is sensitive and the risk of exposure is high. 

2019, 99 pages 

Keywords: HBV, HCV, HDV, epidemiology, phylogenetic, genotype. 
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1. GĠRĠġ 

Viral hepatit, virüs enfeksiyonu nedeniyle ortaya çıkan karaciğer enflemasyonuna verilen 

isimdir. Viral hepatitin en sık görülen etmenleri hepatit A (HAV), hepatit B (HBV), hepatit 

C (HCV), Hepatit Delta (HDV) ve Hepatit E (HEV) virüsleridir. Kronik enfeksiyonlar 

HAV ve HEV virüslerinde görülmezken HBV, HCV ve HDV enfeksiyonlarında 

gözlemlenmektedir.(1) Siroz ve karaciğer kanserine kadar gidebilen kronik viral hepatit 

enfeksiyonları dünya üzerinde yüz milyonlarca insanı etkilemesiyle günümüzde global bir 

sağlık sorunu olmuĢtur.(2) 

Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ), dünyada 3 kiĢiden birinin HBV veya HCV ile enfekte 

olduğunu ve bu hastalığın sonucunda 2015 yılında 1.3 milyon insanın öldüğünü tahmin 

etmiĢtir. Dünya çapında 2 milyar insan HBV ile enfekte olduğu ve bu kiĢilerin yaklaĢık 185 

milyonu HCV ve 20 milyon kiĢi de HEV ile enfekte olduğu bildirilmiĢtir. Yüksek endemik 

bölgelerde çocukların % 90'dan fazlası 10 yaĢına gelene kader HAV ile enfekte olduğu 

tahmin edilmiĢtir. Dünyanın yaklaĢık 2,3 milyar insanı, bir veya daha fazla hepatit virüsü ile 

enfektedirler. Viral hepatit her yıl yaklaĢık 1,4 milyon ölümle sonuçlanır, bu ölümlerin 

yaklaĢık % 90'ından HBV ve HCV sorumludur, geriye kalan % 10'luk kısım ise diğer 

hepatit virüslerinden kaynaklanmaktadır. Viral hepatit dünya genelinde önemli bir halk 

sağlığı sorunu olmasına rağmen, Ģimdiye kadar önceliklendirilmemiĢtir. Son zamanlarda, 

DSÖ'nün “2030 Sürdürülebilir Kalkınma Hedefleri Gündemi” viral hepatiti önlemek için 

özel eylemler tanımlamıĢtır [3].  

Kronik viral hepatit, çoğunlukla en az geliĢmiĢ ülkeleri etkiler. En endemik bölgeler düĢük 

insani geliĢme endeksi ile sınırlı kaynaklara sahiptir(4). Afganistanda hepatit B ve hepatit C 

için endemik olmasına karĢın enfeksiyonunun önlenmesi için özel bir ulusal strateji ve / 

veya politika / kılavuz veya gözetim sistemi bulunmamaktadır(5). Epidemiolojik çalıĢmalar, 

önleme ve yönetimi için daha iyi stratejiler seçmenin temelini oluĢmaktadır. 
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2. KURAMSAL TEMELLER 

2.1. HBV, HCV VE HDV'NIN MOLEKÜLER BĠYOLOJĠSĠ 

2.1.1. HBV MORFOLOJĠSĠ VE FĠZĠKOKĠMYASAL ÖZELLĠKLERĠ 

HBV ile enfekte olan hastaların serumunda elektron mikroskobu ile üç tip HBV viral  

partikül görülmektedir. Viral partiküllerin ikisi, 20 ve 22 nm çapında daha küçük küresel 

veya tübüler yapılardır ve hepatit B yüzey antijeni ve konakçıdan türetilmiĢ lipitlerden 

oluĢmaktadır. Bu partiküller viral nükleik asit içermediği için bulaĢıcı özelliğe sahip 

değiller. Enfeksiyöz HBV virion (Dane partikül), yüzey antijeni (HBsAg) içeren bir dıĢ 

lipoprotein kaplamasıyla çevrelenmiĢ 27 nm nükleokapsid çekirdekten (HBcAg) oluĢan 42 

nm'lik bir partiküldür. Virionun nükleokapsidi, genomik DNA'yı, ters transkriptaz (RT) 

aktivitesi olan bir DNA polimerazı ve primaz olarak da bilinen bir genom-bağlantılı 

terminal proteini (TP) içermektedir. DıĢ zarf, konakçı hücre zarından kaynaklanan lipit 

tabakası ve viral genomun kodlanlığı üç protein dizisi (Küçük (S), orta (M) ve büyük (L)) 

içermektedir(6). 

 

ġekil  2.1.1. HBV partiküllerinin çeĢitli yapılarının Ģematik çizimi (135) 

(A) HBV enfeksiyöz virionunda bulunan anahter elemanlar. (B) Küresel veya tübüler 

Ģeklinde bulunan ve enfeksiyöz olmayan HBV partikülleri  
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2.1.2. HBV GENOM YAPISI VE ORGANĠZASYONU 

Hepadnaviridae ailesine ait olan HBV, yaklaĢık 3200 bazlık bir genoma sahiptir.  Genomda 

kodlayıcı olmayan bölgeler yoktur ve tüm düzenleyici sinyaller aynı zamanda protein 

kodlayan dizilerin bir parçasıdır. Viral genom, kodlayan bir tam uzunlukt'a negatif zincir ve 

büyüklüğü değiĢen kodlamayan bir pozitif zincirden oluĢan kısmı çift zincirli bir yapıdadır. 

Her iki iplikçik, genomun daireselleĢmesini sağlayan iki 11-bazlık direkt tekrar dizisi olan 

DR1 ve DR2'yi kapsayan 200 nükleotid uzunluğunda yapıĢkan uçlara sahiptir. Terminal 

proteini, eksi iplikçiğin 5 'ucuna kovalent olarak bağlanmıĢtır. Ġki enhancer bölgesi, 

enhancer-I ve enhancer-II, bir U5 benzeri sekans, bir poliadenilasyon sinyali (TATA) ve 

glukokortikoid-duyarlı  eleman (GRE) dahil olmak üzere birçok düzenleyici eleman da 

mevcuttur (6-8).  

HBV ters transkripsiyon yöntemiyle RNA aracılı bir replikasyon sistemine sahiptir. Genom, 

birbiriyle çakıĢan 4 açık okuma çerçevesine (ORF) sahiptir ve bu okuma bölgelerinden 

HBVnın tüm yapısal ve yapısal olmayan proteinleri kodlar. 

Pre S/S açık okuma çerçevesi küçük (S), orta (M) ve Büyük (L) zarf proteinlerini kodlar ve 

Pre-S1, Pre-S2 ve S bölgelerindan oluĢmaktadır. Farklı baĢlama kodonları ( AUG) ve ortak 

bir dur kodonu sahipler. Translasyon ilk AUG kodondan baĢladığında genin her 3 kodlama 

bölgelerini içeren Büyük zarf proteini (L) sentezlenir. L proteini glikozile (gp42) ve 

glikozile olmayan (p39) 2 formda bulunmaktadır. M proteini Pre-S2 ve S bölgeleri içerir ve 

ikinci AUG kodonundan translasyonu baĢlar. M proteini da  (gp 33 ve gp36) 2 formda 

bulunur ve her  ikisida glikozile formdadır. Pre-S1 bölgesi karaciğer membranında olan 

HepG2 hücreleri için bağlama bölgesi (aa 21-47) içermektedir. Pre-S2 bölgesi, HBVnin 

insan hepatosit zarına bağlanmasında rol oynadığı düĢünülen  polimerize insan serum 

albümini için bağlanma bölgesi taĢıdığı bulunmuĢtur. 226 amino asitli ana HBsAg proteini, 

en içteki AUG kodonundan baĢlatılarak üretilir ve glikozilasyon yerine bağlı olarak p24 ve 

gp27 olarak bulunur. HBsAg, koruyucu bağıĢıklık tepkisi için önemli olduğu düĢünülen bir 

hidrofilik bölgenin katlanması için gerekli olan disülfit bağlarını oluĢturan sistein kalıntıları 

bakımından zengindir (6). 

C açık okuma çerçevesi HBcAg ve HBeAg proteinleri kodlar. Geni Pre-C ve C bölgesi 

olarak bölünen 2 farklı baĢlama kodonu içermektedir. Translasyon ilk AUG kodonundan 
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baĢladığında HBeAg öncüsü sentezlenir ve posttranslasyon modifikasyonlar sonrasında kan 

içinde salgılanır. HBeAg karmaĢık bir biyologik rola sahiptir ve enfeksiyon sırasında 

nükleokapsida özgü bağıĢıklık tepkisinin düzenlenmesinda rol oynar (6). P21 çekirdek 

proteini veya HBcAg C geninde translasyonu ikinci AUG kodonundan baĢlar ve kapsik 

oluĢturmasında rol alır. Çekirdek partiküller, HBsAg‟dan daha immünojeniktir ve T 

hücresine bağlı veya bağımsız immün tepkileri indükleyerek yüksek anti-HBc titreleri 

oluĢturur (6). 

P geni HBV genomunun %80‟ini kaplar ve diğer 3 genleri ile kısmı olarak örtüĢür ve viral 

polimerazı kodlar. Pol açık okuma çerçevesinin 90 kDa'luk ürünü, virüsün çoğalması için 

önemli olan A - D en az 4 alan içeren çok iĢlevli bir proteindir (6). N-terminal alanı eksi 

iplikçiğin 5' ucuna kovalent olarak bağlanan terminal proteinini kodlar. Sonrakı alan 

tanımlanmıĢ bir fonksiyondan yoksundur ve boĢluk bölgesi olarak (spacer ) adlandırılır. 

Üçüncü alan ters transkriptaz aktivitesine sahip DNA-bağımlı DNA polimerazı kodlar. 

Karboksi-terminal D alanı ters transkripsiyon sırasında RNA-DNA hibritlerinde RNA‟yı 

parçalayan bir ribonükleaz H aktivitesine sahiptir (6). 

X okuma çerçevesi 154 amino asitlik ve 17.5 kDa'luk bir poliproteini kodlar. HBx, 

transkripsiyon faktörleri ile doğrudan etkileĢime girerek çeĢitli viral ve hücresel promotörler 

için transkripsiyonel transaktivatör olarak  görev yapar. Ayrıca  X proteini, hepatoselüler 

karsinomun agresif ilerlemesi sırasında anjiyogenez ve metastazda rol oynamıĢtır ve 

onkogenezle iliĢkilendirilmiĢtir(6). 
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ġekil  2.1.2. HBV genom yapısı ve organizasyonu (136) 

 (A) Genomik organizasyon, RNA transkriptleri ve gen ürünleri birkaç önemli düzenleyici 

eleman ile gösterilmiĢtir. (B) ÇeĢitli HBV transkriptlerinin ve kodladıkları proteinlerin 

transkripsiyon baĢlangıç bölgeleri. 

2.1.3. HCV MORFOLOJĠSĠ VE FĠZĠKOKĠMYASAL ÖZELLĠKLERĠ 

HCV partikülü 40-70 nm çapındadır ve HCV genomunu içeren bir zarflı nükleokapsidden 

oluĢup hücre içinde endoplazmik retikulumdan elde edilen membranlar ile toplanır. 

HCVnin zarfı, karbonhidrat ve proteinlerle ( glikoprotein) birleĢmiĢ lipidlerden oluĢur ve 

çift katlıdır. Zarfın lipid komponentinin % 60‟ı fosfolipid, geri kalanın da çoğu 

kolesteroldür. Peplomer denilen çıkıntıları vardır ve bunlar konakçı hücrelerine yapıĢmasını 

kolaylaĢtırır. Zarf, iki zarf proteinden, E1 ve E2, oluĢur, bunlar virion üzerinde uzantılar 

oluĢtururlar. Zarfın içinde nükleokapsid bulunur ve genellikle ikozahedral Ģeklindedir (8-

11). 
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ġekil  2.1.3. HCV virüsün Ģematik çizimi (137) 

HCV çekirdek proteini, nükleokapsidi oluĢturmak için viral genomik RNA ile etkileĢir. Ġki 

membran iliĢkili zarf glikoproteinleri, E1 ve E2, konakçıdan türetilen bir lipit zarf içine 

gömülür. 

2.1.4. HCV GENOM YAPISI VE ORGANĠZASYONU 

HCV virüsü Flaviviridae ailesi ve hepacivirüs cinsinde sınıflandırmaktadır. 9.6 kb 

uzunluğunda tek pozitif iplikli bir RNAya sahiptir ve 5' kodlama yapmayan bölge ( 5' 

UTR), uzun bir açık okuma çerçevesi (ORF) ve bir 3' UTR bölgesinden oluĢmaktadır. Uzun 

açık okuma çerçevesi Kor (C), E1, E2, P7, NS2, NS3, A4, NS4B, NS5A ve NS5B 

bölgelerinden oluĢmaktadır. HCV'nın en korunmuĢ bölgeleri olarak 5'UTR ve 3'UTRnın 

son 99 bazı belirtilmiĢtir. E1 ve E2 bölgeleri de mutasyon oranı en yüksek olan 

bölgelerdir(6,8,12). 

HCV açık okuma çerçevesi yaklaĢık 3000 amino asitlik bir poliproteini kodlar. Bu 

poliprotein translasyon sırasında ve sonrasında  hücresel ve viral proteazlar tarafından 

iĢlenmesi ile yapısal ve yapısal olmayan (NS) olgun 10 farklı ürün olarak parçalanır(6). 

HCV'nın yapısal proteinleri, poliproteinin ilk 191 amino asidinde bulunan ve nükleokapsidi 

oluĢturan kor ( C ) bölgesi, HCV'nın hücresel giriĢinde büyük rol oynayan ve zarfı meydana 

getiren glikozile haldeki E1 ve E2  proteinleri ve NS2 sistein proteazının endoplazmik 
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retikulum lümenine translokasyondan sorumlu 63 amino asitlik P7 polipeptidtir. Yapısal 

olmayan proteinleri arasında RNA bağımlı RNA polimeraz (RdRp), hidrofilik bir 

fosfoprotein olan NS5A ve NS3 serin benzeri proteaz, HCV matürasyonunda ve 

replikasyonunda görev yapan enzimlerdir ve bu yüzden anti-HCV moleküllerin 

geliĢtirmesinde en önemli hedef bölgeleri oluĢturmaktadırlar(13). 

Genomun 5' ucunda bulunan 341 nükleotidlik UTR bölgesi, HCV suĢları arasında yüksek 

oranda korunmuĢ nükleotid dizisine sahiptir. Bu özellik, HCV viremisinin saptanması ve 

kantifikasyonu çalıĢmalarının hedef bölgesi olması sonucunu doğurmuĢtur. 5' UTR çok 

sayıda „ stem-loop‟ ve pseudoknot içeren, I ile IV numaralı dört yüksek yapısal alan içerir. 

II, III ve IV alanları, kor kodlama bölgesinin ilk 12-30 nükleotidi ile birlikte, ribozomlara 

doğrudan bağlanmaya olanak tanıyan bir „internal ribosomal entry site‟ ( IRES) 

oluĢturmaktadır(14-15). 

 

ġekil  2.1.4. Hepatit C virüsü genom organizasyonu ve yarılmıĢ viral proteinlerin membran 

topolojisi (138). 
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2.1.5. HDV MORFOLOJĠSĠ VE FĠZĠKOKĠMYASAL ÖZELLĠKLERĠ 

Hepatit Delta virüsü, sadece hepatit B virüs enfeksiyonu olan kiĢilerde viral hepatit etkeni 

olabilen 36 nm‟lik küresel bir defektif virüstür. HBsAg‟den oluĢan bir zarfı vardır. Zarfın 

içinde HDAg ve RNA‟dan oluĢan nükleokapsid bulunur. HDV‟nin viral taksonomideki yeri 

satellit virüsler içerisinde kabul edilmektedir. Satellit virüslerinin özelliği, ancak kendine 

yardımcı („„helper”) bir virüsle infekte olan konakta hastalık oluĢturmasıdır. Delta hepatitin 

yalnızca HBV ile infekte bireylerde ortaya çıkmasının nedeni kendi zarf proteinin kodlamıyor 

olması ve geçiĢ için hepatit B yüzey antijenini (HBsAg) kendi zarf proteini olarak 

kullanmasıdır. Diğer satellit virüslerinden farklı olarak HDV bağımsız olarak replike 

olabilmekte ve yardımcı virüsü HBV ile dizi homolojisi göstermemektedir. HDV‟nin dairesel 

RNA genomu ve replikasyon Ģekli subviral bitki patojenleri ve viroidlerine benzemektedir. 

Kısmen diğer hayvan virüsleri ile bir iliĢki göstermemesinden dolayı taksonomik olarak tek 

baĢına Deltavirüs cinsine dahil edilmiĢtir (16). 

