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OZET
Doktora Tezi
Afganistan Popiilasyonunda HBV, HCV ve HDV Molekiiler Epidemiyolojisi.
Abbas Ali Husseini
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. A. Mithat Bozday1

Afganistan genel popiilasyonunda HBV, HCV ve HDV epidemiyolojik durumu ve
molekiiler profilini belirlemek i¢in bes ana bolgeden rasgele 492 birey ve daha 6nce rapor
edilen 234 HBsAgQ ve 44 anti-HCV pozitif hasta caligmaya dahil edilerek HBsAg, Anti-
HBc, Anti-HBs, Anti-HCV ve Anti-Delta pozitifligini eliza testi ile ve popiilasyonundaki
genotipleri, alt genotipleri ve alt tiirleri HBV Pre S, HCV NS5B ve HDAg bdlgelerinin
dizilenmesi ve filogenetik analizi yontemi ile arastirilmistir. Ayrica, HBV pol, HBsAg ve

NS5B genlerindeki klinik agidan 6nemli olan varyantlar1 da incelenmistir.

Anti-HBc ve HBsAg prevalensi sirasiyla % 30.28 ve % 6.3 olarak belirlenmistir.
Katilimeilarin % 27.64", Anti-HBs > 10.0 mIU / mL titresi gosterirken, % 59,95'I HBV'ye
kars1 duyarliydi. Anti-HCV pozitifligi ise % 1,62 olarak tespit edilmistir. HBSAg pozitif
bireyler arasinda Anti-HDV prevelans1 % 2.5 tespit edilmistir. HBV genotip D ve HDV-
I'in ilgili enfeksiyonlarin yaklagik % 100t iken HCV genotip dagilimi % 75.86 1b, %
20.69 3a ve % 3.44 3b gosterilmistir. HBsSAg MHR'de Y100 (3/20), Q101 (1/20), G102
(3/20), T115 (9/20), P120 (1/20), T131 (1/20) mutant varyantlar gézlenmistir. Benzer
sekilde HBV pol geninde S213T (2/20), Q215P (1/20) ve N248H (20/20) mutasyonlar1
saptanmistir. Ayrica C316N mutasyonu HCV 1b hastalarinin % 72.7’sinde bulunmustur.

Sonug olarak, Afgan hastalarinda ¢ok az genotipik varyasyon oldugu séylenebilir. Niifusun

cogunlugu, 6zellikle geng nesil, hassastir ve niifustaki maruz kalma riski ytiksektir.
2019, 99 sayfa

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



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 BOZDAY!

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 HBsAgQ 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. GIRIS

Viral hepatit, viriis enfeksiyonu nedeniyle ortaya ¢ikan karaciger enflemasyonuna verilen
isimdir. Viral hepatitin en sik goriilen etmenleri hepatit A (HAV), hepatit B (HBV), hepatit
C (HCV), Hepatit Delta (HDV) ve Hepatit E (HEV) viriisleridir. Kronik enfeksiyonlar
HAV ve HEV virlslerinde goriilmezken HBV, HCV ve HDV enfeksiyonlarinda
gozlemlenmektedir.(1) Siroz ve karaciger kanserine kadar gidebilen kronik viral hepatit
enfeksiyonlar1 diinya iizerinde yliz milyonlarca insani etkilemesiyle giiniimiizde global bir

saglik sorunu olmustur.(2)

Diinya Saglik Orgiitii (DSO), diinyada 3 kisiden birinin HBV veya HCV ile enfekte
oldugunu ve bu hastaligin sonucunda 2015 yilinda 1.3 milyon insanin 6ldiiglinii tahmin
etmistir. Dilinya ¢apinda 2 milyar insan HBV ile enfekte oldugu ve bu kisilerin yaklasik 185
milyonu HCV ve 20 milyon kisi de HEV ile enfekte oldugu bildirilmistir. Yiiksek endemik
bolgelerde cocuklarin % 90'dan fazlasi 10 yasina gelene kader HAV ile enfekte oldugu
tahmin edilmistir. Diinyanin yaklasik 2,3 milyar insani, bir veya daha fazla hepatit viriisii ile
enfektedirler. Viral hepatit her yil yaklasik 1,4 milyon 6liimle sonuglanir, bu 6liimlerin
yaklasik % 90''mdan HBV ve HCV sorumludur, geriye kalan % 10'luk kisim ise diger
hepatit viriislerinden kaynaklanmaktadir. Viral hepatit diinya genelinde 6nemli bir halk
saglig1 sorunu olmasina ragmen, simdiye kadar onceliklendirilmemistir. Son zamanlarda,
DSO'niin “2030 Siirdiiriilebilir Kalkinma Hedefleri Giindemi” viral hepatiti énlemek igin

0zel eylemler tanimlamistir [3].

Kronik viral hepatit, cogunlukla en az gelismis iilkeleri etkiler. En endemik bolgeler diisiik
insani gelisme endeksi ile sinirh kaynaklara sahiptir(4). Afganistanda hepatit B ve hepatit C
icin endemik olmasina karsin enfeksiyonunun onlenmesi i¢in 6zel bir ulusal strateji ve /
veya politika / kilavuz veya gbzetim sistemi bulunmamaktadir(5). Epidemiolojik ¢alismalar,

Onleme ve yonetimi i¢in daha iyi stratejiler se¢gmenin temelini olugsmaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. HBV, HCV VE HDV'NIN MOLEKULER BiYOLOJiSi
2.1.1. HBV MORFOLOJiSi VE FiZIKOKIMYASAL OZELLIiKLERI

HBV ile enfekte olan hastalarin serumunda elektron mikroskobu ile ii¢ tip HBV viral
partikiil goriilmektedir. Viral partikiillerin ikisi, 20 ve 22 nm ¢apinda daha kiigiik kiiresel
veya tiibiiler yapilardir ve hepatit B yiizey antijeni ve konakgidan tiiretilmis lipitlerden
olugmaktadir. Bu partikiiller viral niikleik asit icermedigi i¢in bulasict 6zellige sahip
degiller. Enfeksiyoz HBV virion (Dane partikiil), yiizey antijeni (HBsAg) igeren bir dis
lipoprotein kaplamasiyla ¢evrelenmis 27 nm niikleokapsid ¢ekirdekten (HBcAg) olusan 42
nm'lik bir partikiildiir. Virionun niikleokapsidi, genomik DNA'y1, ters transkriptaz (RT)
aktivitesi olan bir DNA polimerazi ve primaz olarak da bilinen bir genom-baglantili
terminal proteini (TP) icermektedir. Dis zarf, konakg1 hiicre zarindan kaynaklanan lipit
tabakas1 ve viral genomun kodlanlig1 ti¢ protein dizisi (Kiigiik (S), orta (M) ve biiyiik (L))
icermektedir(6).

Genomik DNA

Hepatit B ylzey
antijeni
(HBsAg)

— Zarf

Viral DNA polimeraz ’ e

(ters transkriptaz) A |— Nikleokapsid

(viral kapsid)

Cift katmanl lipit:

Hepatit B e antijeni
(HBeAg)

Hepatit B cekirdek antijeni
(HBcAg )

HBV enfeksiydz virionu
(Dane partikalii)

HBsAg iceren viral zarf pargaciklar

A B

Sekil 2.1.1. HBV partikiillerinin ¢esitli yapilarinin sematik ¢izimi (135)
(A) HBV enfeksiyéz virionunda bulunan anahter elemanlar. (B) Kiiresel veya tiibiiler

seklinde bulunan ve enfeksiy6z olmayan HBV partikiilleri



2.1.2. HBV GENOM YAPISI VE ORGANIiZASYONU

Hepadnaviridae ailesine ait olan HBV, yaklasik 3200 bazlik bir genoma sahiptir. Genomda
kodlayict olmayan bolgeler yoktur ve tiim diizenleyici sinyaller aynt zamanda protein
kodlayan dizilerin bir pargasidir. Viral genom, kodlayan bir tam uzunlukt'a negatif zincir ve
biiyiikliigii degisen kodlamayan bir pozitif zincirden olusan kismi ¢ift zincirli bir yapidadir.
Her iki iplik¢ik, genomun dairesellesmesini saglayan iki 11-bazlik direkt tekrar dizisi olan
DR1 ve DR2'yi kapsayan 200 niikleotid uzunlugunda yapiskan uglara sahiptir. Terminal
proteini, eksi iplik¢igin 5 'ucuna kovalent olarak baglanmistir. ki enhancer bolgesi,
enhancer-1 ve enhancer-l11, bir U5 benzeri sekans, bir poliadenilasyon sinyali (TATA) ve
glukokortikoid-duyarli eleman (GRE) dahil olmak iizere birgok diizenleyici eleman da

mevcuttur (6-8).

HBYV ters transkripsiyon yontemiyle RNA aracili bir replikasyon sistemine sahiptir. Genom,
birbiriyle ¢akisan 4 agik okuma cergevesine (ORF) sahiptir ve bu okuma bolgelerinden

HBVnin tiim yapisal ve yapisal olmayan proteinleri kodlar.

Pre S/S agik okuma gergevesi kiigiik (S), orta (M) ve Biiyiik (L) zarf proteinlerini kodlar ve
Pre-S1, Pre-S2 ve S bolgelerindan olusmaktadir. Farkli baslama kodonlar1 ( AUG) ve ortak
bir dur kodonu sahipler. Translasyon ilk AUG kodondan basladiginda genin her 3 kodlama
bolgelerini igeren Biiyiikk zarf proteini (L) sentezlenir. L proteini glikozile (gp42) ve
glikozile olmayan (p39) 2 formda bulunmaktadir. M proteini Pre-S2 ve S bolgeleri icerir ve
ikinci AUG kodonundan translasyonu baglar. M proteini da (gp 33 ve gp36) 2 formda
bulunur ve her ikisida glikozile formdadir. Pre-S1 bolgesi karaciger membraninda olan
HepG2 hiicreleri i¢in baglama bolgesi (aa 21-47) igermektedir. Pre-S2 bolgesi, HBVnin
insan hepatosit zarma baglanmasinda rol oynadigi diisiiniilen polimerize insan serum
alblimini i¢in baglanma bolgesi tasidigi bulunmustur. 226 amino asitli ana HBsAg proteini,
en i¢teki AUG kodonundan baglatilarak iiretilir ve glikozilasyon yerine bagl olarak p24 ve
gp27 olarak bulunur. HBsAg, koruyucu bagisiklik tepkisi i¢in 6nemli oldugu diisiiniilen bir
hidrofilik bolgenin katlanmasi i¢in gerekli olan disiilfit baglarini olusturan sistein kalintilar

bakimindan zengindir (6).

C acgik okuma ¢ercevesi HBCAg ve HBeAg proteinleri kodlar. Geni Pre-C ve C bolgesi
olarak boliinen 2 farkli baslama kodonu i¢ermektedir. Translasyon ilk AUG kodonundan



basladiginda HBeAg onciisii sentezlenir ve posttranslasyon modifikasyonlar sonrasinda kan
icinde salgilanir. HBeAg karmasik bir biyologik rola sahiptir ve enfeksiyon sirasinda
niikleokapsida 6zgii bagisiklik tepkisinin diizenlenmesinda rol oynar (6). P21 ¢ekirdek
proteini veya HBcAg C geninde translasyonu ikinci AUG kodonundan baslar ve kapsik
olusturmasinda rol alir. Cekirdek partikiiller, HBsAg’dan daha immiinojeniktir ve T
hiicresine bagli veya bagimsiz immiin tepkileri indiikleyerek yiiksek anti-HBc titreleri

olusturur (6).

P geni HBV genomunun %80’ini kaplar ve diger 3 genleri ile kismi olarak Ortiistir ve viral
polimerazi kodlar. Pol agik okuma ¢ergevesinin 90 kDa'luk iiriinii, viriisiin ¢ogalmasi igin
onemli olan A - D en az 4 alan igeren ¢ok islevli bir proteindir (6). N-terminal alani eksi
iplik¢igin 5' ucuna kovalent olarak baglanan terminal proteinini kodlar. Sonraki alan
tanimlanmis bir fonksiyondan yoksundur ve bosluk bdlgesi olarak (spacer ) adlandirilir.
Ucgiincii alan ters transkriptaz aktivitesine sahip DNA-bagimli DNA polimerazi kodlar.
Karboksi-terminal D alani ters transkripsiyon sirasinda RNA-DNA hibritlerinde RNA’y1

parcalayan bir riboniikleaz H aktivitesine sahiptir (6).

X okuma cgercevesi 154 amino asitlik ve 17.5 kDa'luk bir poliproteini kodlar. HBX,
transkripsiyon faktorleri ile dogrudan etkilesime girerek cesitli viral ve hiicresel promotorler
icin transkripsiyonel transaktivatdr olarak gorev yapar. Ayrica X proteini, hepatoseliiler
karsinomun agresif ilerlemesi sirasinda anjiyogenez ve metastazda rol oynamistir ve

onkogenezle iliskilendirilmistir(6).
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Sekil 2.1.2. HBV genom yapisi ve organizasyonu (136)

(A) Genomik organizasyon, RNA transkriptleri ve gen lirlinleri birka¢ 6nemli diizenleyici

eleman ile gosterilmistir. (B) Cesitli HBV transkriptlerinin ve kodladiklar1 proteinlerin

transkripsiyon baslangi¢ bolgeleri.

2.1.3. HCV MORFOLOJiSi VE FiZiIKOKIMYASAL OZELLIKLERI

HCYV partikiilii 40-70 nm ¢apindadir ve HCV genomunu igeren bir zarfli niikleokapsidden

olusup hiicre icinde endoplazmik retikulumdan elde edilen membranlar ile toplanir.