2.1.6. HDV GENOM YAPISI VE ORGANĠZASYONU 

HDV RNA, dairesel, tek zincirli ve birbiri ile yüksek derecede komplementer olan yaklaĢık 

1700 nükleotitten oluĢan, bugüne kadar tanımlanmıĢ en küçük hayvan virüsü genomudur (17). 

HDV RNA, içerdiği komplementer nükleotitler ile kendi üzerine katlanabilir ve %70 oranında 

intra-moleküler baz eĢleĢmesi yaparak dallanmamıĢ çomaksı ikincil yapı oluĢturur (18). Bu 

nedenle viral RNA çift iplikli gibi görünür. HDV RNA‟nın kararlılığı da buradan 

kaynaklanır. 

HDAg, HDV tarafından kodlanan tek proteindir. HDAg‟nin iki formu gözlenir: büyük 

formu (LHDAg), 27 kilodalton ve küçük formu (S-HDAg) 24 kilodaltondur. Nükleokapsid 

oluĢumundaki rolünün yanı sıra, HDAg, viral replikasyonda önemli rol oynar. S-HDAg, 

viral RNA replikasyonu için gereklidir, L-HDAg ise RNA replikasyonunu engeller fakat 

virion oluĢumu için gereklidir. Kendi nükleer lokalizasyonunu belirleyen, dimerizasyon için 

ve RNA baĢlanması için gerekli diziler içerir. Viral RNA içinde küçük bir bölge (85 

nüklotidlik) bir ribozim aktivitesi gösterir. RNA, protein faktörlerin yokluğunda kendini 

kesebilir. Hastalığın seyri boyunca HDV RNA da evrimleĢmekte ve nükleotid dizileri 

değiĢikliğe uğrayabilmektedir(8). 
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ġekil  2.1.5. HDV genom yapısı ve organizasyonu (139). 

2.2. VĠRAL HEPATĠTLERĠN EPĠDEMĠYOLOJĠSĠ 

Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) verilerine göre karaciğer yetmezliği ve karaciğer kanserinin en 

yaygın nedeni HBV ve/veya HCV ile uzun süreli enfeksiyonlardır. Viral hepatit, 2015 

yılında 1.34 milyon ölüme neden olmuĢtur. 2015'teki viral hepatit ölümlerinin çoğu, kronik 

karaciğer hastalığına (siroza bağlı 720 000 ölüm) ve karaciğer kanserine (hepatosellüler 

karsinoma (HCC) bağlı 470 000 ölüm) bağlı olduğu bildirilmiĢtir. Küresel olarak, 2015'te 

tahmini olarak 257 milyon insan kronik HBV enfeksiyonu (KHB) ve 71 milyon kıĢı kronik 

HCV enfeksiyonu (KHC) ile yaĢamıĢtır (19-20). HDV prevelansı ise nispeten daha 

düĢüktür. HDV, replikasyon için HBV‟ye ihtiyaç duyan satellit bir virüstür ve HBV 

enfeksiyonuyla karĢılaĢmıĢ hastaların yaklaĢık %5‟inin HDV ile koenfekte olduğu tahmin 

edilmektedir ki bu da yaklaĢık 10-15 milyon insanın HDV ile tanıĢtığı anlamına 

gelmektedir (21). HBV kaynaklı salgın çoğunlukla Afrika Bölgesi ve Batı Pasifik Bölgesi'ni 

etkiler. HCV'nin neden olduğu salgın ise tüm bölgelerde etkide bulunur ve bölgeler arasında 

büyük farklılıklar göstermektedir. Doğu Akdeniz Bölgesi ve Avrupa Bölgesi, bildirilen en 

yüksek HCV prevalansına sahiptir (19-20). 

Doğu Akdeniz Bölgesinde (EMRO) genel nüfusun yaklaĢık % 3,3 ve % 2.3'ü sırayla HBV 

ve HCV ile enfektedirler(19-20). Afganistan'da 2015 yılında 1804 hepatit vakası teĢhis 

edilip rapor edilmiĢtir. Bunlardan 1343'ü hepatit B ve 461'i hepatit C olarak bildirilmiĢtir 

ancak etkili bir raporlama sisteminin bulunmaması nedeniyle, bu ülkedeki gerçek hasta 

sayısı önemli derecede yüksek olabilir (22). HBV ve HCV'nin genel nüfusta tahmin edilen 
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prevalansı, ülkenin farklı kesimlerinde sırasıyla yaklaĢık % 2 - % 5.6 ve % 0.2- % 1.1 

tehmin edilmektedir (23-26). HDV prevalansı hakkında güncel bilgi bulunmamaktadır. 

2.3. HBV, HCV VE HDV  GENOM VARĠYANTLARI VE KLĠNĠK ÖNEMĠ 

Viral hepatit enfeksiyonunun sonuçları konakçıya ve viral faktörlere bağlıdır. Virüslerin 

viral nükleotid dizilimindeki değiĢim, enfeksiyonların sonuçlarını etkileyen en önemli 

faktörlerden biridir (27-28). Genom sekanslarındaki varyasyona göre, hepatit virüsleri 

birçok genotipe ve alt genotipe ayrılmaktadır. 

HBV genotipi, gruplar arası tüm geneom dizisinde farklılık % 8‟dan daha fazla olması ile 

veya S geni düzeyinde farklılık % 4‟tan daha fazla olması ile tanımlanmaktadır (7,29-30). 

Alt genotipler arasında ise farklılık % 4 - % 8‟dir (29). Bugüne kadar coğrafi dağılımında 

farklılık gösteren on tanınmıĢ (A-J) HBV genotipi tespit edilmiĢtir. A-D, F ve I genotipleri 

çeĢitli alt genotiplere ayrılmıĢtır; E, G, H ve J genotipleri için henüz alt genotip 

tanımlanmamıĢtır (Çizelge 1.2.1) (31-32). 

Çizelge   2.3.1.TanımlanmıĢ HBV genotipleri ve alt genotipleri 

 Genotipler 

Alt 

Genotipler 

A B C D E F G H I J 

A1 

A2 

A3 

A4 

B1 

B2 

B3 

B4 

B5 

 

C1 

C2 

C3 

C4 

C5 

C6-C12 

C13-C15 

C16 

D1 

D2 

D3 

D4 

D5 

D6 

- F1 

F2 

F3 

F4 

- - I1 

I2 

- 
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HBV, aynı zamanda HBsAg antijenindeki farklılıklara göre de farklı serotiplere 

ayrılmaktadır. HBsAg‟nin 5 ayrı antijenik determinantı vardır. Bunlar; a, d, y, w ve r 

antijenleridir. HBsAg‟lerin tümünde “ a “ antijenine ek olarak, d veya y ile w veya r 

antijenleri bulunur. Dolayısıyla HBV genotipleri, HBsAg determinantlarına göre ayw1, 

ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adr q(-) ve adr q(+) olmak üzere 9 subtipe 

ayrılır(7,30). 

HBVnın serolojik varyasyonların moleküler temeli, S geni ürünü olan HBsAg'nın amino 

asit dizisine dayanır.  HBsAg'nın 122 ve 160 lokasyonlarındakı varyasyonları, sırasıyla d/y 

ve w/ r tanımlar ve lokasyon 127 w1 / w2, w3 ve w4 olarak adlandırılan bir alt belirleyiciler 

için önemlidir. 

Çizelge   2.3.2. HBsAg determinantlerini belirten amino asit lokasyonları 

Pozisyon Amino Asit Belirleyici 

122 Lys d 

122 Arg y 

127 Pro w1*/ w2 

127 Thr w3 

127 Leu/Ile w4 

160 Lys w 

160 Arg r 

W1 reaktivitesi ayrıca Arg122, Phe134 ve / veya Ala159 gerektirir. 

a determinantı, HBsAg'nin baĢlıca antijenik bölgesidir. Amino asit 122 ve 137 ile 139 ve 

149 arasında yer almakta ve birkaç disülfit bağı tarafından tutulan iki konformasyonel loop 

oluĢturur. a determinantı, doğal enfeksiyon veya aĢılama ile ortaya çıkan anti-HBs 

antikorlarının nötralize edilmesinin hedefidir(6). 

 

ġekil  2.3.1. HBsAg'ın majör hidrofilik bölgesi (6)  
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HBV‟nin farklı genotipleri coğrafi dağılıĢında farklılıklar göstermektedir. Genotip A genel 

olarak Kuzey Avrupa, Kuzey Amerika, Hindistan ve Afrika‟da bulunurken, genotip B ve C 

Asya‟da prevalanttır. Genotip D ise daha çok güney Avrupa, Orta Doğu ve Hindistan‟da 

bulunmaktadır. E genotipi Afrika‟da, F genotipi orta ve güney Amerika‟da, G genotipi 

kuzey ve orta Amerika ve avrupanın bazı bölgelerinde, H genotipi ise orta ve güney 

Amerika‟da yaygın olarak görülmektedir (33-36). Genotip I uzun bir süre Asya'nın geniĢ bir 

alanında endemik olmuĢtur. Genotip I, A / C / G / genotiplerinin bir rekombinantıdır. 

genotip „J‟ Japonya'da bulundu ve aslında  genotip C ve gibbon HBV'nin rekombinantıdır 

(7). Göçmenlik HBV nın genotip ve altgenotipi coğrafi olarak yayılımını değiĢtirebilecek 

bir etkendir. Önümüzdeki birkaç on yıl içinde, HBV epidemiyolojik desenleri tamamen göç 

dalgaları tarafından değiĢeceği tahmin edilmiĢtir (37). 

HBV genotiplerinin dünya çapındakı dağılımı aĢağıda gösterilen Ģekil 1.2.1‟de 

özetlenmiĢtir. 

 

ġekil  2.3.2. HBV global genotip dağılımı(38). 

HCV genomunun analizi sonucunda (en korunmuĢ olan 5 UTR ve en değiĢken olan E 

bölgesi dahil), genom boyunca % 33 - % 35 sekans farklılıkları gösteren yedi farklı genotipi 

(1 ila 7) tespit edilmiĢtir. Her genotip, birbirinden en az % 15 dizi farkı gösteren  birkaç alt 

türe (a, b, c olarak adlandırılır) ayrılmıĢtır ( Çizelge 1.2.2) (12, 39-42).  
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Çizelge   2.3.3. TanımlanmıĢ HCV genotipleri ve alt tipleri 

 
Genotipler 

Alt Tipler 

1 2 3 4 5 6 7 

1a 

1b 

1c 

1d 

1e 

1g 

1h 

1i 

1j 

1k 

1l 

1m 

1n 

2a 

2b 

2c 

2d 

2e 

2f 

2i 

2j 

2k 

2l 

2m 

2q 

2r 

2t 

2u 

3a 

3b 

3d 

3e 

3g 

3h 

3i 

3k 

 

4a 

4b 

4c 

4d 

4f 

4g 

4k 

4l 

4m 

4n 

4o 

4p 

4q 

4r 

4s 

4t 

4v 

4w 

5a 6a 

6b 

6c 

6d 

6e 

6f 

6g 

6h 

6i 

6j 

6k 

6l 

6m 

6n 

6o 

6p 

6q 

6r 

6s 

6t 

6u 

6v 

6w 

6xa 

6xb 

6xc 

6xd 

6xe 

6xf 

7a 

7b 
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Viral replikasyon sırasında, gerçekleĢen mutasyonlar yüzünden vücuttaki virüslerin 

dizisinde değiĢikliğe uğramakta ve türümsü  (% 1-9 dizi farklılığı) denilen farklılığa neden 

olmaktadır. Bu mutasyonlar yüzündan sürekli baskın olan türümsüler ortadan kalkıp yeni 

türümsüler baskın hale gelmektedir. Bu süreç virüsün savunma sisteminden kaçmasına 

yardımcı olur ve hastalığın kronikleĢmesinin bir nedenidir. Enfekte olan hastada 

milyonlarca farklı türümsü bulmaktadır (43). 

Diğer bütün RNA virüslerinde olduğu gibi HCV genomu da bulundukları coğrafi bölgelere 

göre farklılık göstermektedir. HCV 1, 2 ve 3 genotipleri dünya üzerinde yaygın bir dağılıma 

sahip olmasına rağmen relatif prevalansları bir bölgeden diğerine farklılık göstermektedir. 

HCV 1a ve 1b genotipleri Amerika‟da ve Avrupa‟da oldukça prevalanttır. HCV 1b alt-tipi 

Japonyadaki HCV enfeksiyonlarının %73‟ünden sorumlu olduğu gösterilmiĢtir (44). HCV 

2a ve 2b genelde Kuzey Amerika, Avrupa‟da bulunurken, 2c genotipi kuzey Ġtalya‟da tespit 

edilmiĢtir. Genotip 3a özellikle Avrupa ve Amerika‟daki intravenöz ilaç bağımlılar (IDUs) 

arasında görülmektedir (45). HCV genotip 4 Kuzey Afrika‟da ve Orta doğu‟da gözlenirken 

(46-47), genotip 5 Güney Afrika‟da ve genotip 6 da tipik olarak Honkong ve Güneydoğu 

Asya‟da tespit edilmiĢtir (48). Genel olarak HCV genotip 1,2 ve 3 dünya çapında yaygın 

iken genotip 4 orta doğu ve afrikada dominant genotipler olup genotip 5 güney afrikada ve 

genotip 6 ve 7 güney doğu asyada dominant genotiplerdir (ġekil 1.2.2)(43). 

 

ġekil  2.3.3.Hepatit C genotiplerinin dünya çapında dağılımı(49) 
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Aynı Ģekilde hepatit Delta, tüm genomda yaklaĢık % 40 dizi çeĢitliliği ile veya hepatit delta 

antijeninin amino asit sekansı boyunca yaklaĢık % 35 fark ile HDV1-HDV8 genotiplerine 

sınıflandırılmıĢtır (50-51). Genotipler içinde dizi değiĢikliği %5-%14 (< %14-%15.7) 

değiĢmektedir. HDV türümsü heterojenitesi ise %2‟den daha küçüktür (51). HDV II 

genotipi 2a, 2b ve 2c alt tiplere ayırmaktadır. Diğer genotiplerinde ise alt tipi 

tanımamaktadır. 

HDV-1 genotipi dünya üzerinde Avrupa, Kuzey Amerika, Afrika ve bazı Asya bölgelerini 

kapsayan geniĢ bir yayılımı vardır. HDV-2 Japonya, Tayvan, Rusya gibi Asya‟nın bazı 

bölgelerinde prevalanttır. Genotip 3 en fazla Orta ve Güney Amerika‟da ve özellikle 

Amazon Bölgesi‟nde görülmektedir. Genotip 4‟ün en prevalant olduğu yerler Japonya ve 

Tayvan‟dır. HDV 5-8 genotipleri ise Afrika‟da görülmektedir (52-57). 

HDV genotipleri dünya çapında dağılımı Ģekil 1.2.3‟te özetlenmiĢtir. 

 

ġekil  2.3.4. HDV Global genotip dağılımı(58) 

Bu sekans değiĢiklikleri, viral hepatit enfeksiyonunun seyri ve sonucunda farklılıklara yol 

açmaktadır. Farklı hepatit B genotipleri, karaciğer hastalığının Ģiddeti ve kronikliği, 
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hepatoselüler karsinom geliĢimi, antiviral tedaviye yanıt ve karaciğer transplantasyonu gibi 

farklı klinik paternler ile iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir(59). 

HDV genotipleri hastalığın seyrini etkilemektedir. Genotip 1 hastalığın hem Ģiddetli hem de 

ılımlı formunda gözlemlenirken, kronik HDV-2 enfeksiyonu seyri daha ılımlıdır. HDV-3 

genotipi ise HDV enfeksiyonlarının en agresif formuyla iliĢkilendirilmiĢtir (60-61). Farklı 

HDV genotiplerinin yanı sıra, farklı bölgelerde bulunan aynı genotipe sahip HDV 

izolatlarının patojenitelerinde bile farklılıklar görmek mümkündür (62). 

Benzer Ģekilde, hepatit C virüsünün farklı genotipleri, hastalığın doğal seyri, hepatosellüler 

karsinom geliĢimi ve tedaviye yanıt gibi sonuçların üzerine etkisi çeĢitli çalıĢmalarda 

kanıtlanmıĢtır (63-68). 

Ayrıca genomdeki varyantlar, enfeksiyonun spesifik bir klinik seyri ile de iliĢkili olabilir. 

Spesifik mutasyonlar, bağıĢıklık kaçıĢı veya antiviral direnci üzerinden viral klirensi 

azaltabilir. Dahası, zarf epitoplarının mutasyonları, 'teĢhisten kaçıĢ' veya 'aĢı kaçıĢına neden 

olan antikorlar tarafından tanınmayan varyantlara yol açabilir (69-71). 

2.4. HEPATĠT B, C VE DELTA SEROLOJĠSĠ VE TANI TESTLERĠ 

Hepatit B serolojik testi, birkaç hepatit B virüsü (HBV) spesifik antijen ve antikorun 

ölçümünü içerir. Farklı serolojik “belirteçler” veya markör kombinasyonları, HBV 

enfeksiyonunun farklı fazlarını tanımlamak ve bir hastanın akut veya kronik HBV 

enfeksiyonu olup olmadığını belirlemek, daha önce enfeksiyon veya aĢılama sonucu 

HBV'ye karĢı bağıĢıklık kazandırmak veya enfeksiyona yatkın olup olmadığını belirlemek 

için kullanılır. HCV enfeksiyonunun virolojik teĢhisi, iki kategorideki laboratuvar testine 

dayanır, yani HCV'ye özgü antikoru (anti-HCV) (dolaylı testler) tespit eden serolojik testler 

ve HCV viral partiküllerinin bileĢenlerini tespit edebilen, ölçen veya karakterize eden HCV 

RNA ve çekirdek antijeni (doğrudan testler) analizler. Doğrudan ve dolaylı virolojik testler, 

enfeksiyonun teĢhisinde, terapötik karar vermede ve tedaviye verilen virolojik cevabın 

değerlendirilmesinde kilit bir rol oynar (75). HDV ile enfekte olan tüm hastalarda ise, 

HDVnın kodlanmıĢ tek protein olan delta antijenine karĢı antikorlar geliĢtirir. HDV tanısı, 

total anti-HDV antikorlarının saptanmasına dayanır (80). 
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HBV enfeksiyonu serolojik tanısını olanak tanıyan tanı paneli aĢağıda belirlenen markörler  

içermektedir: 

HBsAg: Hepatit B yüzey antijeni, mevcut enfeksiyonun bir belirtecidir ve varlığı, aktif 

enfeksiyonun kanıtı olarak kabul edilir. Enfeksiyonun ileĢmesi halinde HBsAgnın 4-6 ay 

içinde kaybolur. Aksine HBsAgnın kanda 6 aydan daha uzun bir süre bulunması hastalığın 

kronikleĢmenin bir iĢareti olabilir (72-74). 

Anti-HBs: HBsAg‟ye karsı olusan antikordur ve HBsAg‟nin serumdan kaybolmasından bir 

süre sonra saptanabılır. Varlığı, HBV enfeksiyonuna, aĢılama veya doğal enfeksiyon 

sonucunda elde edinilmiĢ bir bağıĢıklık yanıtı göstermektedir. AntiHBs titresi ≥ 10 IU/ml 

koruyucu düzey olduğu kabul edilir. Enfeksiyon sonrasında oluĢan anti-HBs, anti-HBc ile 

beraber ömür boyu saptanabilir düzeyde kalır. Asılama sonrasında ise serumda tek basına 

tespit edilir. Bazı kronik HBV infeksiyonu olgularında HBsAg ile beraber düsük titrede 

anti-HBs saptanabilir (72-74). 

Anti-HBc (total): Akut hepatit B'deki semptomların baĢlangıcında ortaya çıkar ve yaĢam 

boyu devam eder. Anti-HBc'nin varlığı, HBV enfeksiyonuna daha önce maruz kalmıĢ 

olması veya devam eden enfeksiyonu göstermektedir (72-74). 

IgM anti-HBc: Pozitiflik, hepatit B virüsü (<6 ay) ile yakın zamanda bulaĢtığını 

göstermektedir ve  varlığı akut enfeksiyonu iĢaret etmektedir. Pencere döneminde tek 

pozitif göstergedir. 3-12 ayda serumdan kaybolur (72-74). 

HBeAg: Hepatit B “e” antijeni yüksek derecede HBV enfektivitesinin bir belirtecidir ve 

yüksek düzeyde HBV replikasyonu ile korelasyon gösterir. Varlığı, virüsün çoğaldığını ve 

enfekte kiĢinin yüksek düzeyde HBV'ye sahip olduğunu gösterir. HBsAg ile beraber veya 

çok kısa bir süre sonra serumda tespit edilebilir ve iyilesen bireylerde HBsAg‟nin 

kaybolmasından birkaç gün önce negatiflesir (72-74).  

Anti-HBe: Hepatit B "e" antijenine karĢı antikor, enfekte olmuĢ veya bağıĢıklık kazanılmıĢ 

bir insanda mevcut olabilir. Kronik HBV enfeksiyonu olan kiĢilerde varlığı düĢük viral 

titresi ve düĢük derecede enfektivite olduğunu düĢündürmektedir (72-74). 
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Yukarıda belirlenen belirteçlerin bir veya daha fazlası pozitif olması halinde enfeksiyon ile 

ilgili farklı Ģekilde yurumlanmaktadır.  HBV ile ilgili serolojik belirteçlerin yorumlanması 

hakkında detaylı bilgi çizelge 2.4.1'de verilmiĢtir. 

Çizelge   2.4.1. Hepatit B serolojik test sonuçlarının yorumlanması 

HBsAg 

Anti-HBc 

Anti-HBs 

Negatif 

Negatif 

Negatif 

Duyarlı  

HBsAg 

Anti-HBc 

Anti-HBs 

Negatif 

Pozitif 

Pozitif 

Doğal enfeksiyon yolu ile kazanılmıĢ bağıĢıklık 

HBsAg 

Anti-HBc 

Anti-HBs 

Negatif 

Negatif 

Pozitif 

AĢılama sonucunda  kazanılmıĢ bağıĢıklık 

HBsAg 

Anti-HBc 

IgM anti-HBc 

Anti-HBs 

Pozitif 

Pozitif 

Pozitif 

Negatif 

Akut enfeksiyon 

HBsAg 

Anti-HBc 

IgM anti-HBc 

Anti-HBs 

Pozitif 

Pozitif 

Negatif  

Negatif 

Kronik enfeksiyon 

HBsAg 

Anti-HBc 

Anti-HBs 

Negatif 

Pozitif 

Negatif 

Belirsiz: 3 ihtimal 

1-çözülmüĢ enfeksiyon 

2-yanlıĢ pozitif 

3-“DüĢük seviye” kronik enfeksiyon 

Serum veya plazmada HBV-DNA'nın varlığı aktif HBV enfeksiyonunu belirtir ve viral 

yüke bağlı olarak hastanın enfektivitesi ile koreledir. Testler hassasiyet ve standardizasyon 

bakımından farklılık gösterir. Bu testler prognozu değerlendirmek ve HBV tedavisini 

yönlendirmek için kullanılabilir(74). 

HCV enfeksiyonu tanısı için bugün kullanılan en pratik yöntem antikor aranmasıdır. Bu 

amaçla, Bugüne dek dört kuĢak eliza testi kullanılmıĢtır. Ġlk kuĢak testler ( EIA-1), tek bir 

rekombinant HCV klonundan elde edilmiĢtir. NS3 genin bir kısmı ile NS4 geni ürününün 

tamamını içermiĢlerdir. Duyarlılık ve özgüllük düĢük olup, serokonversiyonu saptamada 

yetersiz kalmıĢlardır. Ġkinci kuĢak eliza testleri ( EIA-2), kor ve NS3 bölgelerinden 

rekombinant proteinler içermektedirler. Üçüncü kuĢak testlerde ( EIA-3) bunlara ek NS5ten 

bir rekombinant protein eklenmiĢtir. Üçüncü kuĢak testlerinin duyarlılık ve özgüllüğü ikinci 

kuĢak testlerden daha yüksek olup % 97-99dur. Dördüncü kuĢak testlerde kullanılan 
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proteinler daha da çeĢitlendirilerek genotip 1a, 1b, 2 ve 3 virüsların NS3 ve NS4 proteinleri 

de eklenerek duyarlılık üçüncü kuĢak testlere göre % 10-20 arttırılmıĢtır. Ayrıca üçüncü ve 

dördüncü kuĢak testler serokonversiyonu daha kısa sürede saptayabilmektedirler (76-79). 

HCV ile enfeksiyon teĢhisinde esas dayanak baĢlangıçta HCV (anti-HCV) antikorları için 

taramaktır. Nükleik asit amplifikasyon testleri (NAT) doğrulayıcı araçlar olarak ve ayrıca 

tedaviye baĢlamadan önce viral yükü belirlemek için kullanılır. Genotipleme, yanıt 

olasılığını tahmin etmek ve optimal tedavi süresini belirlemek için klinik yönetimde önemli 

bir araçtır (75). 

Eliza ile HCV'nin çekirdek antijeninin tespiti için çeĢitli yöntemler geliĢtirilmiĢtir. Bu 

analizler, maliyet sorunları nedeniyle moleküler laboratuvar hizmetlerinin bulunmadığı 

veya yaygın olarak kullanılmadığı, kaynak sınırlı ortamlarda kullanılacak NAT alternatifleri 

olarak öngörülmüĢtür. Bu analizler eliza'ya dayandığından, kullanıcı dostudur, daha az 

teknik uzmanlık gerektirir ve moleküler tekniklere kıyasla daha ucuzdur. Değerlendirmeler, 

HCVçekirdek antijen testinin, mevcut üçüncü kuĢak anti-HCV tarama analizlerinden 

yaklaĢık 40-50 gün önce, HCV enfeksiyonunun NAT kadar etkili olduğunu tespit ettiğini 

göstermiĢtir. HCV çekirdek antijen seviyeleri, HCV RNA dinamiklerini yakından takip eder 

ve HCV genotipinden bağımsız olarak bir hastanın tedavisinin klinik izlenmesine izin verir. 

HCV çekirdek antijen testinin en büyük kısıtlılığı, faydasını sınırlayan düĢük 

duyarlılığıdır(75). 

Anti-HDV IgM , kronik olarak HDV ile enfekte olan hastalarda kalıcıdır. HDV serolojisi 

için ticari testler uzun yıllardır mevcuttur ve dünya çapında rutin olarak kullanılmaktadır. 

HDV RNA tespiti / kantifikasyonu Ģu anda HDV replikasyon durumunu doğrulayan ve 

enfekte olmuĢ hastaların optimal yönetimini sağlayan tek doğru teĢhis aracıdır (80). 

Moleküler temelli analizler kronik viral hepatit tedavisi için paha biçilmez bir araçtır. Kan 

bağıĢlarını test etmek, aktif enfeksiyonu teĢhis etmek, prognozu belirlemeye yardımcı 

olmak, tedavi kararlarını yönlendirmek ve tedaviye verilen virolojik cevabı değerlendirmek 

için kullanılabilirler. Günümüzde hem kalitatif hem de kantitatif yönden viral genomu 

arastırmaya yönelik çok duyarlı PZR yöntemleri bulunmaktadır. Moleküler tanı konusunda 

en önemli gelisme real time PZR tekniğinin ortaya çıkmasıdır. Böylece kantitatif sonuçlar 

daha kısa sürede verilmektedir. Ancak çesitli kantitatif test sonuçları arasında 
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standardizasyon sorunu bulunmaktadır. Bununla birlikte, az geliĢmekte olan ülkelerde 

finansal kısıtlamalar ve klinik ortamlardaki teknik uzmanlık eksikliği nedeniyle, bu testlerin 

yapılması zor ve zaman alıcıdır. Bu ortamlarda, en yaygın kullanılan tarama testleri, hızlı 

immünolojik tahlilleridir.  

2.5. HBV, HCV VE HDV GENOTĠPLEME YÖNTEMLERĠ 

Virolojik testler, enfeksiyonu teĢhis etmek ve en önemlisi tedavi kararlarını yönlendirmek 

ve antiviral tedaviye virolojik cevabı değerlendirmek için gerekli hale gelmiĢtir. DeğiĢken 

duyarlılık, özgüllük, zaman alıcı ve maliyete sahip farklı genotipleme metodları 

geliĢtirilmiĢtir. AĢağıda HBV, HCV ve HDV genotiplemede yaygın olarak kullanılan 

yöntemler özetlenmiĢtir. 

2.5.1. DĠZĠLEME VE FĠLOGENETĠK ANALĠZĠ 

HBV genotipleme için altın standart yöntem, tüm genom dizilemesi ve ardından filogenetik 

analizdir. Bu teknik oldukça hassas olmasına ve yeni ve rekombinant genotiplerin 

saptanmasına izin verse de, pahalı, zaman alıcıdır ve esas olarak genotip karıĢımlarında 

baskın genotipi tespit etmektedir. Tüm genom dizilemeye bir alternatif olarak, HBsAg ve 

polimeraz gibi tek gen dizilemesi ile da genotipleme yapılmaktadır(59). HCV genotipinin 

belirlenmesi için referans metot, “in-house” teknikleri ile HCV genomunun NS5B veya E1 

bölgelerinin doğrudan sekanslanması, ardından prototip sekanslar ve filogenetik analiz ile 

dizi hizalamasıdır. Bu teknikler, tam alt tiplemenin gerekli olduğu moleküler epidemiyoloji 

çalıĢmalarında kullanılmalıdır. Klinik pratikte, HCV genotipi, 5' kodlamayan bölgenin 

doğrudan dizi analizi kullanılarak veya 5' kodlamayan bölgede bulunan genotip espesifik 

problar kullanılarak ters hibridizasyon analizi kullanılarak çeĢitli ticari kitler tarafından 

belirlenebilir (77). HDV genotipleme, ters transkripsiyon (RT) -PCR ve restriksiyon 

fragman uzunluk polimorfizmi (RFLP), hibridizasyon ve doğrudan sekanslama gibi çeĢitli 

yöntemler ile gerçekleĢtirilmiĢtir. RT-PCR'nin RFLP'sinin analiz edilmesi daha basit bir 

yöntem olmasına rağmen, HDV'nin genotiplemenin altın standardı, dizilemeye dayanan 

filogenetik analizdir (83). 



21 

 

2.5.2. RESTRĠKSĠYON FRAGMAN UZUNLUK POLĠMORFĠZM (RFLP) 

HBVda RFLP ile genotipleme, S geninin PCR amplifikasyonuna (genellikle), restriksiyon 

enzimleri ile kesilmesi ve kesilen  parçaların elektroforez ile ayrılmasına bağlıdır. 

GenBank'ta farklı HBV genotip sekanslarına göre RFLP için farklı restriksiyon enzimler 

kombinasyonu kullanılmıĢtır. Bu yöntem A-F genotiplerini belirlemek için 

kullanılmıĢtır(59). HCV için RFLP ile genotipleme, PCR ile amplifiye edilmiĢ bir 5‟UTR 

cDNA fragmanı her genotip için spesifik restriksiyon alanlarını tanıyan enzimler 

kullanılarak yapılmıĢtır (134). Ters transkripsiyon (RT) -PCR ve restriksiyon fragman 

uzunluk polimorfizm (RFLP) analizi HDV genotiplemede de basit bir yöntem 

sunmaktadır(83). 

2.5.3. SEROLOJĠK YÖNTEMLER  

Bu yöntemde, HBsAg serotiplerine karĢı antikorlar kullanılmasına ve dokuz serolojik alt tip 

olan ayw1, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adrq + ve adrq
- 
coğrafi dağılımını dikkata 

alarak belli bir genotype karĢılık geleceğine dayanmaktadır. Genotip A, adw2 (Avrupa, 

ABD, Doğu Afrika) ve ayw1 (Afrika) ile eĢleĢirken, B adw2 (Asya) ve ayw1 (Vietnam) 'a 

karĢılık gelmektedir. Genotip C, adr ve ayr ile eĢleĢtirilmiĢtir, ayw2 ve ayw3 D genotipi ile, 

ayw4 E ile, adw4 F ile, adw2 G ve adw4  genotip H ile eĢleĢmektedir. PCR ve dizileme, 

genotipleme için standart yöntemler olarak kullanılmasına rağmen, dizileme, geniĢ 

epidemiyolojik çalıĢmalar ve popülasyon taraması için uygun değildir. Buna karĢılık, bir 

enzim immünoassay formatındaki subtip spesifisiteleri olan monoklonal anti-HBs 

antikorları kullanan serolojik analizler, daha düĢük maliyetli, gerçekleĢtirilmesi kolay ve 

daha yüksek verime sahiptir (59).  

HCV genotipi, rekabetçi bir EIA ile genotipe özgü HCV epitoplarına yönelik antikorlar 

aranarak belirlenebilir. Halihazırda mevcut olan assay, 1'den 6'ya kadar olan türünü 

tanımlar, ancak alt tipler arasında ayrım yapmaz ve kronik olarak enfekte olmuĢ bağıĢıklığı 

olan hastaların yaklaĢık% 90'ında yorumlanabilir sonuçlar sağlar (77). 