HCVnin zarfi, karbonhidrat ve proteinlerle ( glikoprotein) birlesmis lipidlerden olusur ve

cift kathdir. Zarfin lipid komponentinin % 60’1 fosfolipid, geri kalanin da ¢ogu

kolesteroldiir. Peplomer denilen ¢ikintilar1 vardir ve bunlar konakg1 hiicrelerine yapismasini

kolaylastirir. Zarf, iki zarf proteinden, E1 ve E2, olusur, bunlar virion {izerinde uzantilar

olustururlar. Zarfin i¢inde niikleokapsid bulunur ve genellikle ikozahedral seklindedir (8-

11).
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Sekil 2.1.3. HCV viriisiin sematik ¢izimi (137)

HCV cekirdek proteini, niikleokapsidi olusturmak icin viral genomik RNA ile etkilesir. Iki
membran iliskili zarf glikoproteinleri, E1 ve E2, konak¢idan tiiretilen bir lipit zarf igine

gomiiliir.
2.1.4. HCV GENOM YAPISI VE ORGANIZASYONU

HCV virlisii Flaviviridae ailesi ve hepaciviriis cinsinde siniflandirmaktadir. 9.6 kb
uzunlugunda tek pozitif iplikli bir RNAya sahiptir ve 5' kodlama yapmayan bolge ( 5'
UTR), uzun bir agik okuma gergevesi (ORF) ve bir 3' UTR bolgesinden olusmaktadir. Uzun
acik okuma cergevesi Kor (C), E1, E2, P7, NS2, NS3, A4, NS4B, NS5A ve NS5B
bolgelerinden olusmaktadir. HCV'nin en korunmus bolgeleri olarak 5'UTR ve 3'UTRnimn
son 99 bazi belirtilmistir. E1 ve E2 bolgeleri de mutasyon orani en yiiksek olan

bolgelerdir(6,8,12).

HCV agik okuma gergevesi yaklastk 3000 amino asitlik bir poliproteini kodlar. Bu
poliprotein translasyon sirasinda ve sonrasinda hiicresel ve viral proteazlar tarafindan

islenmesi ile yapisal ve yapisal olmayan (NS) olgun 10 farkl: {iriin olarak pargalanir(6).

HCV'nin yapisal proteinleri, poliproteinin ilk 191 amino asidinde bulunan ve niikleokapsidi
olusturan kor ( C ) bolgesi, HCV'nin hiicresel girisinde biiyiik rol oynayan ve zarfi meydana

getiren glikozile haldeki E1 ve E2 proteinleri ve NS2 sistein proteazinin endoplazmik



retikulum liimenine translokasyondan sorumlu 63 amino asitlik P7 polipeptidtir. Yapisal
olmayan proteinleri arasinda RNA bagimli RNA polimeraz (RdRp), hidrofilik bir
fosfoprotein olan NS5A ve NS3 serin benzeri proteaz, HCV matiirasyonunda ve
replikasyonunda gdrev yapan enzimlerdir ve bu yiizden anti-HCV molekiillerin

gelistirmesinde en 6nemli hedef bolgeleri olusturmaktadirlar(13).

Genomun 5' ucunda bulunan 341 niikleotidlik UTR boélgesi, HCV suslar1 arasinda yiiksek
oranda korunmus niikleotid dizisine sahiptir. Bu 6zellik, HCV viremisinin saptanmasi ve
kantifikasyonu g¢aligmalarinin hedef bolgesi olmasi sonucunu dogurmustur. 5' UTR c¢ok
sayida ‘ stem-loop’ ve pseudoknot iceren, I ile IV numarali dort yiiksek yapisal alan igerir.
Il, 111 ve IV alanlar, kor kodlama bolgesinin ilk 12-30 niikleotidi ile birlikte, ribozomlara
dogrudan baglanmaya olanak taniyan bir ‘internal ribosomal entry site’ ( IRES)
olusturmaktadir(14-15).

A IRES
E1 | E2 Protease Helicase| |NS4B | NS5A |  NS5B |
AUG * p7 NS3 NS4A -
5" NTR s Yapisal proteinler ' Yapisal olmayan proteinler v 3" NTR '
" IRES Assembly modiili ) Replikasyon moduili

Proteaz or Membran fosfoprotein
assembly organizasyonu RNA replikasyonu
Assembly

RNA bagimh
RNA polimeraz

g Proteaz Helikaz
Kapsid Zarf glikoproteinleri

Sekil 2.1.4. Hepatit C viriisii genom organizasyonu ve yarilmis viral proteinlerin membran
topolojisi (138).



2.1.5. HDV MORFOLOJIiSi VE FiZIKOKIMYASAL OZELLIKLERI

Hepatit Delta viriisii, sadece hepatit B viriis enfeksiyonu olan kisilerde viral hepatit etkeni
olabilen 36 nm’lik kiiresel bir defektif viristiir. HBsAg’den olusan bir zarfi vardir. Zarfin
icinde HDAg ve RNA’dan olusan niikleokapsid bulunur. HDV’nin viral taksonomideki yeri
satellit virtisler icerisinde kabul edilmektedir. Satellit viriislerinin 6zelligi, ancak kendine
yardimer (“‘helper”) bir viriisle infekte olan konakta hastalik olusturmasidir. Delta hepatitin
yalmizca HBV ile infekte bireylerde ortaya ¢ikmasimin nedeni kendi zarf proteinin kodlamiyor
olmas1t ve gecis icin hepatit B ylizey antijenini (HBsAg) kendi zarf proteini olarak
kullanmasidir. Diger satellit virlislerinden farkli olarak HDV bagimsiz olarak replike
olabilmekte ve yardimci virlisii HBV ile dizi homolojisi gostermemektedir. HDV’nin dairesel
RNA genomu ve replikasyon sekli subviral bitki patojenleri ve viroidlerine benzemektedir.
Kismen diger hayvan viriisleri ile bir iliski gostermemesinden dolayr taksonomik olarak tek

basina Deltaviriis cinsine dahil edilmistir (16).

2.1.6. HDV GENOM YAPISI VE ORGANIZASYONU

HDV RNA, dairesel, tek zincirli ve birbiri ile yiiksek derecede komplementer olan yaklagik
1700 niikleotitten olusan, bugiine kadar tanimlanmis en kii¢iikk hayvan viriisii genomudur (17).
HDV RNA, icerdigi komplementer niikleotitler ile kendi iizerine katlanabilir ve %70 oraninda
intra-molekiiler baz eslesmesi yaparak dallanmamis ¢omaksi ikincil yapi olusturur (18). Bu
nedenle viral RNA ¢ift iplikli gibi goriiniir. HDV RNA’nin kararliligi da buradan

kaynaklanir.

HDAg, HDV tarafindan kodlanan tek proteindir. HDAg’nin iki formu goézlenir: biiyiik
formu (LHDAg), 27 kilodalton ve kiigiik formu (S-HDAQ) 24 kilodaltondur. Niikleokapsid
olusumundaki roliiniin yan1 sira, HDAg, viral replikasyonda 6nemli rol oynar. S-HDAGg,
viral RNA replikasyonu i¢in gereklidir, L-HDAg ise RNA replikasyonunu engeller fakat
virion olusumu i¢in gereklidir. Kendi niikleer lokalizasyonunu belirleyen, dimerizasyon igin
ve RNA baglanmasi i¢in gerekli diziler igerir. Viral RNA icinde kiigiik bir bolge (85
niiklotidlik) bir ribozim aktivitesi gosterir. RNA, protein faktorlerin yoklugunda kendini
kesebilir. Hastaligin seyri boyunca HDV RNA da evrimlesmekte ve niikleotid dizileri
degisiklige ugrayabilmektedir(8).
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Sekil 2.1.5. HDV genom yapisi ve organizasyonu (139).

2.2. VIRAL HEPATITLERIN EPIiDEMIiYOLOJiSi

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore karaciger yetmezIigi ve karaciger kanserinin en
yaygin nedeni HBV ve/veya HCV ile uzun siireli enfeksiyonlardir. Viral hepatit, 2015
yilinda 1.34 milyon 6liime neden olmustur. 2015'teki viral hepatit dliimlerinin ¢ogu, kronik
karaciger hastalifina (siroza bagli 720 000 6liim) ve karaciger kanserine (hepatoselliiler
karsinoma (HCC) bagli 470 000 6liim) bagli oldugu bildirilmistir. Kiiresel olarak, 2015'te
tahmini olarak 257 milyon insan kronik HBV enfeksiyonu (KHB) ve 71 milyon kis1 kronik
HCV enfeksiyonu (KHC) ile yasamistir (19-20). HDV prevelansi ise nispeten daha
diisiiktiir. HDV, replikasyon i¢cin HBV’ye ihtiya¢ duyan satellit bir viriistir ve HBV
enfeksiyonuyla karsilasmis hastalarin yaklasik %5’inin HDV ile koenfekte oldugu tahmin
edilmektedir ki bu da yaklagitk 10-15 milyon insanin HDV ile tanistigi anlamina
gelmektedir (21). HBV kaynakli salgin ¢ogunlukla Afrika Bolgesi ve Bati Pasifik Bolgesi'ni
etkiler. HCV'nin neden oldugu salgin ise tiim bolgelerde etkide bulunur ve bolgeler arasinda
biiyiik farkliliklar gostermektedir. Dogu Akdeniz Bolgesi ve Avrupa Bolgesi, bildirilen en
yiiksek HCV prevalansina sahiptir (19-20).

Dogu Akdeniz Bolgesinde (EMRO) genel niifusun yaklasik % 3,3 ve % 2.3"i sirayla HBV
ve HCV ile enfektedirler(19-20). Afganistan'da 2015 yilinda 1804 hepatit vakasi teshis
edilip rapor edilmistir. Bunlardan 1343'i hepatit B ve 461'1 hepatit C olarak bildirilmistir
ancak etkili bir raporlama sisteminin bulunmamasi nedeniyle, bu iilkedeki gercek hasta

sayis1 onemli derecede yiiksek olabilir (22). HBV ve HCV'nin genel niifusta tahmin edilen
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prevalansi, iilkenin farkli kesimlerinde sirastyla yaklasik % 2 - % 5.6 ve % 0.2- % 1.1
tehmin edilmektedir (23-26). HDV prevalansi hakkinda giincel bilgi bulunmamaktadir.

2.3. HBV, HCV VE HDV GENOM VARIYANTLARI VE KLINiK ONEMi

Viral hepatit enfeksiyonunun sonuglar1 konakg¢iya ve viral faktorlere baghdir. Viriislerin
viral niikleotid dizilimindeki degisim, enfeksiyonlarin sonuglarini etkileyen en Onemli
faktorlerden biridir (27-28). Genom sekanslarindaki varyasyona gore, hepatit viriisleri

birgok genotipe ve alt genotipe ayrilmaktadir.

HBYV genotipi, gruplar arasi tiim geneom dizisinde farklilik % 8’dan daha fazla olmasi ile
veya S geni diizeyinde farklilik % 4’tan daha fazla olmasi ile tanimlanmaktadir (7,29-30).
Alt genotipler arasinda ise farklilik % 4 - % 8’dir (29). Bugiine kadar cografi dagiliminda
farklilik gosteren on taninmis (A-J) HBV genotipi tespit edilmistir. A-D, F ve | genotipleri
cesitli alt genotiplere ayrilmistir; E, G, H ve J genotipleri i¢in heniiz alt genotip
tanimlanmamustir (Cizelge 1.2.1) (31-32).

Cizelge 2.3.1.Tanimlanmis HBV genotipleri ve alt genotipleri

Genotipler
A B C D E F G H | J
Al Bl Cl D1 - F1 - - 11 -
A2 B2 c2 D2 F2 12
A3 B3 C3
Alt D3 F3
Genotipler | A4 | B4 C4
B5 C5 D4 F4
C6-C12 D5
C13-C15
D6
C16
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HBV, aym1 zamanda HBsAg antijenindeki farkliliklara gore de farkli serotiplere
ayrilmaktadir. HBsAg’nin 5 ayn antijenik determinanti vardir. Bunlar; a, d, y, w ve r
antijenleridir. HBsAg’lerin tiimiinde “ a * antijenine ek olarak, d veya y ile w veya r
antijenleri bulunur. Dolayisiyla HBV genotipleri, HBsAg determinantlarina gore aywl,
ayw?2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adr q(-) ve adr q(+) olmak fiizere 9 subtipe

ayrilir(7,30).

HBVnin serolojik varyasyonlarin molekiiler temeli, S geni {iriinii olan HBsAg'nin amino
asit dizisine dayanir. HBsAg'nin 122 ve 160 lokasyonlarindaki varyasyonlari, sirasiyla d/y
ve w/ r tanimlar ve lokasyon 127 wl / w2, w3 ve w4 olarak adlandirilan bir alt belirleyiciler
icin 6nemlidir.

Cizelge 2.3.2. HBsAg determinantlerini belirten amino asit lokasyonlari

Pozisyon Amino Asit Belirleyici

122 Lys d

122 Arg y

127 Pro wl*/ w2
127 Thr w3
127 Leu/lle w4
160 Lys w
160 Arg r

W1 reaktivitesi ayrica Argl22, Phel34 ve / veya Alal59 gerektirir.

a determinanti, HBsAg'nin baglica antijenik bolgesidir. Amino asit 122 ve 137 ile 139 ve
149 arasinda yer almakta ve birkag disiilfit bagi tarafindan tutulan iki konformasyonel loop
olusturur. a determinanti, dogal enfeksiyon veya asilama ile ortaya c¢ikan anti-HBsS

antikorlarinin nétralize edilmesinin hedefidir(6).

M

Sekil 2.3.1. HBsAg'm major hidrofilik bolgesi (6)
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HBV’nin farkli genotipleri cografi dagilisinda farkliliklar géstermektedir. Genotip A genel
olarak Kuzey Avrupa, Kuzey Amerika, Hindistan ve Afrika’da bulunurken, genotip B ve C
Asya’da prevalanttir. Genotip D ise daha ¢ok giiney Avrupa, Orta Dogu ve Hindistan’da
bulunmaktadir. E genotipi Afrika’da, F genotipi orta ve gliney Amerika’da, G genotipi
kuzey ve orta Amerika ve avrupanin bazi bolgelerinde, H genotipi ise orta ve giliney
Amerika’da yaygin olarak goriilmektedir (33-36). Genotip I uzun bir siire Asya'nin genis bir
alaninda endemik olmustur. Genotip I, A / C / G / genotiplerinin bir rekombinantidir.
genotip ‘J’ Japonya'da bulundu ve aslinda genotip C ve gibbon HBV'nin rekombinantidir
(7). Gogmenlik HBV nin genotip ve altgenotipi cografi olarak yayilimini degistirebilecek
bir etkendir. Oniimiizdeki birkag on y1l icinde, HBV epidemiyolojik desenleri tamamen gog

dalgalari tarafindan degisecegi tahmin edilmistir (37).

HBV genotiplerinin diinya ¢apindaki dagilimi asagida gosterilen sekil 1.2.1°de

Ozetlenmistir.

“w = T O T MOO® >

Sekil 2.3.2. HBV global genotip dagilimi(38).

HCV genomunun analizi sonucunda (en korunmus olan 5 UTR ve en degisken olan E
bolgesi dahil), genom boyunca % 33 - % 35 sekans farkliliklar1 gdsteren yedi farkli genotipi
(1 ila 7) tespit edilmistir. Her genotip, birbirinden en az % 15 dizi fark: gosteren birkac alt
tire (a, b, ¢ olarak adlandirilir) ayrilmistir ( Cizelge 1.2.2) (12, 39-42).
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Cizelge 2.3.3. Tanimlanmig HCV genotipleri ve alt tipleri

Genotipler
1 2 3 4 5 6 7
la 2a 3a 4a 5a 6a 7a
1b 2b 3b 4b 6b 7b
1c 2c ad 4c 6c
1d 2d 3e 4d 6d
le 2e 39 4f 6e
19 2f 3h 49 6f
1h 2i 3i 4k 69
1i 2j 3k 4] 6h
1 2k 4m 6i
1k 21 4n 6j
1l 2m 40 6k
im 29 4p 6l
1n 2r 4q 6m
Alt Tipler t a '
2u 4s 60
4t 6p
4v 69
4w 6r
6s
6t
6u
6V
6w
6xa
6xb
6XC
6xd
6xe
oxf
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Viral replikasyon sirasinda, gerceklesen mutasyonlar yiiziinden viicuttaki viriislerin
dizisinde degisiklige ugramakta ve tiirimsii (% 1-9 dizi farkliligi) denilen farkliliga neden
olmaktadir. Bu mutasyonlar yiiziindan siirekli baskin olan tiirimsiiler ortadan kalkip yeni
tiirimstiiler baskin hale gelmektedir. Bu siire¢ virlisiin savunma sisteminden kagmasina
yardimct olur ve hastalifin kroniklesmesinin bir nedenidir. Enfekte olan hastada

milyonlarca farkli tiiriimsii bulmaktadir (43).

Diger biitiin RNA virtislerinde oldugu gibi HCV genomu da bulunduklar1 cografi bolgelere
gore farklilik gostermektedir. HCV 1, 2 ve 3 genotipleri diinya iizerinde yaygin bir dagilima
sahip olmasina ragmen relatif prevalanslar1 bir bolgeden digerine farklilik gdstermektedir.
HCV 1a ve 1b genotipleri Amerika’da ve Avrupa’da oldukg¢a prevalanttir. HCV 1b alt-tipi
Japonyadaki HCV enfeksiyonlarinin %73’iinden sorumlu oldugu gosterilmistir (44). HCV
2a ve 2b genelde Kuzey Amerika, Avrupa’da bulunurken, 2¢ genotipi kuzey italya’da tespit
edilmistir. Genotip 3a 6zellikle Avrupa ve Amerika’daki intravenoz ilag bagimlilar (IDUs)
arasinda gortilmektedir (45). HCV genotip 4 Kuzey Afrika’da ve Orta dogu’da gozlenirken
(46-47), genotip 5 Giiney Afrika’da ve genotip 6 da tipik olarak Honkong ve Giineydogu
Asya’da tespit edilmistir (48). Genel olarak HCV genotip 1,2 ve 3 diinya ¢apinda yaygin
iken genotip 4 orta dogu ve afrikada dominant genotipler olup genotip 5 giiney afrikada ve

genotip 6 ve 7 giiney dogu asyada dominant genotiplerdir (Sekil 1.2.2)(43).

A e
>4 3
T St P ~
= ' o S S c}d\ N

Wia Enb 02 H3 W4 EH5 W6

Sekil 2.3.3.Hepatit C genotiplerinin diinya ¢capinda dagilimi(49)

W 7.8,9 [ oiger
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Ayni sekilde hepatit Delta, tim genomda yaklasik % 40 dizi ¢esitliligi ile veya hepatit delta
antijeninin amino asit sekans1 boyunca yaklasik % 35 fark ile HDV1-HDV8 genotiplerine
siiflandirilmistir (50-51). Genotipler iginde dizi degisikligi %5-%14 (< %14-%15.7)
degismektedir. HDV tiirimsii heterojenitesi ise %2’den daha kiigiiktiir (51). HDV I
genotipi 2a, 2b ve 2c alt tiplere ayirmaktadir. Diger genotiplerinde ise alt tipi

tanimamaktadir.

HDV-1 genotipi diinya lizerinde Avrupa, Kuzey Amerika, Afrika ve baz1 Asya bolgelerini
kapsayan genis bir yayilimi vardir. HDV-2 Japonya, Tayvan, Rusya gibi Asya’nin bazi
bolgelerinde prevalanttir. Genotip 3 en fazla Orta ve Giiney Amerika’da ve Ozellikle
Amazon Bolgesi’nde goriilmektedir. Genotip 4’iin en prevalant oldugu yerler Japonya ve

Tayvan’dir. HDV 5-8 genotipleri ise Afrika’da goriilmektedir (52-57).

HDV genotipleri diinya ¢capinda dagilimi sekil 1.2.3’te 6zetlenmistir.

Sekil 2.3.4. HDV Global genotip dagilimi(58)

Bu sekans degisiklikleri, viral hepatit enfeksiyonunun seyri ve sonucunda farkliliklara yol

acmaktadir. Farkli hepatit B genotipleri, karaciger hastaliginin siddeti ve kronikligi,
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hepatoseliiler karsinom gelisimi, antiviral tedaviye yanit ve karaciger transplantasyonu gibi

farkli klinik paternler ile iliskili oldugu gosterilmistir(59).

HDV genotipleri hastaligin seyrini etkilemektedir. Genotip 1 hastaligin hem siddetli hem de
ilimhi formunda goézlemlenirken, kronik HDV-2 enfeksiyonu seyri daha ilimlidir. HDV-3
genotipi ise HDV enfeksiyonlarinin en agresif formuyla iliskilendirilmistir (60-61). Farkli
HDV genotiplerinin yan1 sira, farkli bolgelerde bulunan ayni genotipe sahip HDV

izolatlarinin patojenitelerinde bile farkliliklar gérmek miimkiindiir (62).

Benzer sekilde, hepatit C viriisiinilin farkli genotipleri, hastaligin dogal seyri, hepatoselliiler
karsinom gelisimi ve tedaviye yanit gibi sonuclarin iizerine etkisi ¢esitli ¢aligmalarda

kanitlanmistir (63-68).

Ayrica genomdeki varyantlar, enfeksiyonun spesifik bir klinik seyri ile de iliskili olabilir.
Spesifik mutasyonlar, bagisiklik kacis1 veya antiviral direnci tizerinden viral klirensi
azaltabilir. Dahasi, zarf epitoplarinin mutasyonlari, 'teshisten kagis' veya 'as1 kagisina neden

olan antikorlar tarafindan taninmayan varyantlara yol agabilir (69-71).

2.4. HEPATIT B, C VE DELTA SEROLOJIiSi VE TANI TESTLERI

Hepatit B serolojik testi, birka¢ hepatit B virlisi (HBV) spesifik antijen ve antikorun
Olciimiinii icerir. Farkli serolojik “belirtecler” veya markdr kombinasyonlari, HBV
enfeksiyonunun farkli fazlarini tanimlamak ve bir hastanin akut veya kronik HBV
enfeksiyonu olup olmadigimmi belirlemek, daha 6nce enfeksiyon veya asilama sonucu
HBV'ye kars1 bagisiklik kazandirmak veya enfeksiyona yatkin olup olmadigini belirlemek
icin kullanilir. HCV enfeksiyonunun virolojik teshisi, iki kategorideki laboratuvar testine
dayanir, yani HCV'ye 6zgii antikoru (anti-HCV) (dolayl testler) tespit eden serolojik testler
ve HCV viral partikiillerinin bilesenlerini tespit edebilen, 6lgen veya karakterize eden HCV
RNA ve ¢ekirdek antijeni (dogrudan testler) analizler. Dogrudan ve dolayh virolojik testler,
enfeksiyonun teshisinde, terapotik karar vermede ve tedaviye verilen virolojik cevabin
degerlendirilmesinde kilit bir rol oynar (75). HDV ile enfekte olan tiim hastalarda ise,
HDVnin kodlanmis tek protein olan delta antijenine kars1 antikorlar gelistirir. HDV tanisi,

total anti-HDV antikorlarinin saptanmasina dayanir (80).
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HBV enfeksiyonu serolojik tanisini olanak taniyan tani paneli agagida belirlenen markorler

icermektedir:

HBsAQ: Hepatit B yiizey antijeni, mevcut enfeksiyonun bir belirtecidir ve varligi, aktif
enfeksiyonun kanit1 olarak kabul edilir. Enfeksiyonun ilesmesi halinde HBsAgnin 4-6 ay
icinde kaybolur. Aksine HBsAgnin kanda 6 aydan daha uzun bir siire bulunmasi hastaligin

kroniklesmenin bir isareti olabilir (72-74).

Anti-HBs: HBsAg’ye kars1 olusan antikordur ve HBsAg’nin serumdan kaybolmasindan bir
stire sonra Saptanabilir. Varligi, HBV enfeksiyonuna, asilama veya dogal enfeksiyon
sonucunda elde edinilmis bir bagisiklik yanit1 gostermektedir. AntiHBs titresi > 10 1U/ml
koruyucu diizey oldugu kabul edilir. Enfeksiyon sonrasinda olusan anti-HBs, anti-HBc ile
beraber 6miir boyu saptanabilir diizeyde kalir. Asilama sonrasinda ise serumda tek basina
tespit edilir. Baz1 kronik HBV infeksiyonu olgularinda HBsAg ile beraber diisiik titrede
anti-HBs saptanabilir (72-74).

Anti-HBc (total): Akut hepatit B'deki semptomlarin baslangicinda ortaya ¢ikar ve yasam
boyu devam eder. Anti-HBc'nin varligi, HBV enfeksiyonuna daha 6nce maruz kalmis

olmasi veya devam eden enfeksiyonu gostermektedir (72-74).

IgM anti-HBc: Pozitiflik, hepatit B viriisii (<6 ay) ile yakin zamanda bulastigini
gostermektedir ve varligi akut enfeksiyonu isaret etmektedir. Pencere doneminde tek

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

HBeAg: Hepatit B “e” antijeni yiiksek derecede HBV enfektivitesinin bir belirtecidir ve
yiiksek diizeyde HBV replikasyonu ile korelasyon gosterir. Varligi, viriisiin ¢ogaldigini ve
enfekte kisinin yiiksek diizeyde HBV'ye sahip oldugunu gosterir. HBSA(g ile beraber veya
cok kisa bir siire sonra serumda tespit edilebilir ve iyilesen bireylerde HBsAg’nin

kaybolmasindan birkag giin 6nce negatiflesir (72-74).

Anti-HBe: Hepatit B "e" antijenine kars1 antikor, enfekte olmus veya bagisiklik kazanilmig
bir insanda mevcut olabilir. Kronik HBV enfeksiyonu olan kisilerde varlig1 diisiik viral

titresi ve diisiik derecede enfektivite oldugunu diisiindiirmektedir (72-74).
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Yukarida belirlenen belirteclerin bir veya daha fazlasi pozitif olmasi halinde enfeksiyon ile
ilgili farkli sekilde yurumlanmaktadir. HBYV ile ilgili serolojik belirteclerin yorumlanmasi

hakkinda detayl1 bilgi ¢izelge 2.4.1'de verilmistir.

Cizelge 2.4.1. Hepatit B serolojik test sonuglarinin yorumlanmasi

HBsAg Negatif Duyarli
Anti-HBc Negatif
Anti-HBs Negatif
HBsAg Negatif Dogal enfeksiyon yolu ile kazanilmis bagisiklik
Anti-HBc Pozitif
Anti-HBs Pozitif
HBsAg Negatif Asilama sonucunda kazanilmis bagisiklik
Anti-HBc Negatif
Anti-HBs Pozitif
HBsAg Pozitif Akut enfeksiyon
Anti-HBc Pozitif
IgM anti-HBc | Pozitif
Anti-HBs Negatif
HBsAg Pozitif Kronik enfeksiyon
Anti-HBc Pozitif
IgM anti-HBc | Negatif
Anti-HBs Negatif
HBsAg Negatif Belirsiz: 3 ihtimal
Anti-HBc Pozitif 1-¢6ziilmiis enfeksiyon
Anti-HBs Negatif 2-yanlis pozitif
3-“Diistik seviye” kronik enfeksiyon

Serum veya plazmada HBV-DNA'nin varligi aktif HBV enfeksiyonunu belirtir ve viral
yiike bagli olarak hastanin enfektivitesi ile koreledir. Testler hassasiyet ve standardizasyon
bakimindan farklilik gdsterir. Bu testler prognozu degerlendirmek ve HBV tedavisini

yonlendirmek icin kullanilabilir(74).

HCV enfeksiyonu tanisi i¢in bugiin kullanilan en pratik yontem antikor aranmasidir. Bu
amacla, Bugiine dek dort kusak eliza testi kullanilmistir. Tk kusak testler ( EIA-1), tek bir
rekombinant HCV klonundan elde edilmistir. NS3 genin bir kismi1 ile NS4 geni {riiniiniin
tamamini i¢ermislerdir. Duyarlilik ve 6zgiilliikk diisiik olup, serokonversiyonu saptamada
yetersiz kalmuslardir. ikinci kusak eliza testleri ( EIA-2), kor ve NS3 bolgelerinden
rekombinant proteinler icermektedirler. Ugiincii kusak testlerde ( EIA-3) bunlara ek NS5ten
bir rekombinant protein eklenmistir. Ugiincii kusak testlerinin duyarlilik ve dzgiilliigii ikinci

kusak testlerden daha yiiksek olup % 97-99dur. Dordiincii kusak testlerde kullanilan
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proteinler daha da ¢esitlendirilerek genotip 1a, 1b, 2 ve 3 viriislarin NS3 ve NS4 proteinleri
de eklenerek duyarlilik iigiincii kusak testlere gore % 10-20 arttirtlmistir. Ayrica tiglincii ve

dordiincii kusak testler serokonversiyonu daha kisa siirede saptayabilmektedirler (76-79).