2.5.4. REAL-TĠME PCR 

Erime sıcaklığı (Tm) değeri, prob ile hedef ve / veya hibridizasyon dizisinin GC içeriği 

arasındaki tamamlayıcılığa bağlı olarak farklı genotipler arasında farklılık göstermektedir. 
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Genotipleme için diğer yöntemlerden farklı olarak, gerçek zamanlı PCR, çapraz 

kontaminasyona izin vermez, zaman tasarrufu sağlar, yüksek bir verime sahiptir ve oldukça 

hassastır. Bu yöntemin ana dezavantajı, yakın genotipleri ayırt etme yeteneğinin daha düĢük 

olmasıdır. HBV A ve C gibi Tm değerleri arasındaki yakınlık ve bu nedenle farklı 

genotipler içeren Kuzey Amerika gibi bazı ülkelerde uygulanamaz. Ayrıca genotipe spesifik 

primerler kullanılarak farklı real time PCR sistemleri da geliĢtirmektedir (59). Multipleks 

gerçek zamanlı PCR'ler ile genotipine özgü segmentlerini hedef alan genotipleme metodları 

da yaygın olarak kullanılmaktadır (81). 

2.5.5. OLĠGONÜKLEOTĠD MĠKROARRAY 

HBV DNA pozitif hastalardan alınan serum örneklerinde HBV genotiplerinin tespiti için 

oligonükleotit çipini kullanan bir assay geliĢtirilmiĢtir. Bu yöntem, çip üzerinde immobilize 

edilmiĢ tipe özgü oligonükleotit problarına hibritlenen Cy5 etiketli amplikonlarla ters 

hibridizasyon prensibine dayanmaktadır. Yıkama ve kurutma iĢleminden sonra, tarayıcı 

kullanılarak floresan sinyalleri alındı. Bu yöntemin spesifiktir ve hem tek hem de miks 

genotipleri saptamada duyarlı olduğu bulunmuĢtur(82). 
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3. GEREKÇE VE AMAÇ 

Afganistan'da viral hepatitle ilgili özellikle moleküler temelli araĢtırmalar sınırlı sayıda 

çalıĢma vardır ve mevcut çalıĢmaların sonuçları çeliĢkilidir. Mevcut verilerin çoğu, 

uyuĢturucu kullanıcıları, mahpuslar, seks iĢçileri ve intrapartum kadınlar gibi özel 

gruplardan gelmektedir (84). 

„Integrated Biological & Behavioral Surveillance‟(IBBS) 2012 raporlarına dayanarak HBV 

prevalansı uyuĢturucu kullanıcıları, mahpuslar ve seks iĢçilerinde sırasıyla %3.2 - %8.3, 

%4.8 -% 6 ve % 3.5 tahmin edilmiĢtir. Bu çalıĢmada, HCV prevalansı aynı gruplarda 

sırasıyla %10 -%70, %1.4 -%4.6 ve % 1.7 tespit edilmiĢtir (85). HDV ile ilgili son çalıĢma 

1984 yılına iliĢkindir. Kronik karaciğer hastaları, HBV'nin asemptomatik taĢıyıcıları ve akut 

HBVlarda 1984'e kadar HDV prevalansı sırasıyla %18, %2 ve % 5'tir (86). Güncel bilgi 

literatürde bulunmamaktadır.  

Kohat bilim ve teknoloji üniversitesinde (pakistan) kabil bulaĢıcı hastalıklar hastanesi, 

merkez kan bankası ve Merkez laboratuvarı'ndan toplam 169 Afganistanlı HbsAg pozitif 

örneği üzerine yapılmıĢ olan bir çalıĢmada HBV genotip prevalensini  A (%19.53), B 

(%7.10), C (%32.54),  D (%36.09)  olarak rapor edilmiĢtir (87). Iran‟da Tahran hepatit 

merkezinde kayıt edilmiĢ 12 Afgan HBV hastası üzerine yapılan bir çalıĢmada ise tüm 

Afgan izolatlarında HBV genotipi D, alt genotip D1 ve alt tip ayw2'yi ortaya koymuĢtur 

(88). Afganistan'daki HCV genotip dağılımını gösteren tek çalıĢma, uyuĢturucu kullanıcılar 

arasında yapılmıĢtır ve diğer tüm derleme çalıĢmaları bu verilere yönlendirilmiĢtir. Bu 

çalıĢmanın sonucuna dayanarak 113 HCV RNA pozitif uyuĢturucu kullanıcısı arasında alt 

tip 3a, dominant olarak % 62.0, ardından alt tip 1a,% 35.2 ve 1b %2.8 oranında izlenmiĢtir 

(89). 

Viral hepatit ciddi sonuçlara yol açan önemli hastalıklardır ve enfeksiyonunun sonuçları 

konakçıya ve viral faktörlere bağlıdır. Kan dolaĢımındaki viral yük ve viral nükleotid 

dizilimindeki değiĢim, enfeksiyonların sonuçlarını etkileyen en önemli faktörlerden 

birileridir. Ayrıca viral hepatitin popülasyonda prevalensi ve moleküler profilinin 

değerlendirilmesi hepatit kontrol programının planlanması için gereklidir.  
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Bu çalıĢma Afghanistan popülasyonu üzerine ilk kez gerçekleĢmiĢ olup Afganistan genel 

popülasyonunda HBV, HCV ve HDV‟nın serolojik ve moleküler epidemiyolojisi üzerine 

odaklanmıĢtır. Genel popülasyonda HBV, HCV ve HDV enfeksiyon oranlarını 

değerlendirmek için HBsAg, Anti-HCV ve Anti-Delta pozitifliğini değerlendirilmiĢtir. 

Ayrıca, HBV epidemiyolojik durumunun daha iyi değerlendirilmesi ve popülasyonun 

duyarlılığı, maruziyeti ve bağıĢıklık oranı hakkında bilgi  elde etmek için Anti-HBc ve 

Anti-HBs da değerlendirmeye alınmıĢtır. Ayrıca kilinik açıdan önemli mutasyonlarının 

prevalensi da incelenmiĢtir. 
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4. MATERYAL VE YÖNTEM 

4.1. MATERYAL 

Afganistan Ulusal Halk Sağlığı Enstitüsü, Dünya Sağlık Örgütü ile iĢbirliği içinde 

Nangarhar (doğu bölgesi), Herat (batı bölgesi), Mazar-e ġerif (kuzey bölgesi), Kandahar 

(güney bölgesi) ve Kabil (merkezi bölge) olmak üzere beĢ ilden "WHO STEP WĠSE" 

yöntemi ile rasgele 5897 kıĢıdan örnek alınmıĢtır. ÇalıĢmanın temel amacı Afganistan'ın 

ana bölgesel illerindeki bulaĢıcı olmayan hastalıklar için risk faktörü düzeyini belirlemekti 

ancak bu fırsat HBsAg ve Anti-HCV'nin hızlı taraması için da kullanılmıĢtır. 

Örneklemede 25-70 yaĢ arasındaki yetiĢkinler hedef popülasyon olarak seçilmiĢtir. Bu 

nedenle, bu Ģehirlerde sürekli ikamet eden ve katılma izni veren tüm 25-70 yaĢları 

arasındaki erkek ve kadınlar çalıĢma kapsamına alınmıĢtır. Geçici sakinler (yerleĢim yeri <6 

ay) ve kamplarda ya da asiler tarafından kontrol edilen güvensiz bölgelerde yaĢayanlar 

çalıĢma kapsamına hariç tutulmuĢtur. Kan örnekleri seçilen kiĢilerden elde edilmiĢtir ve bir 

laboratuvar teknisyeni tarafından iĢlenmiĢtir. Daha sonra Kabil'deki Merkez Halk Sağlığı 

Laboratuvarı'na (CPHL) gönderilen numuneler, -80 ° C'de saklanmıĢtır. Serolojik inceleme 

için her bir bölgeden 100 kıĢı bu örnek havuzundan rasgele seçilmiĢtir. Seçilen örenkler 

arasında numunelerin serum kalitesi değerlendirmesi sonrasında toplam 492 örnek  ( 269 

[% 54.7] kadın ve 223 [% 45.3] erkek ) 38.9 ±12 yaĢ ortalaması ile çalıĢmaya alınmıĢtır . 

Serolojik çalıĢma için seçilen bireylerin temel demografik bilgileri çizelge 4.1.1‟de 

verilmiĢtir. Ayrıca bu beĢ ilden Afganistan Ulusal Halk Sağlığı Enstitüsü tarafından hızlı 

tarama testi ile pozitif olarak bildirilen toplam 234 HBsAg (40.4±14.5 yaĢ ortalamsı ve 

143:91 erkek-kadın oranı ile)  ve 44 anti-HCV pozitif numunesi (45.5±14.2 yaĢ ortalaması 

ve 22:22 erkek- kadın oranı ile) da çalıĢmaya dahil edilmiĢtir (moleküler analizi için 

çalıĢmaya dahil edilen popülasyonun coğrafi, yaĢ ve cinsiyet temelli dağılımı Çizelge 

4.1.2'de gösterilmiĢtir.). Örnekler serolojik ve moleküler çalıĢması için soğuk zencir altında 

Ankara Üniversitesi Hepatoloji Enstitüsüne transfer edilmiĢtir. 

Bu çalıĢma Afganistan halk sağlığı bakanlığının kurumsal gözden geçirme kurulu 

tarafından şubat.10.2016 tarihinde 361537 sayılı maktup ile onaylanmıĢtır. ÇalıĢmaya dahil 

edilen tüm katılımcılardan bilgilendirilmiĢ onam formu alınmıĢtır. 
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Çizelge   4.1.1. ÇalıĢma popülasyonunun temel demografik özellikleri 

Bölgeler n Kadın Erkek YaĢ 

ortalamsı 

Standart 

sapma 

Medyan Mod 

Kandahar 100 63 37 39.6 12 38 40 

kabul 100 59 41 34.6 8.9 33.5 35 

Mazar 99 45 54 43 15 40 26 

Nangarhar 93 46 47 34.9 8.9 35 40 

Herat 100 56 44 42.4 13 40 30 

Toplam 492 269 223 38.9 12 35 40 

 

Çizelge   4.1.2. ÇalıĢmaya dahil edilen HbsAg ve Anti-HCV pozitif katılımcılarının temel 

demografik  özellikleri 

Katılımcılar 

 

Bölgeler 

Hızlı tarama testinde HBsAg pozitif Hızlı tarama testinde Anti-HCV pozitif 

Cinsiyet / YaĢ ortalaması ±SS Cinsiyet / YaĢ ortalaması ±SS 

Ekek kadın Toplam YaĢ Ortalaması Ekek kadın Toplam YaĢ Ortalaması 

Herat 17 26 43 41.9±14.2 2 0 2 70±00.0 

Kabul 23 13 36 40.3±13.9 9 4 13 46.6±14.6 

Kandahar 15 8 23 39.1±10.7 6 6 12 40±7.8 

Mazar  43 28 71 39.9±14.8 0 4 4 47±3.46 

Nangarhar 36 25 61 36.4±9.9 5 8 13 43.2±11 

Toplam 134 100 234 39.3±13 22 22 44 45.5 ±13.6 
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4.2. YÖNTEM  

4.2.1. SEROLOJĠK TEST 

Havuz örneğinden çalıĢmaya dahil edilen 492 örnek ( 269 [% 54.7] kadın ve 223 [% 45.3] 

erkek ) arasında Abbott Architect  otomatik platform üzerinden Abbott Architect 

kemilüminesanslı mikropartikül immünoassay (CMIA) ticari kitleri kullanılarak Anti-HBc, 

Anti-HBs, HBsAg, Anti-HCV ve Anti-HDV pozitifliği tespit edilmiĢtir. 

4.2.2. VĠRAL NÜKLEĠK ASĠT EKSTRAKSĠYONU 

Viral nükleik asit izolasyonu için 750 µl Lizis tamponu + 3.75 µl  polyA + 20 µl Proteinaz 

K (+ 2.5 µl iç kontrol ), 250 µl seruma ilave edilerek iyice Vorteks yapıldıktan sonra 57 C
0
 

da 15 dakika bekletilmiĢtir. Lizis süreci bittikten sonra üzerine 750 µl etanol ekleyip 3 

dakika oda sıcaklığında bekletilmiĢtir. Ardından lizat Silikalı tüplere aktarıp 1 dakika 

boyunca 5000 rpmda santrifiuj edilmesi sonrasında, kolon temiz bir tübe transfer edilip 

alttaki tüpte toparlanmıĢ çözelti atılımıĢtır. KarıĢım kalanı için iĢlem tekrar yapılmıĢtır. 

Yıkama iĢlemi için kolona 700 µl Wash1 tamponu (1/1 oranla etanol eklenmiĢ ) ilave 

ettikten sonra 1 dakika 5000 rpmda santrifiuj edilmiĢtir. Yıkama iĢlemin devaminda kolon 

üzerine 700 µl Wash 2 tamponu (1/4 etanol eklenmiĢ ) ilave edip 1dakika 13000 rpmda 

santrifiuj edilmiĢtir. Wash tamponları ile yıkama iĢlemleri bittikten sonra kolon üzerine  

700 µl etanol ekleyip 13000 rpmda 1 dakika santrifiuj edilmiĢtir. Ardından Kolon 10 dakika 

boyunca 60 C
0 

kurutulmuĢtur. Kurutma sonrasında kolon çeperlerinde tutulan nükleik 

asitleri kolona indirmek amacıyla 1 dakika 14000 rpmda santrifüj edilmiĢtir. Viral nükleik 

asidi elde etmek için 50 µl elüsyon tamponu eklenip 3 dakika oda sıcaklığında bekledikten 

sonra 1dakika 5000 + 1 dakika 13000 rpmda santrifiuje edilerek kolonun altındakı tüpte 

nükleik asidi izole edilmiĢtir  

4.2.3. VĠRAL YÜK TAYĠNĠ 

Viral nükleik asit, 250 μl serum örneklerinden RTA viral NA izolasyon kiti (RTA, Türkiye) 

ile izole edilmiĢtir. ( Ġlgili viral NA izolasyon protokolü Ek-1‟de gösterilmiĢtir ). 
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Gerçek zamanlı PCR kiti ile birlikte verilen standart bir iç kontrol miktarı, örneklerin 

ekstraksiyon verimliliğini izlemek için ilgili lizis tamponuna ilave edilmiĢtir. ÇalıĢmaya 

negatif ve pozitif kontroller dahil edilmiĢtir. 

HBV viral yükün belirlenmesi için „RTA HBV real time PCR kiti‟ üretici talimalarına göre 

6 µl HBV Mix A, 4 µl HBV Mix B ile 10 µl HBV viral DNA karıĢtırarak BioRad sistemleri 

kullanılarak 95 °C‟de 10 dakika sıcak baĢlangıç sonrasında 45 döngü  95 °C‟de 30 saniye 

denatürasyon, 57 °C'de 60 saniye  bağlama ve 30 saniye 72 °C'de uzatma ile amplifikasyon 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

HCV viral yükünü belirlemek için, „RTA HCV real time PCR kiti‟, aĢağıdaki koĢullar ile 

kullanılmıĢtır. 

9.4 µl HCV Reaction Mix, 0.6 µl HCV Enzyme Mix ile 10 µl HCV viral RNA karıĢtırarak 

BioRad sistemde 45 °C‟de 30 dakika cDNA sentezindan sonra 95 °C‟de 10 dakika sıcak 

baĢlangiç ve 45 döngü  95 °C‟de 30 saniye denatürasyon, 58 °C'de 60 saniye  bağlama ve 

30 saniye 72 ° C'de uzatma  tek aĢamalı bir real time PCR sistemi ile amplifikasyon 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

HBV ve HCV kantifikasyonu WHO standartları ile standardize edilmiĢ hedef bölgeyi içeren 

ve yükü  10
7
 IU/ml, 10

6
 IU/ml, 10

5
 IU/ml, 10

4
 IU/ml olan plasmidlar, standard olarak 

kullanılmıĢtır. (HBV ve HCV real time PCR ile ilgili PCR koĢulları ve protokolları sırasıyla 

Ek-3 ve Ek- 4'te gösterilmiĢtir). 

HDV viral yük tayininde ise Ankara Üniversitesi Hepatoloji Enstitüsü bünyesinde Light 

Cycler 480 cihazi kullanılarak geliĢtirilmiĢ 2 aĢamalı bir HDV real time PCR sistemi 

kurulmuĢtur. 

Ġlk aĢamada Transcriptor First Strand cDNA kiti aĢağıdakı koĢullar altında cDNA sentezi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Ekstrakte edilmiĢ 10 µl HDV RNA (kalıp RNA), 2 µl random hexamer primer solüsyonu ve  

1 µl ddH2O karıĢtırarak 10 dakika 65°C'de inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonrasında  
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4 µl Transcriptor RT reaction buffer, 0.5 µl Protector RNAse Inhibitor, 2 µl dNTP Mix, 0.5 

µl Transcriptor Reverse Transcriptase ile toplam hacim 20 µl olacak Ģekilde 25 °C'de 10 

dakika, 55 °C'de 30 dakika, 85 °C'de 5 dakika uygulanarak cDNA sentezlenmiĢtir. 