HCYV ile enfeksiyon teshisinde esas dayanak baslangicta HCV (anti-HCV) antikorlar1 i¢in
taramaktir. Niikleik asit amplifikasyon testleri (NAT) dogrulayici araglar olarak ve ayrica
tedaviye baslamadan Once viral yiikii belirlemek icin kullanilir. Genotipleme, yanit
olasiligini tahmin etmek ve optimal tedavi siiresini belirlemek i¢in klinik yonetimde énemli

bir aragtir (75).

Eliza ile HCV'nin ¢ekirdek antijeninin tespiti ig¢in gesitli yontemler gelistirilmistir. Bu
analizler, maliyet sorunlar1 nedeniyle molekiiler laboratuvar hizmetlerinin bulunmadig
veya yaygin olarak kullanilmadigi, kaynak sinirl ortamlarda kullanilacak NAT alternatifleri
olarak Ongoriilmiistiir. Bu analizler eliza'ya dayandigindan, kullanici dostudur, daha az
teknik uzmanlik gerektirir ve molekiiler tekniklere kiyasla daha ucuzdur. Degerlendirmeler,
HCVgekirdek antijen testinin, mevcut tglincii kusak anti-HCV tarama analizlerinden
yaklasik 40-50 giin 6nce, HCV enfeksiyonunun NAT kadar etkili oldugunu tespit ettigini
gostermistir. HCV ¢ekirdek antijen seviyeleri, HCV RNA dinamiklerini yakindan takip eder
ve HCV genotipinden bagimsiz olarak bir hastanin tedavisinin klinik izlenmesine izin verir.
HCV c¢ekirdek antijen testinin en biyiik kisithlig, faydasini sinirlayan diisiik
duyarliligidir(75).

Anti-HDV IgM , kronik olarak HDV ile enfekte olan hastalarda kalicidir. HDV serolojisi
i¢in ticari testler uzun yillardir mevcuttur ve diinya ¢apinda rutin olarak kullanilmaktadir.
HDV RNA tespiti / kantifikasyonu su anda HDV replikasyon durumunu dogrulayan ve

enfekte olmus hastalarin optimal yonetimini saglayan tek dogru teshis aracidir (80).

Molekiiler temelli analizler kronik viral hepatit tedavisi ig¢in paha bigilmez bir aragtir. Kan
bagislarin1 test etmek, aktif enfeksiyonu teshis etmek, prognozu belirlemeye yardimeci
olmak, tedavi kararlarin1 yonlendirmek ve tedaviye verilen virolojik cevabi degerlendirmek
icin kullanilabilirler. Giinlimiizde hem kalitatif hem de kantitatif yonden viral genomu
arastirmaya yonelik ¢ok duyarli PZR yontemleri bulunmaktadir. Molekiiler tan1 konusunda
en 6nemli gelisme real time PZR tekniginin ortaya ¢ikmasidir. Boylece kantitatif sonuglar

daha kisa siirede verilmektedir. Ancak g¢esitli kantitatif test sonuglari arasinda
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standardizasyon sorunu bulunmaktadir. Bununla birlikte, az gelismekte olan iilkelerde
finansal kisitlamalar ve klinik ortamlardaki teknik uzmanlik eksikligi nedeniyle, bu testlerin
yapilmasi zor ve zaman alicidir. Bu ortamlarda, en yaygin kullanilan tarama testleri, hizh

immiinolojik tahlilleridir.

2.5. HBV, HCV VE HDV GENOTIiPLEME YONTEMLERI

Virolojik testler, enfeksiyonu teshis etmek ve en nemlisi tedavi kararlarini yonlendirmek
ve antiviral tedaviye virolojik cevabi degerlendirmek i¢in gerekli hale gelmistir. Degisken
duyarhilik, o0zgiillik, zaman alicti ve maliyete sahip farkli genotipleme metodlari
gelistirilmistir. Asagida HBV, HCV ve HDV genotiplemede yaygin olarak kullanilan

yontemler 6zetlenmistir.
2.5.1. DIZILEME VE FiLOGENETIK ANALIZi

HBYV genotipleme i¢in altin standart yontem, tiim genom dizilemesi ve ardindan filogenetik
analizdir. Bu teknik oldukc¢a hassas olmasina ve yeni ve rekombinant genotiplerin
saptanmasina izin verse de, pahali, zaman alicidir ve esas olarak genotip karisimlarinda
baskin genotipi tespit etmektedir. Tiim genom dizilemeye bir alternatif olarak, HBsAg ve
polimeraz gibi tek gen dizilemesi ile da genotipleme yapilmaktadir(59). HCV genotipinin
belirlenmesi i¢in referans metot, “in-house” teknikleri ile HCV genomunun NS5B veya El
bolgelerinin dogrudan sekanslanmasi, ardindan prototip sekanslar ve filogenetik analiz ile
dizi hizalamasidir. Bu teknikler, tam alt tiplemenin gerekli oldugu molekiiler epidemiyoloji
caligmalarinda kullanilmalidir. Klinik pratikte, HCV genotipi, 5 kodlamayan bdlgenin
dogrudan dizi analizi kullanilarak veya 5' kodlamayan bdlgede bulunan genotip espesifik
problar kullanilarak ters hibridizasyon analizi kullanilarak cesitli ticari kitler tarafindan
belirlenebilir (77). HDV genotipleme, ters transkripsiyon (RT) -PCR ve restriksiyon
fragman uzunluk polimorfizmi (RFLP), hibridizasyon ve dogrudan sekanslama gibi ¢esitli
yontemler ile gergeklestirilmistir. RT-PCR'nin RFLP'sinin analiz edilmesi daha basit bir
yontem olmasma ragmen, HDV'nin genotiplemenin altin standardi, dizilemeye dayanan

filogenetik analizdir (83).
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2.5.2. RESTRIKSIYON FRAGMAN UZUNLUK POLIMORFIZM (RFLP)

HBVda RFLP ile genotipleme, S geninin PCR amplifikasyonuna (genellikle), restriksiyon
enzimleri ile kesilmesi ve kesilen parcalarin elektroforez ile ayrilmasina baghdir.
GenBank'ta farkli HBV genotip sekanslarina gére RFLP ig¢in farkli restriksiyon enzimler
kombinasyonu kullanilmistir. Bu yontem A-F  genotiplerini  belirlemek igin
kullanilmistir(59). HCV i¢in RFLP ile genotipleme, PCR ile amplifiye edilmis bir 5’UTR
CDNA fragmani her genotip i¢in spesifik restriksiyon alanlarimi taniyan enzimler
kullanilarak yapilmistir (134). Ters transkripsiyon (RT) -PCR ve restriksiyon fragman
uzunluk polimorfizm (RFLP) analizi HDV genotiplemede de basit bir ydntem
sunmaktadir(83).

2.5.3. SEROLOJIiK YONTEMLER

Bu yontemde, HBsAg serotiplerine kars1 antikorlar kullanilmasina ve dokuz serolojik alt tip
olan ayw1, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adrq + ve adrq” cografi dagilimini dikkata
alarak belli bir genotype karsilik gelecegine dayanmaktadir. Genotip A, adw2 (Avrupa,
ABD, Dogu Afrika) ve ayw1 (Afrika) ile eslesirken, B adw2 (Asya) ve ayw1 (Vietnam) 'a
karsilik gelmektedir. Genotip C, adr ve ayr ile eslestirilmistir, ayw2 ve ayw3 D genotipi ile,
ayw4 E ile, adw4 F ile, adw2 G ve adw4 genotip H ile eslesmektedir. PCR ve dizileme,
genotipleme i¢in standart yontemler olarak kullanilmasina ragmen, dizileme, genis
epidemiyolojik ¢alismalar ve popiilasyon taramasi i¢in uygun degildir. Buna karsilik, bir
enzim immiinoassay formatindaki subtip spesifisiteleri olan monoklonal anti-HBS
antikorlar1 kullanan serolojik analizler, daha diisiikk maliyetli, gerceklestirilmesi kolay ve

daha yiiksek verime sahiptir (59).

HCV genotipi, rekabetgi bir EIA ile genotipe 6zgli HCV epitoplarina yonelik antikorlar
aranarak belirlenebilir. Halihazirda mevcut olan assay, 1'den 6'ya kadar olan tiiriini
tanimlar, ancak alt tipler arasinda ayrim yapmaz ve kronik olarak enfekte olmus bagisiklig

olan hastalarin yaklasik% 90'mmda yorumlanabilir sonuglar saglar (77).
2.5.4. REAL-TIME PCR

Erime sicakligi (Tm) degeri, prob ile hedef ve / veya hibridizasyon dizisinin GC igerigi

arasindaki tamamlayiciliga bagl olarak farkli genotipler arasinda farklilik gdstermektedir.
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Genotipleme i¢in diger yontemlerden farkli olarak, ger¢ek zamanli PCR, capraz
kontaminasyona izin vermez, zaman tasarrufu saglar, yliksek bir verime sahiptir ve oldukca
hassastir. Bu yontemin ana dezavantaji, yakin genotipleri ayirt etme yeteneginin daha diisiik
olmasidir. HBV A ve C gibi Tm degerleri arasindaki yakinlik ve bu nedenle farkli
genotipler iceren Kuzey Amerika gibi bazi iilkelerde uygulanamaz. Ayrica genotipe spesifik
primerler kullanilarak farkli real time PCR sistemleri da gelistirmektedir (59). Multipleks
ger¢ek zamanli PCR'ler ile genotipine 6zgli segmentlerini hedef alan genotipleme metodlari

da yaygin olarak kullanilmaktadir (81).

2.5.5. OLIGONUKLEOTID MIKROARRAY

HBV DNA pozitif hastalardan alinan serum orneklerinde HBV genotiplerinin tespiti i¢in
oligoniikleotit ¢ipini kullanan bir assay gelistirilmistir. Bu yontem, ¢ip tizerinde immobilize
edilmis tipe 6zgii oligoniikleotit problarina hibritlenen Cy5 etiketli amplikonlarla ters
hibridizasyon prensibine dayanmaktadir. Yikama ve kurutma isleminden sonra, tarayici
kullanilarak floresan sinyalleri alindi. Bu yontemin spesifiktir ve hem tek hem de miks

genotipleri saptamada duyarli oldugu bulunmustur(82).
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3. GEREKCE VE AMAC

Afganistan'da viral hepatitle ilgili 6zellikle molekiiler temelli arastirmalar smnirli sayida
calisma vardir ve mevcut calismalarin sonuglart ¢eligkilidir. Mevcut verilerin ¢ogu,
uyusturucu kullanicilari, mahpuslar, seks is¢ileri ve intrapartum kadimlar gibi 6zel

gruplardan gelmektedir (84).

‘Integrated Biological & Behavioral Surveillance’(IBBS) 2012 raporlarina dayanarak HBV
prevalansi uyusturucu kullanicilari, mahpuslar ve seks is¢ilerinde sirastyla %3.2 - %8.3,
%4.8 -% 6 ve % 3.5 tahmin edilmistir. Bu ¢alismada, HCV prevalanst ayni1 gruplarda
sirastyla %10 -%70, %1.4 -%4.6 ve % 1.7 tespit edilmistir (85). HDV ile ilgili son ¢aligma
1984 yilina iligkindir. Kronik karaciger hastalari, HBV'nin asemptomatik tasiyicilar1 ve akut
HBVlarda 1984'e kadar HDV prevalansi sirasiyla %18, %2 ve % S'tir (86). Giincel bilgi

literatiirde bulunmamaktadir.

Kohat bilim ve teknoloji iiniversitesinde (pakistan) kabil bulasici hastaliklar hastanesi,
merkez kan bankasi ve Merkez laboratuvari'ndan toplam 169 Afganistanli HbsAg pozitif
Ornegi lizerine yapilmis olan bir calismada HBV genotip prevalensini A (%19.53), B
(%7.10), C (%32.54), D (%36.09) olarak rapor edilmistir (87). Iran’da Tahran hepatit
merkezinde kayit edilmis 12 Afgan HBV hastasi lizerine yapilan bir calismada ise tiim
Afgan izolatlarinda HBV genotipi D, alt genotip D1 ve alt tip ayw2'yi ortaya koymustur
(88). Afganistan'daki HCV genotip dagilimini gosteren tek ¢alisma, uyusturucu kullanicilar
arasinda yapilmistir ve diger tim derleme c¢alismalari bu verilere yonlendirilmistir. Bu
calismanin sonucuna dayanarak 113 HCV RNA pozitif uyusturucu kullanicist arasinda alt
tip 3a, dominant olarak % 62.0, ardindan alt tip 1a,% 35.2 ve 1b %2.8 oraninda izlenmistir
(89).

Viral hepatit ciddi sonuglara yol agan onemli hastaliklardir ve enfeksiyonunun sonuglari
konak¢iya ve viral faktorlere baghidir. Kan dolasimindaki viral yiik ve viral niikleotid
dizilimindeki degisim, enfeksiyonlarin sonuglarini etkileyen en Onemli faktdrlerden
birileridir. Ayrica viral hepatitin popiilasyonda prevalensi ve molekiiler profilinin

degerlendirilmesi hepatit kontrol programinin planlanmasi i¢in gereklidir.
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Bu calisma Afghanistan popiilasyonu iizerine ilk kez gerceklesmis olup Afganistan genel

popilasyonunda HBV, HCV ve HDV’nin serolojik ve molekiiler epidemiyolojisi iizerine

odaklanmistir. Genel popiilasyonda HBV, HCV ve HDV enfeksiyon oranlarini
degerlendirmek i¢in HBsAg, Anti-HCV ve Anti-Delta pozitifligini degerlendirilmistir.
Ayrica, HBV epidemiyolojik durumunun daha iyi degerlendirilmesi ve popiilasyonun
duyarlilig1, maruziyeti ve bagisiklik orant hakkinda bilgi elde etmek i¢in Anti-HBcC ve
Anti-HBs da degerlendirmeye alinmistir. Ayrica kilinik agidan 6nemli mutasyonlarinin

prevalensi da incelenmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
41. MATERYAL

Afganistan Ulusal Halk Saglhigi Enstitiisii, Diinya Saghk Orgiitii ile isbirligi iginde
Nangarhar (dogu bdlgesi), Herat (bat1 bolgesi), Mazar-e Serif (kuzey bolgesi), Kandahar
(giiney bolgesi) ve Kabil (merkezi bolge) olmak iizere bes ilden "WHO STEP WISE"
yontemi ile rasgele 5897 kisidan 6rnek alinmistir. Calismanin temel amaci Afganistan'in
ana bolgesel illerindeki bulagici olmayan hastaliklar i¢in risk faktorii diizeyini belirlemekti

ancak bu firsat HBsAg ve Anti-HCV'nin hizli taramasi i¢in da kullanilmustir.