Ġkinci aĢamada Light Cycler 480 cihazi ve Light Cycler 480 Probes Master kiti  ( Kitin 

talimatlarına göre 0.6 µl  probe, 0.6 µl  primer F, 0.6 µl  primer R, 10 µl  probe master, 5 µl 

sentezlenmiĢ cDNA veya 5 µl standart ve 3.2 µl ddH2O karıĢtırılır ) kullanarak 95ºC'de 5 

dakika sıcak baĢlamanın ardından 40 döngüde  94ºC'de 20 saniye denatürasyon, 60ºC'de 60 

saniye bağlama ve  40ºC'de 30 saniye uzama ile amplifikasyon gerçekleĢtirilmiĢtir. 

HDV real time PCR ile ilgili PCR koĢulları ve protokolları sırasıyla Ek-5'te gösterilmiĢtir. 

Ayrıca kullanılan primer ve probe setleri Ek-2'de listelenmiĢtir). 

4.2.4. AMPLĠFĠKASYON  

HBV genotiplemesi için amplifiye edilmiĢ HBV Pre S1 bölgesinin doğrudan sekanslaması 

kullanılmıĢtır. HBsAg antijenisitesi ve Anti-viral direnç ile ilgili varyasyonların 

prevalansını belirlemek için sırasıyla HBsAg'nin (aa 99-166) majör hidrofilik alanındaki “a” 

determinantı (aa 124-147) ve HBV polimerazın ters transkriptaz alanı (aa160–257) 

amplifiye edilmiĢ ve  dizilenmiĢtir. Ayrıca HBV serotipleme analizi için de HBV S geninin 

dizisi kullanılmıĢtır. 

HBV Pre S1 bölgesini amplifiye etmek için 5 µl Viral DNA, 2.5 µl  (10 pmol 

konsantasyonunda)  F-preS1- 5
'
- GGG TCA CCA TAT TCT TGG GAA CAA GA -3

'
; 2.5 

µl  (10 pmol konsantasyonunda)  R-preS1-  5
'
- GCA GGG GTC CTA GGA ATC CTG 

ATG -3
'
), 4 µl (2 mM) dNTPmix, 1.5 µl (25 mM) MgCl2, 2.5 U Taq DNA polymeraz, 5 µl 

buffer ve 6 µl ddH2O,  toplam hacmi 25 µl olacak Ģekilde bir PCR sistemi  kullanılmıĢtır. 

Amplifikasyon, 35 döngü PCR (95 °C'de 30 saniye denatürasyon, 45 s için 53 °C'de 

bağlama ve 1 dakika 72 °C'de uzama) ile gerçekleĢtirilmiĢtir. (Ġlgili PCR protokolun 

detayları Ek-6'da verilmiĢtir) . 

HBV S ve Pol genleri 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 0,35 mM Tris-HCl (pH 8.3), 200 µM 

dNTP, 5 U  Taq DNA polymeraz ve, 0,3µM  HBV-P1 (5'-CCG GAA 

AGC TTG AGC TCT TCT TTT TCA CCT CTG CCT AAT CA-3'; ve HBV-P2 (5'-CCG 

GAA AGC TTG AGC TCT TCA AAA AGT TGC ATG GTG CTG G-3'; primerleri ve 2 µl 
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ekstre edilmiĢ  Viral DNA toplam hacmi 50 µl olan ve PZR  reaksiyonu 94 °C'de 40 saniye 

denatürasyon, 60 °C'de 1.5 dakika bağlama ve 68 °C'de 3 dakika uzama ( her 10 döngüde 

uzama süresi 2 dakika eklenerek toplam 40 döngü ) uygulanmıĢtır. Sekanslamada F-Pol-5'-

GCT ATG CCT CAT CTT CTT GTT GGT-3' ve F-S- 5'-GGC AGG TCC CCT AGA AGA 

AGA ACT-3' primerleri sırasıyla HBV Pol ve HBV S genelerinin dizilenmesinde 

kullanılmıĢtır (Ġlgili PCR protokolların detayları Ek-7'de gösterilmiĢtir. Ayrıca Ek-11'de 

dizileme yöntemi detayları belirtilmiĢtir). 

HCV ve HDV RNA'dan Ters Transkripsiyon aĢağıdakı koĢullara göre gerçekleĢtirilmiĢtir: 5 

µl elüte RNA, 5 µl 2 mM dNTPmix ve 2.5 µl 10 pmol ters primer ile 3 dakika boyunca  95 

°C'de denatüre edilmiĢtir. Tamamlayıcı DNA (cDNA) daha sonra 4 µl 5x reaksiyon 

tamponu, 4U AMV RT-PCR ve 4.3 µl ddH2O ilavesiyle toplam 20 µl'lik bir hacimde 1.5 

saat 42 °C'de sentezlenmiĢtir. (HCV ve HDV RNA'dan cDNA sentezi protokolu Ek-8'de 

detaylandırılmıĢtır) .  

Gerçek zamanlı PCR'de HCV pozitif olarak belirtilen tüm örnekler, HCV NS5B bölgesini 

amplifiye edilip sekanslanmıĢtır ( Ġlgili PCR koĢulları ve sekanslama protokolları sırasıyla 

Ek-9 ve Ek 11'de gösterilmiĢtir). 

HCV NS5B bölgesi, NS5B F  (sense; ),  5
'
- TAT GAY ACC CGY TGC TTT GAC -3

'
;  

NS5B R  (anti- sense;), 5
'
- GAG GAG CAA GAT GTT ATC AGC TC -3

' 
 ve  NS5B R2 

(anti- sense;) 5-GAA-TAC-CTG-GTC-ATA-GCC-TCC-G-3 Primer setlerini kullanılarak 

yarı-nested bir PZR sistemi kurarak amplifiye edilmiĢtir.  

Her bir primerin 2.5 µl (10 pmol), 5 µl 2 mM dNTPmix, 3 µl 25 mM MgCl2, 2.5 U Taq 

DNA polimeraz, 5 µl 1 x tampon ve 26.5 µl ddH2O ve 5 µl cDNA ile toplam hacmi 50 µl 

olacak Ģekilde bir karıĢım hazırlanmıĢtır. 95 ° C'de 5 dakika süreyle baĢlangıç 

denatürasyonu ardından 95 °C'de 30 s denatürasyon, 56 ° C'de 30 saniye bağlama 72 ° C'de 

1 dakika uzama 35 döngü uygulanmıĢtır. ÇalıĢmada uygulanmıĢ NS5B bölgesi amplifiye 

koĢulları Ek-9'da detaylari ile gösterilmiĢtir. 

Tüm anti-HDV pozitif örnekler, gerçek zamanlı PCR ile doğrulanıp tüm genom 

dizilemesini denenmiĢtir ancak düĢük pozitifliğindan dolayı uygun olarak amplifiye 

edilememiĢtir; Bu nedenle, yanlızce bir numunenin Anti-HDV bölgesini HDV-B1  (sense;  
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),  5
'
-ACC  TCC AGA  GGA  CCC  CTT  CAG  CGA  A-3

'
;  HDV-B2  (anti- sense;) 5

'
-

GAG GGA GCT CCC CCG GCG AAG AG-3
'
 primerleri kullanarak amplifiye edilmiĢtir. 

HDV-B primer seti ile HDV cDNA amplifikasyonu için 5 µl cDNA, her primerden 2.5 µl 

(10 pmol), 5 µl 2 mM dNTPmix, 2 µl 25 mM MgCl2, 2.5 U Taq DNA polymeraz, 1× buffer 

ve ddH2O toplam 50 µl'lık bir reaksiyon karıĢımı hazırlandıktan sonra 94 ° C'de 5 dakika 

boyunca baĢlangıç denatürasyonu, ardından 35 döngüde 94 ° C'de 40 s denatürasyon, 65 ° 

C'de 1.5 dakika bağlama ve 68 ° C'de 3 dakika uzatma uygulanmuĢtır. ( Ġlgili PCR koĢulları 

Ek-10'da gösterilmiĢtir). 

Genotiplemede kullanılan primer setleri Ek-2'de listelenmiĢtir. 

4.2.5. DĠZĠLEME YÖNTEMĠ 

PCR ürünleri, silika bazlı bir yöntemle saflaĢtırıldı. Dizileme  Big Dye Terminator v3.1 

Cycle Sequencing Kitin imalatçı talimatlarına göre ABI 310 Automated Sequencer 

cihazinda yapılmıĢtır. Dizileme protokolu Ek-11'de detaylandırılmıĢtır. 

4.2.6. GENOTĠPLEME VE FĠLOGENETĠK ANALĠZĠ 

HBV, HCV ve HDV pozitif serumlardan elde edilen tüm diziler manuel olarak düzeltilmiĢ 

ve GenBank veri tabanında karĢılık gelen referans dizilerinin bölgeleri ile hizalanmıĢtır. 

Filogenetik karĢılaĢtırma, MEGA7 yazılım paket programı kullanılarak mesafe matrisi / 

UPGMA yöntemi ile Kimura 2- parametresi ve 1000 bootstrap değeri ile yapılmiĢtir(90). 

Ayrıca HBV ve HCV genotiplemesi için sırasıyla Hepatit B Virüs Veritabanı 

genotiplendirme aracını ve  geno2Pheno veri tabanından da faydalanmıĢtır. 

Sırasıyla 61 HBV, 29 HCV ve 1 HDV Afgan izolatlarının dizilenmiĢ Pre-S1, NS5B ve 

HDAg bölgeleri sırasıyla MH048707 - MH048767, MH048808 - MH048836 ve  

MH048837 accession numaraları ile GenBank'ta mevcuttur. 

Ayrıca, variyant analizler için kullanılan HBsAg protein geni ve HBV polimeraz geni, 

sırasıyla MH048768 - MH048787 and MH048788 - MH048807 numaralarıyla GenBank'ta 

mevcuttur. 
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4.2.7. ĠSTATĠSTĠKSEL ANALĠZĠ 

Analizlar, VassarStats Ġstatistik Hesaplama programı kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir (ilgili 

programın web  tabanlı sayfasına http://vassarstats.net/ adresinden ulaĢılmaktadır) (91). 

Serolojik markörlerin ve tespit edilen genotiplerin cinsiyet, yaĢ ve coğrafi dayalı 

prevalansını saptamak için, sonuçlar betimsel istatistik kullanılarak  gruplar halinde 

özetlenmiĢtir.  

Hepatit göstergelerinin gruplar içinde ve gruplar arası anlamlı farklılıklarını saptamak için, 

Pearson chi square ve Fisher exact testleri kullanılmıĢtır.  

Her bölgedeki değiĢken frekansları Z-Testi kullanılarak çalıĢma popülasyonu ile 

karĢılaĢtırılmıĢtır. DeğiĢkenler arasındaki korelasyonun belirlenmesi için Pearson 

Korelasyon Katsayısı ve Spearman'ın değiĢkenler arasındaki Rho analizi de yapılmıĢtır. 

Tüm analizler %95 güven aralığı ile yapılmıĢtır ve istatistiksel anlamlılık 0.05'den küçük bir 

P-değeri olarak tanımlanmıĢtır. 
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5. ARAġTIRMA BULGULARI 

5.1. HBV, HCV VE HDV SEROLOJĠK BELĠRTEÇLERĠN DAĞILIMI 

Serolojik göstergelerin değerlendirmesi için çalıĢmaya katılan popülasyonun temel 

demografik özellikleri çizelge 4.1.1'de gösterilmiĢtir. ÇalıĢmaya katılan 269 kadın ve 223 

erkek‟ten sırasıyla 74 (% 27.5) ve 75 (% 33,63) bireyde Anti-HBc pozitift olarak 

sonuçlandırılmıĢtır. ÇalıĢma popülasyonun genelinde ise 149 (%30.28) belirlenmiĢtir. 

ÇalıĢılan bireylerin 136'sında (% 27.64), Anti-HBs ≥ 10.0mIU / mL titresi saptanmıĢtır. 

Bunlardan 74'ü (% 27) kadın, 62'si (% 27,80) erkekti. Sadece Anti-HBs pozitif olan bireyler 

40 (% 8.13)  kiĢiydi. Doksan altı kiĢi (% 19.51) aynı anda Anti-HBc ve Anti-HBs pozitifliği 

göstermiĢtir.  HBsAg seropozitifliği kadınlarda ve erkeklerde sırasıyla 14 (% 5.2) ve 17 (% 

7.62) iken çalıĢma popülasyonu için HBsAg pozitiflik oranı 31 (% 6.3) olarak 

belirlenmiĢtir. Anti HCV pozitif  sadece 8 (% 1.62) kiĢide (beĢ kadın ve üç erkek) 

saptanmıĢtır; bunlardan dördünde (1 kadın ve 3 erkek) Anti-HBc pozitiftik de gösterilmiĢtir. 

Serolojik çalıĢma popülasyonumuzda Anti-delta pozitifliği hiç bir bireyde saptanmamıĢtır. 

HBV ve HCV çalıĢılan serolojik belirteçlerin cinsiyete dayalı dağılımı çizelge 5.1.1'de 

gösterilmiĢtir. 

Çizelge   5.1.1. HBV ve HCV serolojik belirteçlerinin cinsiyete dayalı dağılımı 

 

Anti-HBc Anti-HBs HBsAg Anti-HCV

Kadın 27.5% 27.5% 5.2% 1.9%

Erkek 33.6% 27.8% 7.6% 1.3%

Toplam 30.3% 27.6% 6.3% 1.6%
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Belirteçlerin en düĢük prevalansı sırasıyla Kandahar'da ve kabil'de görülmüĢtür. 

Kandahar'da anti-HBc ve HBsAg pozitiflik oranı  diğer bölgelere göre daha düĢük olsada 

erkeklerde kadınlardan anlamlı derecede yüksekti (p = 0.02 ve P = 0.04). En yüksek anti-

HBc pozitiflik oranı sırasıyla Nangarhar'da %48.4, Mazar i Ģerif'de %41.4 ve Herat'ta  %29 

görülmüĢtür. Ayrıca Nangarhar bölgesinde  erkek ve kadın arasında anlamlı derecede 

farklılık vardır (p = 0.01). Mazar-i-Ģerif'de anti-HBs pozitifliği diğer bölgelere kıyasla 

önemli derecede yüksekti (%37.4) (P =0.02). Ardından Nangarhar %31.2 ve Herat'ta %26  

ile sırasıyla en yüksek anti-HBs pozitif oranına sahiptir.  Herat'ta ise HBsAg pozitiflik oranı 

diğer bölgelere göre daha yüksekti (%9). Nanarhar ve Mazar i Ģerif ise ardından sırasıyla 

%7.5  ve %7.1 pozitiflik oranı ile en yüksek bölgelerdir. Anti-HCV pozitiflik oranı ise en 

yüksek Nangarharda (%3.22) tespit edilmiĢtir. ÇalıĢma popülasyonun genelinde  serolojik 

belirteçlerin dağılımında erkeklerle kadınlar arasında istatistiksel olarak önemli bir fark 

bulunmamıĢtır. AraĢtırılan serolojik belirteçlerin coğrafi ve cinsiyet temelli dağılımı çizelge 

5.1.2 ve çizelge 5.1.3'te gösterilmiĢtir. 

Çizelge   5.1.2. HBV ve HCV serolojik belirleyicilerinin coğrafi temelli dağılımı 

 

Anti-HBc Anti-HBs HBsAg Anti-HCV

Kandahar 12.0% 21.0% 3.0% 1.0%

kabul 22.0% 23.0% 5.0% 1.0%

Mazar-e-sharif 41.4% 37.4% 7.1% 2.0%

Nangarhar 48.4% 31.2% 7.5% 3.2%

Herat 29.0% 26.0% 9.0% 1.0%

Toplam 30.3% 27.6% 6.3% 1.6%
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Çizelge   5.1.3 AraĢtırılan serolojik belirteçlerin coğrafi ve cinsiyete dayalı dağılımı 

Berlirteç 

Bölgeler 

Anti-HBC Anti-HBs HBsAg Anti-HCV Anti-HDV 

Kadın:Erkek Kadın:Erkek Kadın:Erkek Kadın:Erkek Kadın:Erkek 

Kandahar 4:8      [% 12.0] 14:7    [% 21.0] 0:3        [% 3.0] 1:0        [% 1.0] 0:0        [% 0.0] 

Kabil 14:8    [% 22.0] 15:8    [% 23.0] 4:1        [% 5.0] 1:0        [% 1.0] 0:0        [% 0.0] 

Mazar 15:26  [% 41.4] 16:21  [% 37.4] 2:5        [% 7.1] 2:0        [% 2.0] 0:0        [% 0.0] 

Nangarhar 28:17  [% 48.4] 16:13  [% 31.2] 4:3        [% 7.5] 1:2        [% 3.2] 0:0        [% 0.0] 

Herat 13:16  [% 29.0] 13:13  [% 26.0] 4:5        [% 9.0] 0:1        [% 1.0] 0:0        [% 0.0] 

Toplam 74:75  [% 30.3] 74:62  [% 27.6] 14:17    [% 6.3] 5:3        [% 1.6] 0:0        [% 0.0] 

Anti-HBc ve anti-HBs prevalansı yaĢ grupları arasında anlamlı bir farklılık göstermektedir 

ve yaĢla birlikte artmaktadır (P = 0.01, P = 0.001). Öte yandan, HBsAg prevalansı yaĢ 

arttıkça göreli bir düĢüĢ göstermesine karĢın, 55 yaĢ üzerindeki yaĢ grubundaki HBsAg ve 

anti-HCV pozitifliği diğer yaĢ gruplarına göre daha yüksektir. Bununla birlikte, HBsAg 

oranı ile yaĢ arasında anlamlı bir iliĢki bulunmamıĢtır. HBV ve HCV serolojik belirteçlerin 

yaĢ grupları arasında dağılımı çizelge 5.1.4'te gösterilmiĢtir. 

 Çizelge   5.1.4.  HBV ve HCV serolojik belirteçlerin yaĢ tabanlı dağılımı 

 

 

 

 

 

 

 

25-34 Yıl 35-44 Yıl 45-54 Yıl   ≥ 55 Yıl Toplam

Anti-HBc 23.6% 31.1% 38.9% 40.6% 30.3%

Anti-HBs 20.2% 29.1% 31.9% 43.8% 27.6%

HBsAg 7.2% 5.4% 2.8% 9.4% 6.3%

Anti-HCV 1.0% 2.0% 1.4% 3.1% 1.6%
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Genel  olarak, çalıĢma popülasyonunun 296 [% 60.16] örneği, çalıĢılan tüm hepatit B 

belirteçleri için negatif oldup duyarlı popülasyon olarak değerlendirilmiĢtir ( çizelge 5.1.5 ). 

Kandahar'daki duyarlı nüfus oranı genel nüfus oranından belirgin Ģekilde yüksekti (P= 

0.008). Duyarlılık oranı yaĢla negatif korelasyon göstermektedir (yaĢla birlikte 

azalmaktadır) (P = 0.01). Öte yandan, anti-HBs pozitiflik oranı yaĢla birlikte önemli bir 

artıĢ göstermektedir (P = 0.001). 

Çizelge   5.1.5 ÇalıĢma popülasyonun HBV serolojik yorumlama grupları 

Grup Durum Sayı Oran % 

Anti-HBC 

Anti-HBs 

HBsAg 

Negatif 

Negatif 

Negatif 

296 % 60.16 

Anti-HBC 

Anti-HBs 

HBsAg 

Pozitif 

Pozitif 

Negatif 

96 % 19.51 

Anti-HBC 

Anti-HBs 

HBsAg 

Negatif 

Pozitif 

Negatif 

41 % 8.33 

Anti-HBC 

Anti-HBs 

HBsAg 

Pozitif 

Negatif 

Negatif 

28 % 5.69 

Anti-HBC 

Anti-HBs 

HBsAg 

Pozitif 

Negatif 

Pozitif 

23 % 4.67 

Anti-HBC 

Anti-HBs 

HBsAg 

Negatif 

Negatif 

Pozitif 

7 % 1.42 

Anti-HBC 

Anti-HBs 

HBsAg 

Negatif 

Pozitif 

Pozitif 

1 % 0.20 
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5.2. HBV, HCV VE HDV MOLEKÜLER EPĠDEMĠYOLOJĠSĠ SONUÇLARI 

Daha önce Afganistan Ulusal Halk Sağlığı Enstitüsü tarafından HBsAg pozitif olarak 

bildirilen 234 hasta (yaĢ ortalaması 40.4±14.5 olan 143 [61.1%] erkek ve 91 [38.8%] kadın) 

ve serolojik çalıĢmamızdakı 31 HBsAg pozitif katılımcı (yaĢ ortalaması 40.2±14.1 olan 17 

[% 54.8] erkek ve 14 [%45.1] kadın) arasında 225 kiĢide HBV DNA saptanmıĢtır. 

HBV DNA'nın viral yükü, Real-Time PCR testi ile 6.1 x 10
1
 ile 1.2 x 10

9
 IU / mL 

aralığında ölçülmüĢtür. Bunların arasında yüksek viral yük (≥ 10,000 IU/mL) ve orta viral 

yük (2,000 -10,000 IU/mL) oranları sırasıyla % 21.3 ve %17.7 iken  düĢük viral yük (≤ 

2,000 IU/mL) oranı % 60.8 olarak tespit edilmiĢtir ( Çizelge 5.2.1).  

Çizelge   5.2.1. ÇalıĢma popülasyonu arasında HBV, HCV ve HDV viral yük dağılımı 

             Bölgeler 

 

Viral Yük 

Erkek: Kadın Genel 

Herat Kabil Kandahar Mazar Nangarhar Toplam Toplam  YO ±SS  

HBV 

≤ 2,000 IU/mL 15:20 14:7 9:6 18:6 25:17 81:56 137 38.8±13.2 

2,000 -10,000 IU/mL 1:2 5:1 2:0 12:11 4:2 24:16 40 41.7±12.5 

≥ 10,000 IU/mL 2:3 4:3 3:2 12:10 6:3 27 :21 48 37.5±12.7 

Toplam 18:25 23:11 14:8 42:27 35:22 132:93 225 39.1±13 

HCV 

< 800,000 IU/mL 2:5 3:3 2:1 4:3 3:3 15:14 29 45.5±14.2 

> 800,000 IU/mL 0:0 0:0 0:0 0:0 0:0 0:0 0 00.0±0.0 

Toplam 2:5 3:3 2:1 4:3 3:3 15:14 29 45.5±14.2 

HDV 

<10000 Kopya/ml 0:1 0:1 1:1 1:0 0:0 2:3 5 47.4±6.5 

≥100000 Kopya/ml 0:0 0:0 0:0 0:0 0:0 0:0 0 00.0±0.0 

Toplam 0:1 0:1 1:1 1:0 0:0 2:3 5 47.4±6.5 
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Real time PCR ile HBV DNA'sı pozitif tespit edilen örnekler, HBV genotiplendirmesi için 

geleneksel PCR ile Pre S bölgesini amplifiye edilmesi planlanmıĢtır ancak çoğu örneklerde 

HBV DNA konsantrasyonu düĢük olduğu için çoğunda amplifikasyon baĢarısız olmuĢ olup  

sonuç olarak 61 HBV pozitif numunesinde pre-S bölgesinin  amplifikasyonu ve 

sekanslaması sonrasında HBV DNA genotiplendirmesi yapılmıĢtır. 

Afgan hastalarının sekansları daha önce GenBank'da yayınlanan HBV referans suĢları ile 

karĢılaĢtırarak ve sonrasında da https://hbvdb.ibcp.fr/HBVdb/HBVdb adresinden (92) 

Hepatit B Virüs Veritabanı genotiplendirme aracını kullanarak, genotip D olarak 

sınıflandırılmıĢtır. Filogenetik analizinde, tüm Afgan izolatları % 99 bootstrap değeri ile 

genotip D dalına (60 numune alt-genotip D1 ve bir numunenin alt genotip D4'te) dağıldığını 

doğrulamıĢtır. (HBV'nin Pre-S bölgesinden distance matrix / UPGMA yöntemi ile (Kimura-

2 correction ve 1000 bootstrap değeri) elde edilen filogenetik ağaç Ģekil 5.2.1'de 

gösterilmiĢtir). 

https://hbvdb.ibcp.fr/HBVdb/HBVdb
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ġekil  5.2.1. HBV'nin Pre-S bölgesinden distance matrix / UPGMA yöntemi ile (Kimura-2 

correction ve 1000 bootstrap değeri) elde edilen filogenetik ağaç 

Buna ek olarak 20 hastada HBV küçük yüzey antijen bölgesi ve polimeraz geninin ters 

transkriptaz (rt) bölgesi da amplifiye edilmiĢtir ve daha sonra sekanslanmıĢtır. HBsAg 

bölgesindeki alt tip ile iliĢkin amino asit kalıntıları , tüm Afgan hastalarında 122 Arg, 127 

Pro, 140 Thr, 159 Gly ve 160 Lys olup, sonuç olarak bulduğumuz baskın alt tip ayw2 

olduğu tespit edilmiĢtir.  (Ġlgili protein dizisi ġekil 5.2.2'de gösterilmiĢtir). Ayrıca, küçük 

yüzey proteininin "a" belirleyicisinde Y100 %15 (3/20), Q101 %5 (1/20), G102 %15 (3/20), 

T115 %45 (9/20), P120 %5 (1/20), T131 %5 (1/20) mutasyonları tespit edilmiĢtir (Ġlgili 

protein dizisi ġekil 5.2.2 gösterilmiĢtir). 
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ġekil  5.2.2. Afgan izolatlarının HBsAg bölgesinin 115-160 amino asit dizisi 

Antiviral tedaviye dirençli mutasyonları tanımlamak için, HBV polimerazın ters 

transkriptaz (rt) bölgesindaki 169 Ile, 173 Val, 180 leu, 181 Ala, 184 Thr, 202 Ser, 204 Met, 

207 Val, 208 val, 213 Ser, 215 Gln, 217 Leu, 219 Ser, 221 Phe, 233 Ile, 236 Asn, 248 Asn 

ve 250 Met  pozisyonlar analiz edildi ve S213T% 10 (2/20) ve Q215P% 5 (1/20) 

mutasyonları tespit edildi (ġekil 5.2.3). Afgan izolatları arasında HBV S ve HBV pol 

genlerinde klinik olarak önemli mutasyonların sıklığı çizelge 5.2.3'te gösterilmiĢtir. 

 
ġekil  5.2.3. Afgan izolatlarının HBV polimeraz bölgesinin 160-257 revers transkriptaz (rt) 

domeninin amino asit dizisi 
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HBV DNA‟sı pozitif olan 225 hasta  arasında 5 kıĢıda HDV ile ko-enfeksiyon tespit 

edilmiĢtir ( yaĢ ortalaması 49.2 ± 5 ve viral yük aralığı 5.3 × 10
3
 ile 2.2 × 10

4
 IU / mL ) ( 

çizelge 5.2.1). Bunların arasında yanlızce bir örneği amplifiye edip dizilenmiĢtir. 

Filogenetik analizinde da HDV genotip I olarak tanımlanmıĢtır(ġekil 5.2.4). 

 

ġekil  5.2.4. HDV'nin HDAg bölgesinden distance matrix / UPGMA yöntemi (Kimura-2 

correction ve 1000 bootstrap değeri) ile elde edilen filogenetik ağaç. 
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Diğer yandan, 44 Anti-HCV pozitif (yaĢ ortalaması 45.5 ± 14.2 olan 22 (% 50) erkek ve 22 

(% 50) kadın) katılımcılar arasında real time PCR ile yapılan viral yük tayininde 29 bireyde 

viral yükü  9.5 × 10
0
 ile 6.7 × 10

4
 IU / mL aralığında olan HCV-RNA saptanmıĢtır. HCV 

RNA yükünü değerlendirilen katılımcıların hepsi < 800,000 IU/mL olmasından düĢük viral 

yük olarak değerlendirilmiĢtir  ( çalıĢma popülasyonu arasında coğrafı ve cinsiyete dayalı 

HCV viral yük dağılımı çizelge 5.2.1'de gösterilmiĢtir).  

Viral yükü pozitif olan örneklerde HCV genomun NS5B bölgesi (kodon 242-340)  

amplifiye edilmiĢtir ve daha sonra dizilenmiĢtir. Filogenetik analizi sonucunda , HCV-1b 22 

(75.86%), HCV-3a 6 (20.69%) ve HCV-3b 1 (3.44%) hastada saptanmıĢtır. 

 HCV'nin NS5B bölgesinden distance matrix / UPGMA yöntemi (Kimura-2 correction ve 

1000 bootstrap değeri) ile elde edilen filogenetik ağaç ġekil 5.2.5'te gösterilmiĢtir. Ayrıca 

çalıĢma popülasyonu arasında HCV genotiplerinin ve alt genotiplerinin sıklığı çizelge 

5.2.2'de gösterilmiĢtir. 

Ek olarak, geno2Pheno veri tabanını (93) kullanarak ekstra genotipleme analizi yapılmıĢtır 

ve filogenetik analizi ile elde edilen sonuçları doğrulanmıĢtır. Ayrıca geno2Pheno veri 

tabanını kullanılarak NS5B bölgesinde (kodon 242-340) yapılan mutasyon analizi 

sonucunda 22 HCV 1b katılımcılarında 16 bireyde C316N mutasyonunu tespit edilmiĢtir. 

Afgan izolatları arasında HCV NS5B bölgesinde klinik olarak önemli mutasyonların sıklığı 

çizelge 5.2.3'te gösterilmiĢtir. 
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ġekil  5.2.5. HCV'nin NS5B bölgesinden distance matrix / UPGMA yöntemi (Kimura-2 

correction ve 1000 bootstrap değeri) ile elde edilen filogenetik ağaç 
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Çizelge   5.2.2. popülasyon çalıĢması arasında HBV, HCV ve HDV genotiplerinin ve alt 

tip/genotiplerinin sıklığı 

 
Serolojik 

olarak pozitif 

Real time PCR 

pozitif 
DizilenmiĢ  Genotip Alt tip/genotip 

HBV 234 225 61 D     61    [%100] 

D1              60  [%98,37] 

D4              1      [%1.63] 

HCV 44 29 29 

1     22  [%75,86] 1b               22  [%75.86] 

3     7    [%24.13] 

3a               6    [%20,69] 

3b               1     [%3,44] 

HDV 5 5 1 I       1      [%100] [-] 

 

Çizelge   5.2.3. Afgan izolatları arasında HBV S geni, HBV pol geni ve HCV NS5B 

bölgesinde klinik olarak önemli mutasyonların sıklığı 

Ġlgili gen Mutasyon Sıklık % 

HBV S geni ((aa100-167) (MHR alanı)) 

Y100 3/20 % 15 

Q101 1/20 % 5 

G102 3/20 % 15 

T115 9/20 % 45 

P120 1/20 % 5 

T131 1/20 % 5 

HBV pol geni (aa160–257) 

S213T 2/20 % 10 

Q215P 1/20 % 5 

HCV NS5B (aa 242-340) C316N 16/29  % 55,1 

 



45 

 

6. TARTIġMA VE SONUÇ 

6.1. TARTIġMA 

HBV ve HCV, Afganistan'da endemiktir. Bu ülkede HDV prevalansı hakkında 

güncellenmiĢ bir veri yoktur (94). Bu hastalıklarla ilgili birçok çalıĢma, uyuĢturucu 

kullanıcıları, mahpuslar, seks iĢçileri gibi yüksek risk grupları arasında yapılmıĢtır ancak 

genel popülasyonu çok daha az dikkate alınmıĢtır (95). Bunun yanısıra, bu tür spesifik 

gruplarda veya genel popülasyonda viral hepatitlerin moleküler profil verileri çok 

yetersizdir. 

HBV, HCV ve HDVnın serolojik ve moleküler epidemiyolojilerini daha iyi 

değerlendirebilmesi için eriĢkinlerde Anti-HBc, Anti-HBs, HBsAg, Anti-HCV ve Anti-

HDV araĢtırılması yanısıra Afgan popülasyonunda dolaĢan viral genotipler, alt genotipler 

ve alt tipler da incelenmiĢtir. Ayrıca HBsAg antijenisitesi, HBV ve HCV antiviral direnci 

ile iliĢkili olan HBsAg, HBV polimeraz ve HCV NS5B gen mutant varyantlarının 

prevalansı da dikkata alınmıĢtır. 

6.1.1. HBV, HCV VE HDV SEROLOJĠK BELĠRTEÇLERĠNĠN 

EPĠDEMĠYOLOJĠK DEĞERLENDĠRĠLMESĠ  

HBV veya HCV için potansiyel olarak enfeksiyöz bireyler, kan örneklerinde sırasıyla 

HBsAg ve Anti-HCV arti saptanabilir HCV RNA'nın varlığı ile tanımlamaktadır[95-97]. 