Orneklemede 25-70 yas arasindaki yetiskinler hedef popiilasyon olarak segilmistir. Bu
nedenle, bu sehirlerde siirekli ikamet eden ve katilma izni veren tim 25-70 yaslar
arasindaki erkek ve kadinlar ¢alisma kapsamina alinmistir. Gegici sakinler (yerlesim yeri <6
ay) ve kamplarda ya da asiler tarafindan kontrol edilen giivensiz bolgelerde yasayanlar
calisma kapsamina hari¢ tutulmustur. Kan 6rnekleri segilen kisilerden elde edilmistir ve bir
laboratuvar teknisyeni tarafindan iglenmistir. Daha sonra Kabil'deki Merkez Halk Saglig
Laboratuvari'na (CPHL) gonderilen numuneler, -80 © C'de saklanmistir. Serolojik inceleme
icin her bir bolgeden 100 kis1 bu 6rnek havuzundan rasgele se¢ilmistir. Segilen Grenkler
arasinda numunelerin serum kalitesi degerlendirmesi sonrasinda toplam 492 6rnek ( 269
[% 54.7] kadin ve 223 [% 45.3] erkek ) 38.9 +12 yas ortalamasi ile ¢alismaya alinmistir .
Serolojik calisma igin secilen bireylerin temel demografik bilgileri cizelge 4.1.1°de
verilmistir. Ayrica bu bes ilden Afganistan Ulusal Halk Saglig1 Enstitiisii tarafindan hizh
tarama testi ile pozitif olarak bildirilen toplam 234 HBsAg (40.4+14.5 yas ortalamsi ve
143:91 erkek-kadin orani ile) ve 44 anti-HCV pozitif numunesi (45.5+14.2 yas ortalamasi
ve 22:22 erkek- kadin orami ile) da g¢alismaya dahil edilmistir (molekiiler analizi igin
calismaya dahil edilen popiilasyonun cografi, yas ve cinsiyet temelli dagilimi Cizelge
4.1.2'de gosterilmistir.). Ornekler serolojik ve molekiiler ¢alismasi icin soguk zencir altinda

Ankara Universitesi Hepatoloji Enstitiisiine transfer edilmistir.

Bu calisma Afganistan halk sagligi bakanliginin kurumsal goézden gecirme kurulu
tarafindan subat.10.2016 tarihinde 361537 sayili maktup ile onaylanmistir. Calismaya dahil

edilen tiim katilimcilardan bilgilendirilmis onam formu alinmistir.
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Cizelge 4.1.1. Calisma popiilasyonunun temel demografik 6zellikleri

Bolgeler n Kadin  Erkek  Yas Standart Medyan ~ Mod

ortalams1  sapma

Kandahar 100 63 37 39.6 12 38 40
kabul 100 59 41 34.6 8.9 335 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

Cizelge 4.1.2. Calismaya dahil edilen HbsAg ve Anti-HCV pozitif katilimcilarinin temel
demografik ozellikleri

Katihmcilar) Hizh tarama testinde HBsAg pozitif Hizh tarama testinde Anti-HCV pozitif
Cinsiyet / Yas ortalamasi £SS Cinsiyet / Yas ortalamasi £SS

Bolgeler Ekek |kadin | Toplam |Yas Ortalamasi| Ekek | kadim | Toplam [Yas Ortalamasi
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 4743.46
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. YONTEM
4.2.1. SEROLOJIK TEST

Havuz 6rneginden ¢alismaya dahil edilen 492 6rnek ( 269 [% 54.7] kadin ve 223 [% 45.3]
erkek ) arasinda Abbott Architect otomatik platform iizerinden Abbott Architect
kemiliiminesansli mikropartikiil immiinoassay (CMIA) ticari kitleri kullanilarak Anti-HBc,

Anti-HBs, HBsAg, Anti-HCV ve Anti-HDV pozitifligi tespit edilmistir.
4.2.2. VIRAL NUKLEIiK ASIT EKSTRAKSIYONU

Viral niikleik asit izolasyonu i¢in 750 ul Lizis tamponu + 3.75 ul polyA + 20 ul Proteinaz
K (+ 2.5 pl i¢ kontrol ), 250 pul seruma ilave edilerek iyice Vorteks yapildiktan sonra 57 c?
da 15 dakika bekletilmistir. Lizis siireci bittikten sonra {izerine 750 pl etanol ekleyip 3
dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan lizat Silikali tiiplere aktarip 1 dakika
boyunca 5000 rpmda santrifiuj edilmesi sonrasinda, kolon temiz bir tiibe transfer edilip

alttaki tiipte toparlanmis ¢ozelti atilimistir. Karisim kalani i¢in islem tekrar yapilmistir.

Yikama islemi igin kolona 700 pul Washl tamponu (1/1 oranla etanol eklenmis ) ilave
ettikten sonra 1 dakika 5000 rpmda santrifiuj edilmistir. Yikama islemin devaminda kolon
tizerine 700 pul Wash 2 tamponu (1/4 etanol eklenmis ) ilave edip ldakika 13000 rpmda
santrifiuj edilmistir. Wash tamponlari ile yikama iglemleri bittikten sonra kolon iizerine
700 pl etanol ekleyip 13000 rpmda 1 dakika santrifiuj edilmistir. Ardindan Kolon 10 dakika
boyunca 60 C° kurutulmustur. Kurutma sonrasinda kolon ceperlerinde tutulan niikleik
asitleri kolona indirmek amaciyla 1 dakika 14000 rpmda santrifiij edilmistir. Viral niikleik
asidi elde etmek igin 50 pl eliisyon tamponu eklenip 3 dakika oda sicakliginda bekledikten
sonra ldakika 5000 + 1 dakika 13000 rpmda santrifiuje edilerek kolonun altindaki tiipte

niikleik asidi izole edilmistir

4.2.3. VIRAL YUK TAYIiNi

Viral niikleik asit, 250 pl serum 6rneklerinden RTA viral NA izolasyon kiti (RTA, Tirkiye)

ile izole edilmistir. ( ilgili viral NA izolasyon protokolii Ek-1"de gosterilmistir ).
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Ger¢cek zamanli PCR kiti ile birlikte verilen standart bir i¢ kontrol miktari, drneklerin
ekstraksiyon verimliligini izlemek i¢in ilgili lizis tamponuna ilave edilmistir. Calismaya

negatif ve pozitif kontroller dahil edilmistir.

HBYV viral yiikiin belirlenmesi i¢in ‘RTA HBYV real time PCR kiti’ liretici talimalarina gore
6 ul HBV Mix A, 4 ul HBV Mix B ile 10 ul HBV viral DNA karistirarak BioRad sistemleri
kullanilarak 95 °C’de 10 dakika sicak baslangi¢c sonrasinda 45 dongii 95 °C’de 30 saniye
denatiirasyon, 57 °C'de 60 saniye baglama ve 30 saniye 72 °C'de uzatma ile amplifikasyon

gergeklestirilmistir.

HCYV viral yiikiinii belirlemek i¢in, ‘RTA HCV real time PCR kiti’, asagidaki kosullar ile

kullanilmistir.

9.4 ul HCV Reaction Mix, 0.6 pl HCV Enzyme Mix ile 10 ul HCV viral RNA karigtirarak
BioRad sistemde 45 °C’de 30 dakika cDNA sentezindan sonra 95 °C’de 10 dakika sicak
baslangic ve 45 dongii 95 °C’de 30 saniye denatiirasyon, 58 °C'de 60 saniye baglama ve
30 saniye 72 ° C'de uzatma tek asamali bir real time PCR sistemi ile amplifikasyon

gerceklestirilmistir.

HBYV ve HCV kantifikasyonu WHO standartlar ile standardize edilmis hedef bolgeyi igeren
ve yikii 107 1U/ml, 10° 1U/ml, 10° 1U/ml, 10* IU/ml olan plasmidlar, standard olarak
kullanilmistir. (HBV ve HCV real time PCR ile ilgili PCR kosullar1 ve protokollari sirasiyla
Ek-3 ve Ek- 4'te gosterilmistir).

HDV viral yiik tayininde ise Ankara Universitesi Hepatoloji Enstitiisii biinyesinde Light
Cycler 480 cihazi kullanilarak gelistirilmis 2 asamali bir HDV real time PCR sistemi

kurulmustur.

[lk asamada Transcriptor First Strand cDNA kiti asagidaki kosullar altinda ¢cDNA sentezi
gerceklestirilmistir.

Ekstrakte edilmis 10 ul HDV RNA (kalip RNA), 2 pl random hexamer primer soliisyonu ve
1 pl ddH,0 karistirarak 10 dakika 65°C'de inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda
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4 ul Transcriptor RT reaction buffer, 0.5 pl Protector RNAse Inhibitor, 2 pl dNTP Mix, 0.5
ul Transcriptor Reverse Transcriptase ile toplam hacim 20 ul olacak sekilde 25 °C'de 10
dakika, 55 °C'de 30 dakika, 85 °C'de 5 dakika uygulanarak cDNA sentezlenmistir.

Ikinci asamada Light Cycler 480 cihazi ve Light Cycler 480 Probes Master kiti ( Kitin
talimatlarina gore 0.6 ul probe, 0.6 ul primer F, 0.6 pl primer R, 10 ul probe master, 5 ul
sentezlenmis cDNA veya 5 pl standart ve 3.2 pl ddH20 karistirilir ) kullanarak 95°C'de 5
dakika sicak baglamanin ardindan 40 dongiide 94°C'de 20 saniye denatiirasyon, 60°C'de 60

saniye baglama ve 40°C'de 30 saniye uzama ile amplifikasyon gergeklestirilmistir.

HDYV real time PCR ile ilgili PCR kosullar1 ve protokollar1 sirasiyla Ek-5'te gdsterilmistir.
Ayrica kullanilan primer ve probe setleri Ek-2'de listelenmistir).

4.2.4, AMPLIiFIKASYON

HBYV genotiplemesi i¢in amplifiye edilmis HBV Pre S1 bolgesinin dogrudan sekanslamasi
kullanilmistir. HBsAg antijenisitesi ve Anti-viral direng¢ ile ilgili varyasyonlarin
prevalansini belirlemek icin sirasiyla HBsAg'nin (aa 99-166) major hidrofilik alanindaki “a”
determinant1 (aa 124-147) ve HBV polimerazin ters transkriptaz alani (aal60-257)
amplifiye edilmis ve dizilenmistir. Ayrica HBV serotipleme analizi i¢in de HBV S geninin

dizisi kullanilmistir.

HBV Pre S1 bolgesini amplifiye etmek icin 5 pl Viral DNA, 2.5 pl (10 pmol
konsantasyonunda) F-preS1- 5- GGG TCA CCA TAT TCT TGG GAA CAA GA -3 2.5
pul (10 pmol konsantasyonunda) R-preS1- 5- GCA GGG GTC CTA GGA ATC CTG
ATG -3'), 4 pul (2 mM) dANTPmix, 1.5 pl (25 mM) MgCl,, 2.5 U Tag DNA polymeraz, 5 pl
buffer ve 6 ul ddH,O, toplam hacmi 25 ul olacak sekilde bir PCR sistemi kullanilmustir.
Amplifikasyon, 35 dongii PCR (95 °C'de 30 saniye denatiirasyon, 45 s igin 53 °C'de
baglama ve 1 dakika 72 °C'de uzama) ile gerceklestirilmistir. (Ilgili PCR protokolun
detaylar1 Ek-6'da verilmistir) .

HBV S ve Pol genleri 50 mM KCI, 1,5 mM MgCI2, 0,35 mM Tris-HCI (pH 8.3), 200 uM
dNTP,5U Taq DNA polymeraz  ve, 0,3uM 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 ul
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ekstre edilmis Viral DNA toplam hacmi 50 pl olan ve PZR reaksiyonu 94 °C'de 40 saniye
denatiirasyon, 60 °C'de 1.5 dakika baglama ve 68 °C'de 3 dakika uzama ( her 10 dongiide
uzama siiresi 2 dakika eklenerek toplam 40 dongii ) uygulanmistir. Sekanslamada F-Pol-5'-
GCT ATG CCT CATCTT CTT GTT GGT-3' ve F-S- 5'-GGC AGG TCC CCT AGA AGA
AGA ACT-3' primerleri sirastyla HBV Pol ve HBV S genelerinin dizilenmesinde
kullanilmustir (flgili PCR protokollarin detaylari Ek-7'de gosterilmistir. Ayrica Ek-11'de

dizileme yontemi detaylar1 belirtilmistir).

HCV ve HDV RNA'dan Ters Transkripsiyon asagidaki kosullara gore gerceklestirilmistir: 5
ul eliite RNA, 5 ul 2 mM dNTPmix ve 2.5 pul 10 pmol ters primer ile 3 dakika boyunca 95
°C'de denatiire edilmigtir. Tamamlayict DNA (cDNA) daha sonra 4 ul 5x reaksiyon
tamponu, 4U AMV RT-PCR ve 4.3 pl ddH20 ilavesiyle toplam 20 pl'lik bir hacimde 1.5
saat 42 °C'de sentezlenmistir. (HCV ve HDV RNA'dan cDNA sentezi protokolu Ek-8'de
detaylandirilmistir) .

Gergek zamanli PCR'de HCV pozitif olarak belirtilen tiim 6rnekler, HCV NS5B bolgesini
amplifiye edilip sekanslanmustir ( Ilgili PCR kosullar1 ve sekanslama protokollar1 sirasiyla

Ek-9 ve Ek 11'de gosterilmistir).

HCV NS5B bolgesi, 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 kullanilarak

yari-nested bir PZR sistemi kurarak amplifiye edilmistir.

Her bir primerin 2.5 ul (10 pmol), 5 ul 2 mM dNTPmix, 3 ul 25 mM MgCI2, 2.5 U Taq
DNA polimeraz, 5 ul 1 x tampon ve 26.5 pl ddH20 ve 5 ul cDNA ile toplam hacmi 50 pl
olacak sekilde bir karisim hazirlanmigtir. 95 © C'de 5 dakika siireyle baslangic
denatiirasyonu ardindan 95 °C'de 30 s denatiirasyon, 56 ° C'de 30 saniye baglama 72 ° C'de
1 dakika uzama 35 dongii uygulanmistir. Calismada uygulanmig NS5B bolgesi amplifiye
kosullar1 Ek-9'da detaylari ile gosterilmistir.