HDV enfeksiyonu sadece HBsAg-pozitif bireylerde görülmektedir (86). Afgan 

popülasyonunda HBsAg veya anti-HCV pozitifliğini araĢtıran birkaç sınırlı çalıĢma 

bulunmaktadır, ancak Anti-Delta prevalansı konusunda güncel bir çalıĢma yoktur. 

Mart-Aralık 2006 tarihleri arasında Kabil'deki Merkez Kan Bankası'nda yapılan 

araĢtırmalar, kan donörlerinde HBsAg ve anti-HCV prevalansı sırasıyla %3.9 ve %1.9 

olduğunu gösterilmiĢtir (98). Ayrıca, 2003 ve 2011 yılları arasında yapılan çalıĢmalar, HBV 

ve HCV enfeksiyon oranları sırasıyla % 1,9 ve % 1,1 tespit edilmiĢtir (99-101). Son 

yıllardakı çalıĢmalarda, ülkenin farklı bölgelerinde HBV ve HCV prevalansı sırasıyla %2 -

%5,6 ve %0,2 - %1,1 olarak belirlenmiĢtir (23-26). Hepatit B enfeksiyonun prevalansı 

2003-2011 yılları ile karĢılaĢtırıldığında, göreceli bir artıĢ gösterse de, çalıĢmamızın 
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bulguları yakın tarihli çalıĢmalarla uyumludur. Aksine, hepatit C virüsünün prevalansı 

değiĢmemiĢtir ve % 1.1 - % 1.9 aralığında kalmıĢtır. 

HBV ile doğal enfeksiyona maruz kalan bireylerde bulunan ve Anti-HBs'lerin 

kaybolmasından sonra uzun süre devam edebilen anti-HBc, sıklıkla geçmiĢ HBV 

enfeksiyonunun kanıtı olarak yorumlanmaktadır (102). Anti-HBc pozitif bireylerin 

çoğunluğu sağlıklı görünse de, bazılarında saptanabilir HBV DNA'nın varlığı nedeniyle 

potansiyel olarak enfeksiyözdür (103). Afganistan'da Anti-HBc'nin yaygınlığına iliĢkin bilgi 

eksikliği vardır. Tek kaynak olan Ġran'ın güneybatısındaki Bushehr mülteci kamplarından 

birinde (Dalaki kampı) yaĢayan mülteciler üzerine yapılan bir çalıĢma, Anti-HBc için 

%85,1'lik bir yaygınlık göstermektedir (101). Mevcut çalıĢmada, illerdeki yaygınlık farklı 

bölgelerde düĢük ile yüksek (%12 - %48,4) arasında değiĢmektedir, ancak ulusal yaygınlık 

nispeten yüksektir. Bu nedenle, kan donörlerinde Anti-HBc taranması tartıĢılabilir 

durumdadır. 

Yeterli Anti-HBs varlığı genellikle doğal enfeksiyon veya baĢarılı aĢılama ile elde 

edilmektedir ve HBV enfeksiyonuna karĢı bağıĢıklık olarak yorumlanmaktadır (104). 

Afganistan'da yetiĢkinler için kapsamlı bir aĢılama programı olmadığı için, çalıĢmadaki 

popülasyonun % 27,6'sı doğal enfeksiyon sonucu bağıĢıklık kazandığı (Anti-HBs titreleri ≥ 

10.0 mIU / mL) düĢündürülmektedir. Hepatit B aĢısı 2006'dan bu yana BağıĢıklama 

GeniĢletilmiĢ Programına entegre edilmiĢtir. WHO-UNICEF 2016'da  tahminine göre 

bebeklerin yüzde 65'i doğum dozunu takiben 3. doz hepatit B aĢısı almıĢtır (105). AĢı 

kapsamını artırarak, toplumun duyarlı nüfusunun azalacağı umulmaktadır. 

Kan dolaĢımındaki viral yük viral aktivitenin önemli bir göstergesidir (106). viral yükü 

≤2,000 IU/mL ve HBsAg seviyesi <1000 IU / mL olan hastaları inaktif enfeksiyon veya 

taĢıyıcılar olarak tanımlanmaktadır (107). Ġnaktif taĢıyıcılar, önemli bir bulaĢma kaynağı 

olabilen en geniĢ hasta grubunu oluĢtururlar (108). Dikey geçiĢ, Afganistan gibi endemik 

bölgelerde hepatitin asıl bulaĢma yoludur. Enfeksiyonunu annelerinden alan bebeklerin 

yüzde 90'ından fazlasında en son kronik enfeksiyon geliĢecektir (109). Yüksek maternal 

viral yük, aynı zamanda, doğumdaki aĢılamanın baĢarısızlığında da en önemli faktördür 

(110). Hepatit viral yükü tayini pahalı ve Afganistan'ın tüm bölgelerindeki herkes için 

henüz mevcut değildir. 
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6.1.2. HBV, HCV VE HDV MOLEKÜLER EPĠDEMĠYOLOJĠK SONUÇLARIN 

DEĞERLENDĠRĠLMESĠ 

AraĢtırmanın bulguları, genotip D'nin HBsAg pozitif olan Afgan hastalarında bulunan tek 

genotip olduğunu ve dominant alt genotip olarak D1'in bulunduğunu göstermektedir. Aynı 

zamanda, bu çalıĢmada S genini inceleyen tüm katılımcıların serotip olarak ayw2 alt tipine 

sahip olduğu tespit edilmiĢtir. Ġran'da on iki HBsAg pozitif Afgan hastası üzerinde yapılan 

bir çalıĢmada, elde ettiğimiz sonuçlar ile aynı profili göstermiĢtir (87). Kohat Bilim ve 

Teknoloji Üniversitesi-Pakistan Afganistan nüfusu arasında 214 HBsAg pozitif 

örneklemiyle yaptığı bir baĢka çalıĢmada HBV genotiplerinin heterojen bir dağılıma sahip 

olduğunu beyan etmektedir(88). 

ÇalıĢmamızın bulguları Afganistan'da HCV'nın 1b alt tipi dominant olduğu ifade 

etmektedir. Literatür araĢtırmasında Afganistan'da HCV genotipinin dağılımını göstern 

sadece bir çalıĢma mevcuttur ve diğer tüm derleme çalıĢmaları bu verilere iĢaret edilmiĢtir. 

Bu çalıĢmaya dayanarak, intravenöz uyuĢturucu kullanıcıları arasında, HCV-3a (% 62), 

baskın alt tiptir. Ardından HCV alt tip 1a %35.2'de izlenmiĢtir, bunu takiben genotip 1b (% 

2.8) izlenmiĢtir (89). Dünya çapında çeĢitli çalıĢmalar, intravenöz uyuĢturucu kullanıcılar 

arasında hepatit C genotiplerinin dağılımının genel popülasyondan farklı olduğunu 

kanıtlamıĢtır (111). Bu nedenle, bu çalıĢmada ilk kez Afganistan'ın genel popülasyonu 

arasında dolaĢan HCV genotiplerinin moleküler profili sunulmaktadır. 

HBV, alt genotip D1, D2 ve D3 dünya çapında yaygındır. Alt-genotip D3, Asya (Doğu 

Hindistan), Güney Afrika ve Avrupa'da yaygın olarak bulunurken, alt genotip D4 

Avustralya'da bulunur ve D5 alt-genotipi doğu Hindistan ve Japonya'da sıktır (112-113). 

Afganistan'ın batı komĢusu olan Ġran'da, birçok çalıĢma, genotip D'nin çoğu ilde baskın 

olduğunu, ancak ülkenin bazı bölgelerinde genotip B'nin de rapor edildiğini göstermiĢtir 

(114). Ayrıca HCV'nin en sık görülen alt tipleri sırasıyla 1a, 3a ve 1b'dir (115-117). Benzer 

Ģekilde, HBV genotip D, Pakistan'ın tüm bölgelerinde en sık rastlanan genotip olup, bunu 

sırasıyla A + D kombinasyonu ve A genotipi izlemektedir (118). Pakistan'ın tüm 

bölgelerinde HCV genotip 3 baskındır. Genotip 1 ve 2 sırasıyla ikinci ve üçüncü sıklıkta 

görülmektedir (119). Kanıtlar, Orta Asya ülkelerinde de genotip D'nin (% 88'e kadar) 

dominant HBV enfeksiyonu olduğunu göstermektedir (120). HCV genotipi 1 (% 70.4), 
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özellikle 1b, bu bölgedeki en sık HCV enfeksiyonu olup, bunu sırasıyla genotip 3 (% 19.6) 

ve genotip 2 (% 8.6) izlemektedir (121-122). ÇalıĢmamızın bulgularına dayanarak 

Afganistan'daki HBV enfeksiyonun moleküler özellikleri, komĢuları olan batıda Ġran, 

güneydoğuda pakistan, kuzeyde Orta Asya ülkelerine benzer olduğu, ancak HCV'nin baskın 

genotipi batı ve güneydoğu bölgedekinden farklı olup orta doğudakına benzer olduğunu 

göstermektedir.  

HDV üzerine yapılan son çalıĢma 1984'e kadar uzanmaktadır. 1984'e kadar HDV prevalansı 

kronik karaciğer hastalığı olanlarda % 18, asemptomatik hepatit B taĢıyıcılarında % 2 ve 

akut hepatit B hastalarda % 5 olarak bildirilmiĢtir (86). ÇalıĢmamızda saptanabilir DNA‟ya 

sahip HBsAg pozitif katılımcılarında Anti-HDV prevelansı % 2.2 olarak belirlenmiĢtir ve 

bu da yıllar içinde anlamlı bir değiĢiklik olmadığını göstermektedir. Genotipleme için bir 

örneğin analizi, popülasyonun tüm popülasyona genelleĢtirilmesi için gerçekten yetersiz 

olmakla birlikte, HDV-I, dünyada en yaygın genotip olması sebebiyla, Afganistan'da da 

yaygın bir genotip olması beklenmektedir (123). 

Genotip, viral yük ve spesifik viral mutasyonlar dahil olmak üzere birçok viral faktör 

hastalığın seyri ve tedaviye yanıtla iliĢkili bulunmuĢtur (29). HBV polimeraz geninin ters 

transkriptaz alanı (aa160-257) ve HBsAg'nin (aa 99-166) majör hidrofilik alanındaki “a” 

determinantı (aa 124-147) sırasıyla HBV'ye karĢı yeni antiviral ajanları ve aĢılama veya 

serolojik immunoassay antikorların ana hedefleridir (124).  

HBV polimeraz genindeki N248 ve Q215 loküslerindeki mutasyonlar sıklıkla bulunur, fakat 

ilaç direnci ile olan iliĢkisi tartıĢmalıdır (125-126). Bununla birlikte, literatürde, rtQ215S 

mutasyonu olan hastaların karaciğer hastalığının progresyon riskinin daha yüksek olduğunu 

(125), S213T'nin hepatoselüler karsinomla iliĢkili bir aday mutasyon olduğunu (127) ve 

tedavi sırasında N248H'nin antiviral ilaçlara HBV duyarlılığını azaltabileceğini öne 

sürmektedir (126). HBV genotip D, çalıĢılan diğer HBV genotiplerine kıyasla ciddi 

hastalıklara ve ilaç direncinin daha yüksek olmasına neden olabilir. Aksine, genotip A ve B 

hastaları interferon bazlı tedaviye C ve D genotiplerine göre daha iyi yanıt verirler (59). 

Benzer Ģekilde, HCV alt tip 1b'nin, diğer HCV genotiplere kıyasla daha Ģiddetli karaciğer 

hastalığı ile iliĢkili olduğu bildirilmiĢtir (128). Farklı çalıĢmalar, NS5B bölgesindeki C316N 

/ H mutasyonunun muhtemelen genotip 1b HCV kronik enfekte hastalarda sofosbuvire karĢı 
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azaltılmıĢ yanıt oranları ile iliĢkili olduğunu düĢündürmektedir (129). Bununla birlikte, 

antiviral tedaviye direnç özellikle kronik HCV-1b enfeksiyonunda önemli ve tartıĢmalı bir 

konu olmaya devam etmektedir. 

G145R sübstitüsyonu en yaygın immün kaçıĢ mutasyonu olmasına rağmen, P120S de 

bilinen bir immün kaçıĢ mutasyonudur (130-131). T131I varyantı, okult enfeksiyonu olan 

hastalarda ve belki de baĢarısız HBsAg tespitiyle iliĢkili bulunmuĢtur (132). Bununla 

birlikte, HBsAg'nin antijenisitesini etkileyebilecek veya HBV antiviral dirençine yol 

açabilen majör mutasyonların Afgan izolatlarında sık olmadığı, fakat aynı durumun HCV 

için geçerli olmadığı görülmüĢtür. HCV antiviral ilaçların ana hedefi olan NS3, NS5A ve 

NS5B bölgelerinin Afganistan için daha detaylı ve ayrıntılı olarak çalıĢılması 

önerilmektedir. 

6.2. SONUÇ 

Mevcut veriler Afganistan'ın HBV ve HCV enfeksiyonu için bir orta endemik bölge 

olduğunu göstermektedir (HBV belirteçleri % 20-60, HbsAg % 2-7 ve anti-HCV % 1-2) 

(133). Nüfusun çoğunluğu, özellikle genç nesil, HBV'ye duyarlıdır ve popülasyonda maruz 

kalma riski yüksektir. Afgan popülasyonundaki HBV, HCV ve HDV genotipik 

varyasyonları heterojen olmayabilir. HBV alt genotip D1 ve Alt tip ayw2 ilgili 

enfeksiyonların neredeyse % 100'dür. Ayrıca, klinik olarak önemli olan HBsAg ve HBV 

polimeraz genindeki mutant varyasyonlar Afgan popülasyonunda yaygın değildir. Benzer 

Ģekilde, Afgan hastalarında HCV-1b (% 75.86) ve HCV-3a (% 20.69) en yaygın alt 

genotiptir. HDV'nin serolojik ve moleküler incelemesini içeren daha kapsamlı çalıĢmalar 

yapılmalıdır. 
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8. EKLER 

ÇalıĢma ile ilgili kullanılan PCR  koĢulları ve protokolleri ekte verilmiĢtir. Ayrıca çalıĢma 

ile ilgili yayın bilgileri de bu bölümde yer almıĢtır. 
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EK-1 : VĠRAL NA ĠZOLASYONU 

1- 750 µl Lizis tamponu + 3.75 µl  polyA + 20 µl Proteinaz K (+ 2.5 µl iç kontrol ) + 250 

µl serum 

2- Ġyice Vorteks yapıldıktan sonra 15 dakıka 57 C
0
 da bekletilir. 

3- Üzerine 750 µl etanol ekle ve 3dk oda sıcaklığında bekletilir 

4- Silikalı tüplere aktar ve 1dk 5000 rpmda santrifiuje et ( 2 kare ) - alttaki tüpü 

değiĢtirilir(çözeltiyi atılır) 

5- 700 µl Wash1 buffer ekletilir ( kullanmadan önce 1/1 etanol eklenmesi gerekiyor) 

6- 1dk 5000 rpmda santrifiuj edilir - alttaki tüp değiĢtirilir (çözeltiyi atılır) 

7- 700 µl Wash 2 buffer eklenir ( kullanmadan önce 1/4 etanol eklenmesi gerekiyor) 

8- 1dk 13000 rpmda santrifiuj edilir - alttaki tüp değiĢtirilir (çözeltiyi atılır) 

9- 700 µl etanol eklenir  

10- 1dk 13000 rpmda santrifiuj edilir - alttaki tüp değiĢtirilir (çözeltiyi atılır) 

11- 60 C0 da 10dk beklenir 

12- 1dk 14000 rpmda santrifüj edilir 

13- 50 µl Elution buffer eklenir ve 3dk bekletilir (filtrenin altına genomu almak istediğin 

eppendorf tüpü yerleĢtirilir.) 