Tim anti-HDV pozitif ornekler, ger¢ek zamanli PCR ile dogrulanip tiim genom
dizilemesini denenmistir ancak diisiikk pozitifligindan dolayr uygun olarak amplifiye

edilememistir; Bu nedenle, yanlizce bir numunenin Anti-HDV bolgesini 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 edilmistir.
HDV-B primer seti ile HDV ¢cDNA amplifikasyonu i¢in 5 pul cDNA, her primerden 2.5 ul
(10 pmol), 5 ul 2 mM dNTPmix, 2 pl 25 mM MgCl,, 2.5 U Taq DNA polymeraz, 1x buffer
ve ddH,0 toplam 50 pl'lik bir reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra 94 °© C'de 5 dakika
boyunca baslangi¢ denatiirasyonu, ardindan 35 dongiide 94 ° C'de 40 s denatiirasyon, 65 °
C'de 1.5 dakika baglama ve 68 ° C'de 3 dakika uzatma uygulanmustir. ( Ilgili PCR kosullari
Ek-10'da gosterilmistir).

Genotiplemede kullanilan primer setleri EK-2'de listelenmistir.

4.2.5. DIZILEME YONTEMIi

PCR fdirlinleri, silika bazli bir yontemle saflastirildi. Dizileme Big Dye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kitin imalatg1 talimatlarina gére ABI 310 Automated Sequencer

cihazinda yapilmigtir. Dizileme protokolu Ek-11'de detaylandirilmistir.

4.2.6. GENOTIiPLEME VE FiLOGENETIK ANALIZi

HBV, HCV ve HDV pozitif serumlardan elde edilen tiim diziler manuel olarak diizeltilmis
ve GenBank veri tabaninda karsilik gelen referans dizilerinin bolgeleri ile hizalanmustir.
Filogenetik karsilastirma, MEGA7 yazilim paket programi kullanilarak mesafe matrisi /

UPGMA yontemi ile Kimura 2- parametresi ve 1000 bootstrap degeri ile yapilmistir(90).

Ayrica HBV ve HCV genotiplemesi i¢in sirastyla Hepatit B Virlis Veritabam

genotiplendirme aracin1 ve geno2Pheno veri tabanindan da faydalanmustir.

Sirasiyla 61 HBV, 29 HCV ve 1 HDV Afgan izolatlarinin dizilenmis Pre-S1, NS5B ve
HDAg bolgeleri sirasiyla MHO048707 - MHO048767, MH048808 - MHO048836 ve

MHO048837 accession numaralar ile GenBank'ta mevcuttur.

Ayrica, variyant analizler i¢in kullanilan HBsAg protein geni ve HBV polimeraz geni,
sirastyla MH048768 - MH048787 and MH048788 - MH048807 numaralariyla GenBank'ta

mevcuttur.
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4.2.7. ISTATISTIKSEL ANALIZI

Analizlar, VassarStats Istatistik Hesaplama programi kullanilarak gerceklestirilmistir (ilgili

programin web tabanli sayfasina http://vassarstats.net/ adresinden ulasilmaktadir) (91).

Serolojik markorlerin ve tespit edilen genotiplerin cinsiyet, yas ve cografi dayal
prevalansini saptamak i¢in, sonuglar betimsel istatistik kullanilarak  gruplar halinde

Ozetlenmistir.

Hepatit gostergelerinin gruplar i¢cinde ve gruplar aras1 anlamli farkliliklarini saptamak igin,

Pearson chi square ve Fisher exact testleri kullanilmustir.

Her bolgedeki degisken frekanslar1 Z-Testi kullanilarak c¢alisma popiilasyonu ile
karsilastirilmistir.  Degiskenler arasindaki korelasyonun belirlenmesi igin Pearson
Korelasyon Katsayis1 ve Spearman'in degiskenler arasindaki Rho analizi de yapilmistir.
Tiim analizler %95 giiven aralig1 ile yapilmistir ve istatistiksel anlamlilik 0.05'den kiigiik bir

P-degeri olarak tanimlanmustir.

32



5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. HBV, HCV VE HDV SEROLOJIK BELIRTECLERIN DAGILIMI

Serolojik gostergelerin  degerlendirmesi i¢in c¢alismaya katilan popiilasyonun temel
demografik ozellikleri ¢izelge 4.1.1'de gosterilmistir. Caligmaya katilan 269 kadin ve 223
erkek’ten sirasiyla 74 (% 27.5) ve 75 (% 33,63) bireyde Anti-HBc pozitift olarak
sonuclandirilmistir. Calisma popiilasyonun genelinde ise 149 (%30.28) belirlenmistir.
Calisilan bireylerin 136'sinda (% 27.64), Anti-HBs > 10.0mIU / mL titresi saptanmustir.
Bunlardan 74" (% 27) kadin, 62'si (% 27,80) erkekti. Sadece Anti-HBs pozitif olan bireyler
40 (% 8.13) kisiydi. Doksan alt1 kisi (% 19.51) ayn1 anda Anti-HBc ve Anti-HBs pozitifligi
gostermistir. HBsAg seropozitifligi kadinlarda ve erkeklerde sirasiyla 14 (% 5.2) ve 17 (%
7.62) iken c¢alisma popiilasyonu i¢in HBsAg pozitiflik orant 31 (% 6.3) olarak
belirlenmigstir. Anti HCV pozitif sadece 8 (% 1.62) kiside (bes kadin ve ii¢ erkek)
saptanmigtir; bunlardan dordiinde (1 kadin ve 3 erkek) Anti-HBc pozitiftik de gosterilmistir.
Serolojik ¢alisma popiilasyonumuzda Anti-delta pozitifligi hi¢ bir bireyde saptanmamustir.
HBV ve HCV c¢alisilan serolojik belirteglerin cinsiyete dayali dagilimi cizelge 5.1.1'de

gosterilmistir.

Cizelge 5.1.1. HBV ve HCV serolojik belirteglerinin cinsiyete dayali dagilimi

Anti-HBc Anti-HBs HBsAg Anti-HCV
H Kadin 27.5% 27.5% 5.2% 1.9%
M Erkek 33.6% 27.8% 7.6% 1.3%
H Toplam 30.3% 27.6% 6.3% 1.6%

40.0%
35.0%
30.0%
25.0%
20.0%
15.0%
10.0%

5.0%

0.0%

B Kadin mErkek M Toplam
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Belirteglerin en diisiik prevalanst sirasiyla Kandahar'da ve kabil'de goriilmistiir.
Kandahar'da anti-HBc ve HBsAgQ pozitiflik oran1 diger bolgelere gore daha diisiik olsada
erkeklerde kadinlardan anlamli derecede yiiksekti (p = 0.02 ve P = 0.04). En yiiksek anti-
HBc pozitiflik orani sirasiyla Nangarhar'da %48.4, Mazar i serifde %41.4 ve Herat'ta %29
goriilmiistiir. Ayrica Nangarhar bolgesinde erkek ve kadin arasinda anlamli derecede
farklilik vardir (p = 0.01). Mazar-i-serif'de anti-HBs pozitifligi diger bolgelere kiyasla
onemli derecede yiiksekti (%37.4) (P =0.02). Ardindan Nangarhar %31.2 ve Herat'ta %26
ile sirasiyla en yiiksek anti-HBs pozitif oranina sahiptir. Herat'ta ise HBsAg pozitiflik orani
diger bolgelere gore daha yiiksekti (%9). Nanarhar ve Mazar i serif ise ardindan sirasiyla
%7.5 ve %7.1 pozitiflik orani ile en yiiksek bolgelerdir. Anti-HCV pozitiflik orani ise en
yiiksek Nangarharda (%3.22) tespit edilmistir. Calisma popiilasyonun genelinde serolojik
belirteglerin dagiliminda erkeklerle kadinlar arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark
bulunmamustir. Arastirilan serolojik belirteclerin cografi ve cinsiyet temelli dagilimi ¢izelge

5.1.2 ve gizelge 5.1.3'te gosterilmistir.

Cizelge 5.1.2. HBV ve HCV serolojik belirleyicilerinin cografi temelli dagilimi

60.0%
50.0%
40.0%
30.0%
20.0%
10.0% I
0.0% . I I I - 1 |
Anti-HBc Anti-HBs HBsAg Anti-HCV
B Kandahar 12.0% 21.0% 3.0% 1.0%
M 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%
W Herat 29.0% 26.0% 9.0% 1.0%
H Toplam 30.3% 27.6% 6.3% 1.6%
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Cizelge 5.1.3 Arastirilan serolojik belirteclerin cografi ve cinsiyete dayali dagilimi

erlirteg Anti-HBC Anti-HBs HBsAg Anti-HCV Anti-HDV
Bolgeler Kadin:Erkek Kadin:Erkek Kadin:Erkek Kadin:Erkek Kadin:Erkek
Kandahar 4.8 [%12.0] | 147 [%21.0] | 0:3 [%3.0] | 1:0 [% 1.0] | 0:0 [% 0.0]
Kabil 14:8 [%22.0] | 158 [%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 [9% 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] | 45 [%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 [%16] | 0:0  [%0.0]

Anti-HBc ve anti-HBs prevalansi yas gruplari arasinda anlamli bir farklilik gostermektedir

ve yasla birlikte artmaktadir (P = 0.01, P = 0.001). Ote yandan, HBsAg prevalans1 yas

arttikga goreli bir diisiis gostermesine karsin, 55 yas lizerindeki yas grubundaki HBsAg ve

anti-HCV pozitifligi diger yas gruplarina gore daha yiiksektir. Bununla birlikte, HBsAg

orani ile yas arasinda anlaml1 bir iligki bulunmamistir. HBV ve HCV serolojik belirteglerin

yas gruplar1 arasinda dagilimu gizelge 5.1.4'te gosterilmistir.

Cizelge 5.1.4. HBV ve HCV serolojik belirteglerin yas tabanli dagilimi
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10.0%
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Anti-HCV

25-34 Y1l
23.6%
20.2%
7.2%
1.0%

35-44 Y1l
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Genel olarak, ¢calisma popiilasyonunun 296 [% 60.16] 6rnegi, ¢alisilan tiim hepatit B
belirtegleri igin negatif oldup duyarli popiilasyon olarak degerlendirilmistir ( ¢izelge 5.1.5).
Kandahar'daki duyarli niifus oranm1 genel niifus oranindan belirgin sekilde yiiksekti (P=
0.008). Duyarlihik oram1 yasla negatif korelasyon gostermektedir (yasla birlikte
azalmaktadir) (P = 0.01). Ote yandan, anti-HBs pozitiflik oran1 yasla birlikte énemli bir
artig gostermektedir (P = 0.001).

Cizelge 5.1.5 Calisma popiilasyonun HBV serolojik yorumlama gruplari

Grup Durum Say1 Oran %
Anti-HBC Negatif

Anti-HBs Negatif 296 % 60.16
HBsAg Negatif

Anti-HBC Pozitif

Anti-HBs Pozitif 96 % 19.51
HBsAg Negatif

Anti-HBC Negatif

Anti-HBs Pozitif 41 % 8.33

HBsAg Negatif

Anti-HBC Pozitif

Anti-HBs Negatif 28 % 5.69

HBsAg Negatif

Anti-HBC Pozitif

Anti-HBs Negatif 23 % 4.67

HBsAg Pozitif

Anti-HBC Negatif

Anti-HBs Negatif 7 % 1.42

HBsAg Pozitif

Anti-HBC Negatif

Anti-HBs Pozitif 1 % 0.20

HBsAg Pozitif
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5.2. HBV, HCV VE HDV MOLEKULER EPIDEMIYOLOJiSI SONUCLARI

Daha once Afganistan Ulusal Halk Sagligi Enstitiisii tarafindan HBsAg pozitif olarak
bildirilen 234 hasta (yas ortalamasi 40.4+14.5 olan 143 [61.1%] erkek ve 91 [38.8%] kadin)

ve serolojik ¢alismamizdaki 31 HBsSAgQ pozitif katilimci (yas ortalamasi 40.2+14.1 olan 17
[% 54.8] erkek ve 14 [%45.1] kadin) arasinda 225 kiside HBV DNA saptanmustir.

HBV DNA'nin viral yiikii, Real-Time PCR testi ile 6.1 x 10" ile 1.2 x 10° IU / mL

araliginda Ol¢ililmiistiir. Bunlarin arasinda yiiksek viral yiik (> 10,000 IU/mL) ve orta viral
yiik (2,000 -10,000 IU/mL) oranlar1 sirasiyla % 21.3 ve %17.7 iken disiik viral yiik (<
2,000 IU/mL) oran1 % 60.8 olarak tespit edilmistir ( Cizelge 5.2.1).

Cizelge 5.2.1. Calisma popiilasyonu arasinda HBV, HCV ve HDV viral yiik dagilimi

Bolgeler Erkek: Kadin Genel
Herat | Kabil |Kandahar | Mazar| Nangarhar |Toplam| Toplam |YO +SS

Viral Yiik

<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
HBV

210,000 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

< 800,000 1U/mL 2:5 3:3 2:1 4:3 3:3 15:14 29 45.5+14.2
HCV |> 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

<10000 Kopya/ml 0:1 0:1 1:1 1:0 0:0 2:3 5 47.416.5
HDV |>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 47.416.5
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Real time PCR ile HBV DNA's1 pozitif tespit edilen 6rnekler, HBV genotiplendirmesi i¢in
geleneksel PCR ile Pre S bolgesini amplifiye edilmesi planlanmistir ancak ¢ogu 6rneklerde
HBYV DNA konsantrasyonu diisiik oldugu i¢in ¢ogunda amplifikasyon basarisiz olmus olup
sonu¢ olarak 61 HBV pozitif numunesinde pre-S bolgesinin  amplifikasyonu ve

sekanslamasi sonrasinda HBV DNA genotiplendirmesi yapilmistir.

Afgan hastalarinin sekanslar1 daha 6nce GenBank'da yayinlanan HBV referans suslar ile

karsilagtirarak ve sonrasinda da https://hbvdb.ibcp.fr/HBVdb/HBVdb adresinden (92)

Hepatit B Virlis Veritaban1 genotiplendirme aracin1 kullanarak, genotip D olarak
simiflandirilmistir. Filogenetik analizinde, tiim Afgan izolatlar1 % 99 bootstrap degeri ile
genotip D dalina (60 numune alt-genotip D1 ve bir numunenin alt genotip D4'te) dagildigini
dogrulamistir. (HBV'nin Pre-S bolgesinden distance matrix / UPGMA yontemi ile (Kimura-
2 correction ve 1000 bootstrap degeri) elde edilen filogenetik agag sekil 5.2.1'de

gosterilmistir).
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Sekil 5.2.1. HBV'nin Pre-S boélgesinden distance matrix / UPGMA yontemi ile (Kimura-2
correction ve 1000 bootstrap degeri) elde edilen filogenetik agac

Buna ek olarak 20 hastada HBV kii¢iik yiizey antijen bolgesi ve polimeraz geninin ters
transkriptaz (rt) bolgesi da amplifiye edilmistir ve daha sonra sekanslanmigtir. HBSAgQ
bolgesindeki alt tip ile iligkin amino asit kalintilar1 , tim Afgan hastalarinda 122 Arg, 127
Pro, 140 Thr, 159 Gly ve 160 Lys olup, sonug olarak buldugumuz baskin alt tip ayw2
oldugu tespit edilmistir. (ilgili protein dizisi Sekil 5.2.2'de gosterilmistir). Ayrica, kiigiik
ylizey 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) mutasyonlar tespit edilmistir (Ilgili

protein dizisi Sekil 5.2.2 gosterilmistir).

39



100 X Bl 0 HAO0 W5 5 G Lol G 0000 Boo & B0ar b LATER TR | T AR |

Name VQGWLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCUHTTAQGTSHYPSCCCTKPSDGNCTC I PIPSSWAFGKFLWEWAS
1Hestsaes | . ... PN RA NP E NASH BN EA LE A BN EA LR RB R SR BE BN N A RS Wb B B RN R
2.Afg1 V-l IR RS N i R D T K WU N TN K DU I = i W =l o
A2 | ;N T M b wn oo o S B R W B K R D R S MR S R
CAOOC. - C ¢ souwt wang us R TILE Ty Poygun e88 SUNY SE8T SANE QUL BR WG SR UL BRE BEH i B
5. Afgd § i i PTG 3 F

SRS . .. . P B Fiiss MERLIN NN an MDY L4m UDY Elks JUBY Loy MUY Elks D) Piks ) |
7.Afg6 . 5 o T o P .

8.Afg7 ¢ 4 57 TP

9.Afg8 g i 5 BT

10, A9 = ) o0 P

11, Afg 10 . 7§ TP

12, Mg 11 ¢4 5 w T b

13, Mg 12 g i ? BTGP

14, Mg 13 i TP

15, Afg 14 . o Ty P

A5 | . R . 4 P w TP

i R T ETACMEREE LDE SO EE SADE SO E R RN R BASE BE AR B

TR, . .. i v e R L e =i e I SR W o WS D RSN RS AR RS T
A8 N 2
AR ¢ ¢ omn o mae NESA R EEN BAER Tu B paun c8d 8Nt 68T SRR SRUD BENG SRRD BAN BUHF B
21.Aflg20 SEA RETE RE3E TR ER LD T Mn A5 B R BB AR SR RE EE R BN E B R

Sekil 5.2.2. Afgan izolatlarinin HBsAg bolgesinin 115-160 amino asit dizisi

Antiviral tedaviye direngli mutasyonlari tanimlamak i¢in, HBV polimerazin ters
transkriptaz (rt) bolgesindaki 169 lle, 173 Val, 180 leu, 181 Ala, 184 Thr, 202 Ser, 204 Met,
207 Val, 208 val, 213 Ser, 215 GIn, 217 Leu, 219 Ser, 221 Phe, 233 lle, 236 Asn, 248 Asn
ve 250 Met pozisyonlar analiz edildi ve S213T% 10 (2/20) ve Q215P% 5 (1/20)
mutasyonlar1 tespit edildi (Sekil 5.2.3). Afgan izolatlar1 arasinda HBV S ve HBV pol

genlerinde klinik olarak 6nemli mutasyonlarin siklig1 ¢izelge 5.2.3'te gosterilmistir.

A60 L e ok o JATO G b LA Lo o190 . .. 200 el L L e 2L L 00 - 0B
Algt HPI | LGFRKI PMGVGLSPFLLAQFTSAI CSVVRRAFPHCLAFSYMDDVVLGAKSVQHLESLFTAVTNFLLSLGI HLNPNKTKRWGYSLHFMGYVI GCY
LASEASSARAY AAS B LESE 45 53 BNAASANESEESS § 38 S95838 8 4 B BASEAE 1 A8 ARASEANSAESSE SSARANH
Ay 3 (458 BA534H 53 HAESE
LLAYEASSARSY A5 RANEAR A3 AASSNASNEASSNASHE 8 48 AA5S48 4 4 8 SSNAASS
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Sekil 5.2.3. Afgan izolatlarinin HBV polimeraz bolgesinin 160-257 revers transkriptaz (rt)
domeninin amino asit dizisi
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HBV DNA'’s1 pozitif olan 225 hasta arasinda 5 kisida HDV ile ko-enfeksiyon tespit
edilmistir ( yas ortalamas1 49.2 + 5 ve viral yiik araligi 5.3 x 10% ile 2.2 x 10* IU / mL ) (
gizelge 5.2.1). Bunlarin arasinda yanlizce bir Ornegi amplifiye edip dizilenmistir.

Filogenetik analizinde da HDV genotip I olarak tanimlanmustir(Sekil 5.2.4).

a3 —— AB038679.4
100 L AF309420 4
AF209859 4
- 100 I:AEH 18847 4
100 —————— AM183333.7
AJ584844 T
| a5 AX741169.8
100 AM183330.8
U19598 2
93 13 AJ309880.2
64— AM183329 6
wo[ L AJ5848476
AM183332.6
AM183331.5
AJ584848 5
62| —————— AM183326.5
Fel  AJ5BABAS 5
HQO05372.1
pp AFG1
AY633627 1

— AB037947 3
100 L— AB037948.3

100

0.3 0.2 0.1 0.0

Sekil 5.2.4. HDV'nin HDAg bdlgesinden distance matrix / UPGMA yontemi (Kimura-2
correction ve 1000 bootstrap degeri) ile elde edilen filogenetik agag.
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Diger yandan, 44 Anti-HCV pozitif (yas ortalamasi 45.5 + 14.2 olan 22 (% 50) erkek ve 22
(% 50) kadin) katilimcilar arasinda real time PCR ile yapilan viral yiik tayininde 29 bireyde
viral yiikii 9.5 x 10° ile 6.7 x 10* IU / mL araliginda olan HCV-RNA saptanmistir. HCV
RNA vyiikiinii degerlendirilen katilimcilarin hepsi < 800,000 IU/mL olmasindan diisiik viral
yiik olarak degerlendirilmistir ( ¢alisma popiilasyonu arasinda cografi ve cinsiyete dayali

HCYV viral yiik dagilimi gizelge 5.2.1'de gosterilmistir).

Viral yiikii pozitif olan orneklerde HCV genomun NS5B bolgesi (kodon 242-340)
amplifiye edilmistir ve daha sonra dizilenmistir. Filogenetik analizi sonucunda , HCV-1b 22
(75.86%), HCV-3a 6 (20.69%) ve HCV-3b 1 (3.44%) hastada saptanmustir.

HCV'nin NS5B bolgesinden distance matrix / UPGMA yontemi (Kimura-2 correction ve
1000 bootstrap degeri) ile elde edilen filogenetik aga¢ Sekil 5.2.5'te gosterilmistir. Ayrica
calisma popiilasyonu arasinda HCV genotiplerinin ve alt genotiplerinin siklig1 cizelge

5.2.2'de gosterilmistir.

Ek olarak, geno2Pheno veri tabanin1 (93) kullanarak ekstra genotipleme analizi yapilmistir
ve filogenetik analizi ile elde edilen sonuglari dogrulanmistir. Ayrica geno2Pheno veri
tabanin1  kullanilarak NS5B bolgesinde (kodon 242-340) yapilan mutasyon analizi
sonucunda 22 HCV 1b katilimcilarinda 16 bireyde C316N mutasyonunu tespit edilmistir.
Afgan izolatlar1 arasinda HCV NS5B bolgesinde klinik olarak 6nemli mutasyonlarin siklig
cizelge 5.2.3'te gosterilmistir.
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Sekil 5.2.5. HCV'nin NS5B boélgesinden distance matrix / UPGMA yontemi (Kimura-2
correction ve 1000 bootstrap degeri) ile elde edilen filogenetik agac
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Cizelge 5.2.2. popiilasyon ¢alismasi arasinda HBV, HCV ve HDV genotiplerinin ve alt
tip/genotiplerinin sikligt

Serolojik Real time PCR
- - Dizilenmis Genotip Alt tip/genotip
olarak pozitif pozitif
D1 60 [%98,37]
HBV 234 225 61 D 61 [%100]
D4 1 [%1.63]
1 22 [%7586] | 1b 22 [%75.86]
HCV 44 29 29 3a 6 [%20,69]
3 7 [%24.13]
3b 1 [%3,44]
HDV 5 5 1 | 1 [%100] []
Cizelge 5.2.3. Afgan izolatlar1 arasinda HBV S geni, HBV pol geni ve HCV NS5B
bolgesinde klinik olarak dnemli mutasyonlarin sikligi
Tgili gen Mutasyon Siklik %
Y100 3/20 % 15
Q101 1/20 % 5
G102 3/20 % 15
HBV S geni ((2a100-167) (MHR alani))
T115 9/20 % 45
P120 1/20 % 5
T131 1/20 % 5
S213T 2/20 % 10
HBV pol geni (aal60-257)
Q215P 1/20 % 5
HCV NS5B (aa 242-340) C316N 16/29 % 55,1
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

HBV ve HCV, Afganistan'da endemiktir. Bu {ilkede HDV prevalanst hakkinda
giincellenmis bir veri yoktur (94). Bu hastaliklarla ilgili birgok c¢alisma, uyusturucu
kullanicilari, mahpuslar, seks is¢ileri gibi yiiksek risk gruplar1 arasinda yapilmistir ancak
genel popiilasyonu ¢ok daha az dikkate alinmigtir (95). Bunun yanisira, bu tiir spesifik
gruplarda veya genel popiilasyonda viral hepatitlerin molekiiler profil verileri ¢ok

yetersizdir.

HBV, HCV ve HDVnin serolojik ve molekiiler epidemiyolojilerini daha iyi
degerlendirebilmesi icin eriskinlerde Anti-HBc, Anti-HBs, HBsAg, Anti-HCV ve Anti-
HDV arastirilmas1 yanisira Afgan popiilasyonunda dolagan viral genotipler, alt genotipler
ve alt tipler da incelenmistir. Ayrica HBsAg antijenisitesi, HBV ve HCV antiviral direnci
ile iliskili olan HBsAg, HBV polimeraz ve HCV NS5B gen mutant varyantlarinin

prevalansi da dikkata alinmistir.

6.1.1. HBV, HCV VE HDV SEROLOJIK BELIRTECLERININ
EPIDEMiYOLOJIK DEGERLENDIRILMESI

HBV veya HCV i¢in potansiyel olarak enfeksiyoz bireyler, kan 6rneklerinde sirasiyla
HBsAg ve Anti-HCV arti saptanabilir HCV RNA'nin varligi ile tanimlamaktadir[95-97].
HDV enfeksiyonu sadece HBsAg-pozitif bireylerde goriilmektedir (86). Afgan
popiilasyonunda HBsAg veya anti-HCV pozitifligini arastiran birkag¢ sinirli ¢alisma

bulunmaktadir, ancak Anti-Delta prevalansi konusunda giincel bir ¢alisma yoktur.

Mart-Aralik 2006 tarihleri arasinda Kabil'deki Merkez Kan Bankasi'nda yapilan
aragtirmalar, kan donoérlerinde HBSAg ve anti-HCV prevalansi sirasiyla %3.9 ve %1.9
oldugunu gosterilmistir (98). Ayrica, 2003 ve 2011 yillar1 arasinda yapilan ¢alismalar, HBV
ve HCV enfeksiyon oranlari sirasiyla % 1,9 ve % 1,1 tespit edilmistir (99-101). Son
yillardaki ¢alismalarda, iilkenin farkli bolgelerinde HBV ve HCV prevalansi sirastyla %2 -
%5,6 ve %0,2 - %1,1 olarak belirlenmistir (23-26). Hepatit B enfeksiyonun prevalansi
2003-2011 wyillart ile karsilastirildiginda, goreceli bir artis gosterse de, c¢alismamizin
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bulgular1 yakin tarihli ¢alismalarla uyumludur. Aksine, hepatit C viriisliniin prevalansi

degismemistir ve % 1.1 - % 1.9 araliginda kalmistir.

HBV ile dogal enfeksiyona maruz kalan bireylerde bulunan ve Anti-HBs'lerin
kaybolmasindan sonra uzun siire devam edebilen anti-HBc, siklikla ge¢mis HBV
enfeksiyonunun kanitt olarak yorumlanmaktadir (102). Anti-HBc pozitif bireylerin
cogunlugu saglikli goriinse de, bazilarinda saptanabilir HBV DNA'nin varligi nedeniyle
potansiyel olarak enfeksiyozdiir (103). Afganistan'da Anti-HBc'nin yaygiligina iliskin bilgi
eksikligi vardir. Tek kaynak olan Iran'n giineybatisindaki Bushehr miilteci kamplarindan
birinde (Dalaki kampi) yasayan miilteciler iizerine yapilan bir ¢alisma, Anti-HBc ig¢in
%85,1'lik bir yayginlik gostermektedir (101). Mevcut ¢alismada, illerdeki yayginlik farkli
bolgelerde diisiik ile yiiksek (%12 - %48,4) arasinda degismektedir, ancak ulusal yayginlik
nispeten yiiksektir. Bu nedenle, kan dondrlerinde Anti-HBc taranmasi tartisilabilir

durumdadir.