14- 1dk 5000 + 1 dk 13000 santrifiuj edilir 

15- Filtre atılır. 
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EK-2: ÇALIġMADA KULLANILAN PRĠMER- PROBE SETLERĠ 

Çizelge 8.2. 0.1. HBV, HCV ve HDV Viral yük tayininde kullanılan primer prob listesi 

Dizi adı Dizi Modifikasyon (lar) 

HBV forward GATGTGTCTGCGGCGTTTTATC 
 HBV reverse GAGGACAAACGGGCAACATAC 
 HBV reverse-2 GAGGACACACGGGCAACATAC 
 HBV probe 5’-FAM- CCTCTGCATCCTGCTGCTATGCCTCATCTTC –IOB-3’ 5’-/56-FAM/ - /3IABkFQ/-3’ 

HBV probe-2 5’-FAM- CCTCTTCATCCTGCTGCTATGCCTCATCTTC –IOB-3’ 5’-/56-FAM/ - /3IABkFQ/-3’ 

HBV IC probe 5’-HEX- CTTCTACTCCGTATCGTCGTCCTACTTCTCC –IOB-3’ 5’-/5HEX/ - /3IABkFQ/-3’ 

   HCV forward: TGCACGGTCTACGAGACCTC 
 HCV reverse TTGGGTCGCGAAAGGCCTTG 
 HCV reverse-2 TTGGGTTGCGAAAGGCCTTG 
 HCV probe 5’-FAM- CACTCGCAAGCACCCTATCAGGCAGTACC –IOB-3’ 5’-/56-FAM/ - /3IABkFQ/-3’ 

HCV IC probe 5’-HEX- CTCAGCAGAGTCACTCACGCACAGTCCAC –IOB-3’ 5’-/5HEX/ - /3IABkFQ/-3’ 

   HDV forward TCGGGTCGGCATGGCATCT 
 HDV reverse CWCTCCCTTAGCCATCCGAG (W=T veya A) 

HDV Taqman 
probe 5’-FAM-TCCTCCTWCGGATGCCCAGGTCGGA-TAMRA-3’ (W=T veyaA) 

 

Çizelge  8. 0.2.2. HBV, HCV ve HDV Genotip tespitinde kullanılan primer listesi 

Dizi adı Dizi Modifikasyon (lar) 

HBV PRE-S1 GGG TCA CCA TAT TCT TGG GAA CAA GA 
 HBV PRE-S2 GCA GGG GTC CTA GGA ATC CTG ATG 
 

   HBV P1  CCG GAA AGC TTG AGC TCT TCT TTT TCA CCT CTG CCT AAT CA 
 HBV  CCG GAA AGC TTG AGC TCT TCA AAA AGT TGC ATG GTG CTG G 
 

   Forward 3 GCT ATG CCT CAT CTT CTT GTT GGT 
 Forward 5 GGC AGG TCC CCT AGA AGA AGA ACT 
 

   HCV forward: TAT GAY ACC CGY TGC TTT GAC (Y= C veya T) 

HCV reverse GAG GAG CAA GAT GTT ATC AGC TC 
 HCV reverse-2 GAA TAC CTG GTC ATA GCC TCC G 
 

   HDV-B1 ACC TCC AGA GGA CCC CTT CAG CGA A 
 HDV-B2  GAG GGA GCT CCC CCG GCG AAG AG 
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EK- 3: HBV REAL TĠME PCR PROTOKOLU 

HBV viral yükün belirlenmesi için „RTA HBV real time PCR kiti‟ kullanıĢı  

1.Adım:  Reaksiyon karıĢımın hazırlanması ( Toplam hacim 10 µl olacak Ģekilde ) 

RTA HBV Mix A          6 µl 

RTA HBV Mix B          4 µl  

2.Adım: Reaksiyon karıĢımına kalıp DNA eklenmesi ( Toplam hacim 20 µl olacak Ģekilde ) 

RTA HBV reaksiyon karıĢımı  10 µl 

HBV viral DNA                      10 µl 

3.Adım: Termal Döngü Programı 

Program Adı Döngü BIO-RAD CFX96-IVD Programı 

Sıcak BaĢlangıç 1 95 ºC  10 dakika 

Amplifikasyon* 45 

95 ºC  30 saniye 

57 ºC  60 saniye 

72 ºC  30 saniye 

* Floresan 72 ºC'de ölçülür; FAM ve HEX / VIC / JOE kanalları seçilmelidir 

WHO standartları ile standardize edilmiĢ hedef bölgeyi içeren ve yükü  10
7
 IU/ml, 10

6
 

IU/ml, 10
5
 IU/ml ve 10

4
 IU/ml olan plasmidlar, standard olarak kullanılmıĢtır.  
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EK-4: HCV REAL TĠME PCR PROTOKOLU 

HCV viral yükün belirlenmesinde „RTA HCV real time PCR kiti‟ kullanıĢı  

1.Adım:  Reaksiyon karıĢımın hazırlanması ( Toplam hacim 10 µl olacak Ģekilde ) 

RTA HCV Reaction Mix          9.4 µl 

RTA HCV Enzyme Mix           0.6 µl  

2.Adım: Reaksiyon karıĢımına kalıp DNA eklenmesi ( Toplam hacim 20 µl olacak Ģekilde ) 

RTA HCV reaksiyon karıĢımı  10 µl 

HCV viral RNA                      10 µl 

3.Adım: Termal Döngü Programı 

Program Adı Döngü BIO-RAD CFX96-IVD Programı 

cDNA Sentezi 1 45 ºC  30 dakika 

Sıcak BaĢlangıç 1 95 ºC  10 dakika 

Amplifikasyon* 45 

95 ºC  30 saniye 

58 ºC  60 saniye 

72 ºC  30 saniye 

* Floresan 72 ºC'de ölçülür; FAM ve HEX / VIC / JOE kanalları seçilmelidir 

WHO standartları ile standardize edilmiĢ hedef bölgeyi içeren ve yükü  10
7
 IU/ml, 10

6
 

IU/ml, 10
5
 IU/ml ve 10

4
 IU/ml olan plasmidlar, standard olarak kullanılmıĢtır.  
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EK-5: HDV REAL TĠME PCR PROTOKOLU 

1. AĢama: cDNA sentezi 

„Transcriptor First Strand cDNA‟ kiti kullanılarak aĢağıdakı adımları takıp ederek 

yapılmıĢtır. 

A) 1X Kalıp RNA-Primer KarıĢımının hazırlanması (TPM): 

1. Ekstrakte edilmiĢ 10 µl HDV RNA (kalıp RNA) 0.2 ml‟lik tüpe pipetlenir.  

2. 2 µl random hexamer solüsyonu eklenir (6 numaralı tüp). 

3. 1 µl H20 eklenir (7 numaralı tüp). 

4. YavaĢça karıĢtırılır ve kısaca döndürülerek çöktürülür.  

5. 10 dakika 65 ◦C inkübe edilir. 

6. Ġnkübasyon sonrası buzda bekletilir. 

B) 1X Transkripsiyon Reaksiyon KarıĢımının hazırlanması (TRM): 

1. Steril bir ependorf tüpe aĢağıdaki karıĢım hazırlanır: 

a. 4 µl Transcriptor RT reaction buffer (2 numaralı tüp) 

b. 0.5 µl Protector RNAse Inhibitor (3 numaralı tüp) 

c. 2 µl dNTP Mix (4 numaralı tüp)  

d. 0.5 µl Transcriptor Reverse Transcriptase (1 numaralı kırmızı kapaklı tüp). 

e. YavaĢça karıĢtır ve kısaca döndürerek çöktür 

2. TRM solüsyonundan 7 µl‟yi, 13 µl TPM içeren 0.2 ml‟lik PCR tüplerine toplam 

hacim 20 µl olacak Ģekilde aktaılır.   

3. Vortekslenir ve kısaca döndürerek çöktürülür. 
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C) cDNA sentezi reaksiyonunun kurulması 

10 dakika     25 ◦C‟de 

30 dakika     55 ◦C‟de 

5 dakika      85 ◦C‟de 

2. AĢama: Real Time PCR Reaksiyonunun Hazırlanması 

Light Cycler 480 Probes Master kiti kullanılarak aĢağıdaki karıĢım hazırlanır 

 Probe                  0.6 µl   

 primer F              0.6 µl   

primer R             0.6 µl   

Probe  master      10 µl 

ddH2O                 3.2 µl 

SentezlenmiĢ cDNA veya standart 5 µl 

 3. AĢama: Termal Döngü Programı 

Program Adı Döngü Light Cycler 480 Programı 

Sıcak BaĢlangıç 1 95 ºC   5 dakika 

Amplifikasyon* 45 

94 ºC  20 saniye 

60 ºC  60 saniye 

40 ºC  30 saniye 

*HDV RNA ve standartların tespiti için FAM filtresi (465-510) ve internal kontrolün tespiti 

için Vic/Hex/Yellow555 (533-580) filtresi kullanılmaktadır. 

Viral yükü bilinen yüksek pozitif örneği 1/10 seyretmesi ile  elde edilen numuneler, 

standard olarak kullanılmıĢtır.     
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EK- 6: HBV  GENOTĠPLEMESĠ ĠÇĠN AMPLĠFĠKASYON KOġULLARI 

1. AĢama: geneleksel PCR karıĢımın hazırlanması 

Reaksiyon maddesi Stok Konsantrasyonu Kullanılan hacım 

Tampon 10x 5 µl 

dNTPmix 2 mM 4 µl 

MgCl2 25 mM 1.5 µl 

Düz Primer 10pmol/μl 1.5 µl 

Ters Primer 10pmol/μl 1.5 µl 

Taq DNA Polimeraz 5 U/ μl 0.35 µl 

Su - 6.15 µl 

Kalıp DNA - 5 µl 

2.AĢama: Termal döngü programı 

Program Adı Döngü BIO-RAD CFX96-IVD Programı 

Sıcak BaĢlangıç 1 95 ºC   5 dakika 

Amplifikasyon* 45 

95 ºC  30 saniye 

53 ºC  45 saniye 

72 ºC  1 dakika 

Son Uzatma 1 72 ºC  7 dakika 

Soğutma 1                4 ºC     ∞ 
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EK- 7: HBV  S VE HBV POL GENLERĠ  ĠÇEREN SEGMANTARIN 

AMPLĠFĠKASYON KOġULLARI 

1.AĢama: Reaksiyon karıĢımın hazırlanması  

Reaksiyon maddesi Stok Konsantrasyon Kullanılan hacım 

Tampon 10x 5 µl 

dNTPmix 2 mM 5 µl 

MgCl2 25 mM 2 µl 

Düz Primer 10pmol/μl 1.5 µl 

Ters Primer 10pmol/μl 1.5 µl 

Taq DNA Polimeraz 5 U/ μl 1 µl 

Jelatin* % 0.01 5  µl 

Su - 24 µl 

Kalıp DNA - 5 µl 

*Jelatin Taq polimerazı stabilize eder. Daha iyi bir verim alabılmesi için % 0.01 Ģekilde 

PCR karıĢımına ilave edilmiĢtir. 
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2.AĢama: Termal döngü programı 

Program Adı Döngü BIO-RAD CFX96-IVD Programı 

Sıcak BaĢlangıç 1 94 ºC   2 dakika 

Amplifikasyon 10 

94 ºC   40 saniye 

 60 ºC    1.5 dakika 

68 ºC  3 dakika 

Amplifikasyon 10 

94 ºC  40 saniye 

 60 ºC   1.5 dakika 

68 ºC  5 dakika 

Amplifikasyon 10 

94 ºC  40 saniye 

 60 ºC  1.5 dakika 

68 ºC  7 dakika 

Amplifikasyon 10 

94 ºC  40 saniye 

60 ºC  1.5 dakika 

68 ºC  9 dakika 

Son Uzatma 1 72 ºC  20 dakika 

Soğutma 1 4 ºC     ∞ 
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EK- 8: HCV VE HDV RNA’DAN CDNA SENTEZĠ PROTOKOLU  

1.AĢama: reaksiyon karıĢımın hazırlanması 

Reaksiyon maddesi Stok Konsantrasyon Kullanılan hacım 

AMV Tampon 5x 4 µl 

dNTPmix 2 mM 4 µl 

Ters Primer 10pmol/μl 2 µl 

AMV RT Enzimi 4 U/ μl 0.3 µl 

Su - 4.7 µl 

Kalıp RNA - 5 µl 

2.AĢama: Termal döngü programı 

Program Adı Döngü BIO-RAD CFX96-IVD Programı 

Denatürasyon 1 95 ºC   3 dakika 

Ters Transkripsiyon 1           42 ºC              1.5 saat 
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EK-9: NS5B AMPLĠFĠKASYON KOġULLARI 

1.AĢama: 1. Ve 2. tur PCR reaksiyon karıĢımın hazırlanması 

Reaksiyon maddesi Stok Konsantrasyon Kullanılan hacım 

Tampon 10x 5 µl 

dNTPmix 2 mM 5 µl 

MgCl2 25 mM 3 µl 

Düz Primer 10pmol/μl 2.5 µl 

Ters Primer 10pmol/μl 2.5 µl 

Taq DNA Polimeraz 5 U/ μl 0.5 µl 

Su - 26 µl 

cDNA/DNA - 5 µl 

2.AĢama: 1. Ve 2.tur PCR termal döngü programı  

Program Adı Döngü BIO-RAD CFX96-IVD Programı 

Sıcak BaĢlangıç 1 95 ºC   5 dakika 

Amplifikasyon 35 

95 ºC  30 saniye 

56 ºC  30 saniye 

72 ºC  1 dakika 

Son Uzatma 1 72 ºC  7 dakika 

Soğutma 1                4 ºC     ∞ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



78 

 

EK-10: HDAG AMPLĠFĠKASYON KOġULLARI 

1.AĢama: Reaksiyon karıĢımın hazırlanması 

Reaksiyon maddesi Stok Konsantrasyon Kullanılan hacım 

Tampon 10x 5 µl 

dNTPmix 2 mM 5 µl 

MgCl2 25 mM 2 µl 

Düz Primer 10pmol/μl 2.5 µl 

Ters Primer 10pmol/μl 2.5 µl 

Taq DNA Polimeraz 5 U/ μl 0.5 µl 

Su - 27.5 µl 

cDNA - 5 µl 

2.AĢama: Termal döngü programı 

Program Adı Döngü BIO-RAD CFX96-IVD Programı 

Sıcak BaĢlangıç 1 94 ºC   5 dakika 

Amplifikasyon 35 

94 ºC  40 saniye 

65 ºC  1.5 dakika 

68 ºC  3 dakika 

Son Uzatma 1 72 ºC  7 dakika 

Soğutma 1                4 ºC     ∞ 
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EK-11: SEKANSLAMA YÖNTEMĠ PROTOKOLU 

1. AġAMA: PCR ÜRÜNLERĠNĠN AGAROZ JELDE GÖRÜNTÜLENMESĠ 

400 ml 1x TAE solüsyonu  + 0,4 ml toz agaroz ile %1‟lik agaroz hazırlanır. 

Mikrodalgada çözelti çözdürülür. EtBr eklenerek UV altında görüntüleme yapılır.  

2. AġAMA: PCR ÜRÜNLERĠNĠN SĠLĠKA ĠLE TEMĠZLENMESĠ 

 pozitif çıkan örneklerin PCR ürünlerine 50 µl silika eklenir 

 4600 rpm de 1 dakika santrifüj yapılır 

 üst kısmı alttaki silikalı peleti bozmadan pipetle çekip atılır 

 altta kalan peletin üzerine %70 lik 50 µl etilalkok eklenir 

 4600 rpm de 1 dakika santrifüj yapılır 

 üst kısmı alttaki silikalı peleti bozmadan pipetle çekip atılır 

 peletin üzerine 50 µl su eklenir 

 vorteks yapılır 

 72 ºC de 15 dakika tüplerin kapağı açık Ģekilde bekletilir 

 4600 rpm de 1 dakika santrifüj yapılır 

3. AġAMA: NANODROPLA DNA MĠKTARININ ÖLÇÜLMESĠ 

En az 10 ng DNA elde edilmesi gerekmektedir. PCR‟a konan total DNA miktarı 20-25 ng 

olacak Ģekilde 2-2,5 µl DNA konur. 
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4. AġAMA: SEKANS PCR 

Reaksiyon maddesi Konsantrasyon Kullanılan hacım 

Sekans Tamponu 5x 1.75 µl 

Primer 3.2 pmol/μl 1 µl 

Big Dye - 0.5 µl 

ddH2O - 5.75 µl 

DNA 10ng/µl 1 µl 

5. AĢama: Termal döngü programı 

Program Adı Döngü BIO-RAD CFX96-IVD Programı 

Sıcak BaĢlangıç 1 94 ºC   1 dakika 

Amplifikasyon 25 

94 ºC  10 saniye 

50 ºC  5 saniye 

60 ºC  4 dakika 

6. AġAMA: SEKANS PCR IN TEMĠZLENMESĠ 

 Tüp baĢına 1 µl NAOAC ve 25 µl  %100 lük alkolden hazırladığımız karıĢımdan 

tüplere 26 µl olarak dağıtılır 

 Kapakları kapatıp elimizle çalkalayıp 10 dakika oda sıcaklığında  bekletilir 

 10 dakika 4500 rpm de santrifüj yapılır 

 Ġçindeki sıvı pipetle boĢaltılır 

 Üzerine 35 µl  %70 lik etanol eklenir ve 4500 rpm de 5 dakika santrifüj yapılır 

 Tüpün içindeki sıvı pipetle boĢaltılır 

 Her bir tüpe 20 µl formamid  eklenir ve vorteks yapılır 

 Kısa bir santrifüj yapıp cihaza yüklenir 
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EK-12: ETĠK MEKTUBU 
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