Yeterli Anti-HBs varligi genellikle dogal enfeksiyon veya basarili asilama ile elde
edilmektedir ve HBV enfeksiyonuna karsi bagisiklik olarak yorumlanmaktadir (104).
Afganistan'da yetigkinler i¢in kapsamli bir agilama programi olmadigi icin, ¢aligmadaki
popiilasyonun % 27,6's1 dogal enfeksiyon sonucu bagisiklik kazandigi (Anti-HBs titreleri >
10.0 mlU / mL) distindiirilmektedir. Hepatit B asis1 2006'dan bu yana Bagisiklama
Genisletilmis Programina entegre edilmistirr. WHO-UNICEF 2016'da tahminine gore
bebeklerin yiizde 65'1 dogum dozunu takiben 3. doz hepatit B asis1 almistir (105). Asi

kapsamini artirarak, toplumun duyarli niifusunun azalacagi umulmaktadir.

Kan dolasimindaki viral yiik viral aktivitenin 6nemli bir gostergesidir (106). viral yiiki
<2,000 IU/mL ve HBsAg seviyesi <1000 IU / mL olan hastalar1 inaktif enfeksiyon veya
tastyicilar olarak tanimlanmaktadir (107). Inaktif tasiyicilar, dnemli bir bulasma kaynag
olabilen en genis hasta grubunu olustururlar (108). Dikey gecis, Afganistan gibi endemik
bolgelerde hepatitin asil bulagsma yoludur. Enfeksiyonunu annelerinden alan bebeklerin
yiizde 90'indan fazlasinda en son kronik enfeksiyon gelisecektir (109). Yiiksek maternal
viral yiik, aynm1 zamanda, dogumdaki asilamanin basarisizliginda da en 6nemli faktordiir
(110). Hepatit viral yiikii tayini pahali ve Afganistan'in tiim bolgelerindeki herkes icin

heniiz mevcut degildir.
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6.1.2. HBV, HCV VE HDV MOLEKULER EPIDEMiYOLOJIiK SONUCLARIN
DEGERLENDIRILMESI

Aragtirmanin bulgulari, genotip D'nin HBsAg pozitif olan Afgan hastalarinda bulunan tek
genotip oldugunu ve dominant alt genotip olarak D1'in bulundugunu gostermektedir. Ayni
zamanda, bu ¢alismada S genini inceleyen tiim katilimcilarin serotip olarak ayw?2 alt tipine
sahip oldugu tespit edilmistir. Iran'da on iki HBsAg pozitif Afgan hastasi iizerinde yapilan
bir ¢alismada, elde ettigimiz sonuglar ile aymi profili géstermistir (87). Kohat Bilim ve
Teknoloji  Universitesi-Pakistan Afganistan niifusu arasinda 214 HBsAg pozitif
orneklemiyle yaptig1 bir baska calismada HBV genotiplerinin heterojen bir dagilima sahip
oldugunu beyan etmektedir(88).

Calismamizin bulgulart Afganistan'da HCV'min 1b alt tipi dominant oldugu ifade
etmektedir. Literatiir arastirmasinda Afganistan'da HCV genotipinin dagilimmi gostern
sadece bir ¢alisma mevcuttur ve diger tiim derleme ¢aligmalari bu verilere isaret edilmistir.
Bu calismaya dayanarak, intravendz uyusturucu kullanicilart arasinda, HCV-3a (% 62),
baskin alt tiptir. Ardindan HCV alt tip 1a %35.2'de izlenmistir, bunu takiben genotip 1b (%
2.8) izlenmistir (89). Diinya c¢apinda gesitli ¢alismalar, intravendz uyusturucu kullanicilar
arasinda hepatit C genotiplerinin dagiliminin genel popiilasyondan farkli oldugunu
kanitlamigtir (111). Bu nedenle, bu ¢alismada ilk kez Afganistan'in genel popiilasyonu

arasinda dolasan HCV genotiplerinin molekiiler profili sunulmaktadir.

HBYV, alt genotip D1, D2 ve D3 diinya ¢apinda yaygindir. Alt-genotip D3, Asya (Dogu
Hindistan), Giiney Afrika ve Avrupa'da yaygin olarak bulunurken, alt genotip D4
Avustralya'da bulunur ve D5 alt-genotipi dogu Hindistan ve Japonya'da siktir (112-113).
Afganistan'in bat1 komsusu olan Iran'da, birgok calisma, genotip D'nin ¢ogu ilde baskin
oldugunu, ancak iilkenin bazi bolgelerinde genotip B'nin de rapor edildigini gdstermistir
(114). Ayrica HCV'nin en sik goriilen alt tipleri sirasiyla la, 3a ve 1b'dir (115-117). Benzer
sekilde, HBV genotip D, Pakistan'in tiim bdlgelerinde en sik rastlanan genotip olup, bunu
sirasityla. A + D kombinasyonu ve A genotipi izlemektedir (118). Pakistan'in tiim
bolgelerinde HCV genotip 3 baskindir. Genotip 1 ve 2 sirastyla ikinci ve {igiincii siklikta
goriilmektedir (119). Kanitlar, Orta Asya iilkelerinde de genotip D'nin (% 88'e kadar)
dominant HBV enfeksiyonu oldugunu goéstermektedir (120). HCV genotipi 1 (% 70.4),
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ozellikle 1b, bu bolgedeki en stk HCV enfeksiyonu olup, bunu sirasiyla genotip 3 (% 19.6)
ve genotip 2 (% 8.6) izlemektedir (121-122). Calismamizin bulgularina dayanarak
Afganistan'daki HBV enfeksiyonun molekiiler 6zellikleri, komsular1 olan batida Iran,
giineydoguda pakistan, kuzeyde Orta Asya iilkelerine benzer oldugu, ancak HCV'nin baskin
genotipi bat1 ve giineydogu bolgedekinden farkli olup orta dogudakina benzer oldugunu

gostermektedir.

HDYV iizerine yapilan son ¢alisma 1984'e kadar uzanmaktadir. 1984'e kadar HDV prevalansi
kronik karaciger hastaligi olanlarda % 18, asemptomatik hepatit B tastyicilarinda % 2 ve
akut hepatit B hastalarda % 5 olarak bildirilmistir (86). Calismamizda saptanabilir DNA’ya
sahip HBsAg pozitif katilimcilarinda Anti-HDV prevelans1 % 2.2 olarak belirlenmistir ve
bu da yillar iginde anlamli bir degisiklik olmadigini gostermektedir. Genotipleme i¢in bir
Ornegin analizi, popiilasyonun tiim popiilasyona genellestirilmesi i¢in gercekten yetersiz
olmakla birlikte, HDV-I, diinyada en yaygin genotip olmasi sebebiyla, Afganistan'da da
yaygin bir genotip olmasi beklenmektedir (123).

Genotip, viral yiik ve spesifik viral mutasyonlar dahil olmak iizere bir¢ok viral faktor
hastaligin seyri ve tedaviye yanitla iligkili bulunmustur (29). HBV polimeraz geninin ters
transkriptaz alani (aal60-257) ve HBsAg'nin (aa 99-166) major hidrofilik alanindaki “a”
determinant1 (aa 124-147) sirastyla HBV'ye kars1 yeni antiviral ajanlar1 ve agilama veya

serolojik immunoassay antikorlarin ana hedefleridir (124).

HBYV polimeraz genindeki N248 ve Q215 lokiislerindeki mutasyonlar siklikla bulunur, fakat
ilag direnci ile olan iliskisi tartismalidir (125-126). Bununla birlikte, literatiirde, rtQ215S
mutasyonu olan hastalarin karaciger hastaliginin progresyon riskinin daha yiiksek oldugunu
(125), S213T'nin hepatoseliiler karsinomla iliskili bir aday mutasyon oldugunu (127) ve
tedavi sirasinda N248H'min antiviral ilagclara HBV duyarlilifin1 azaltabilecegini 6ne
stirmektedir (126). HBV genotip D, ¢alisilan diger HBV genotiplerine kiyasla ciddi
hastaliklara ve ila¢ direncinin daha yiiksek olmasina neden olabilir. Aksine, genotip A ve B
hastalar1 interferon bazli tedaviye C ve D genotiplerine gore daha iyi yanit verirler (59).
Benzer sekilde, HCV alt tip 1b'nin, diger HCV genotiplere kiyasla daha siddetli karaciger
hastalig ile iliskili oldugu bildirilmistir (128). Farkli ¢aligmalar, NS5B bolgesindeki C316N

/ H mutasyonunun muhtemelen genotip 1b HCV kronik enfekte hastalarda sofosbuvire karsi
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azaltilmig yanit oranlari ile iligkili oldugunu disiindiirmektedir (129). Bununla birlikte,
antiviral tedaviye diren¢ 6zellikle kronik HCV-1b enfeksiyonunda 6nemli ve tartismali bir

konu olmaya devam etmektedir.

G145R siibstitiisyonu en yaygin immiin kacis mutasyonu olmasina ragmen, P120S de
bilinen bir immiin ka¢is mutasyonudur (130-131). T1311 varyanti, okult enfeksiyonu olan
hastalarda ve belki de basarisiz HBsAg tespitiyle iliskili bulunmustur (132). Bununla
birlikte, HBsAg'nin antijenisitesini etkileyebilecek veya HBV antiviral direngine yol
acabilen major mutasyonlarin Afgan izolatlarinda sik olmadigi, fakat ayni durumun HCV
icin gecerli olmadig1 goriilmistiir. HCV antiviral ilaglarin ana hedefi olan NS3, NS5A ve
NS5B bolgelerinin - Afganistan icin daha detayli ve ayrintili olarak c¢alisilmasi

onerilmektedir.
6.2. SONUC

Mevcut veriler Afganistanin HBV ve HCV enfeksiyonu i¢in bir orta endemik bolge
oldugunu gostermektedir (HBV belirtegleri % 20-60, HbsAg % 2-7 ve anti-HCV % 1-2)
(133). Niifusun ¢ogunlugu, 6zellikle geng nesil, HBV'ye duyarlidir ve popiilasyonda maruz
kalma riski yiiksektir. Afgan popiilasyonundaki HBV, HCV ve HDV genotipik
varyasyonlar1 heterojen olmayabilir. HBV alt genotip D1 ve Alt tip ayw?2 ilgili
enfeksiyonlarin neredeyse % 100'diir. Ayrica, klinik olarak énemli olan HBsAg ve HBV
polimeraz genindeki mutant varyasyonlar Afgan popiilasyonunda yaygin degildir. Benzer
sekilde, Afgan hastalarinda HCV-1b (% 75.86) ve HCV-3a (% 20.69) en yaygin alt
genotiptir. HDV'nin serolojik ve molekiiler incelemesini igeren daha kapsamli ¢alismalar

yapilmalidir.
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8. EKLER

Calisma ile ilgili kullanilan PCR kosullar1 ve protokolleri ekte verilmistir. Ayrica ¢alisma

ile ilgili yayin bilgileri de bu boliimde yer almistir.
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EK-1: VIRAL NA iZOLASYONU

1- 750 pl Lizis tamponu + 3.75 pl polyA + 20 ul Proteinaz K (+ 2.5 ul i¢ kontrol ) + 250

ul serum

2- lyice Vorteks yapildiktan sonra 15 dakika 57 C° da bekletilir.

3- Uzerine 750 pl etanol ekle ve 3dk oda sicakliginda bekletilir

4- Silikal tiiplere aktar ve 1dk 5000 rpmda santrifiuje et ( 2 kare ) - alttaki tiipti
degistirilir(¢cozeltiyi atilir)

5- 700 pl Washl buffer ekletilir ( kullanmadan 6nce 1/1 etanol eklenmesi gerekiyor)

6- 1dk 5000 rpmda santrifiuj edilir - alttaki tiip degistirilir (¢6zeltiyi atilir)

7- 700 ul Wash 2 buffer eklenir ( kullanmadan 6nce 1/4 etanol eklenmesi gerekiyor)

8- 1dk 13000 rpmda santrifiuj edilir - alttaki tiip degistirilir (¢6zeltiyi atilir)

9- 700 pl etanol eklenir

10- 1dk 13000 rpmda santrifiuj edilir - alttaki tiip degistirilir (¢6zeltiyi atilir)

11-60 CO da 10dk beklenir

12- 1dk 14000 rpmda santrifiij edilir

13- 50 pl Elution buffer eklenir ve 3dk bekletilir (filtrenin altina genomu almak istedigin
eppendorf tiipii yerlestirilir.)

14- 1dk 5000 + 1 dk 13000 santrifiuj edilir

15- Filtre atilir.
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EK-2: CALISMADA KULLANILAN PRIMER- PROBE SETLERI

Cizelge 8.2.0.1. HBV, HCV ve HDV Viral yiik tayininde kullanilan primer prob listesi

Dizi adi

HBV forward
HBV reverse
HBV reverse-2
HBV probe
HBV probe-2
HBV IC probe

HCV forward:
HCV reverse
HCV reverse-2
HCV probe
HCV IC probe

HDV forward

HDV reverse
HDV Tagman
probe

Dizi Modifikasyon (lar)
GATGTGTCTGCGGCGTTTTATC

GAGGACAAACGGGCAACATAC

GAGGACACACGGGCAACATAC

5’-FAM- CCTCTGCATCCTGCTGCTATGCCTCATCTTC —IOB-3’ 5’-/56-FAM/ - /31ABkKFQ/-3’
5’-FAM- CCTCTTCATCCTGCTGCTATGCCTCATCTTC —IOB-3"  5’-/56-FAM/ - /3IABKFQ/-3’
5’-HEX- CTTCTACTCCGTATCGTCGTCCTACTTCTCC —-IOB-3’  5’-/5HEX/ - /3IABKFQ/-3’

TGCACGGTCTACGAGACCTC

TTGGGTCGCGAAAGGCCTTG

TTGGGTTGCGAAAGGCCTTG

5’-FAM- CACTCGCAAGCACCCTATCAGGCAGTACC -IOB-3"  5’-/56-FAM/ - /31ABkFQ/-3’
5’-HEX- CTCAGCAGAGTCACTCACGCACAGTCCAC—IOB-3"  5’-/5HEX/ - /31ABKFQ/-3’

TCGGGTCGGCATGGCATCT
CWCTCCCTTAGCCATCCGAG (W=T veya A)
5-FAM-TCCTCCTWCGGATGCCCAGGTCGGA-TAMRA-3’ (W=T veyaA)

Cizelge 8.0.2.2. HBV, HCV ve HDV Genotip tespitinde kullanilan primer listesi

Dizi adi
HBV PRE-S1
HBV PRE-S2

HBV P1
HBV

Forward 3
Forward 5

HCV forward:
HCV reverse

Dizi Modifikasyon (lar)
GGG TCA CCATAT TCT TGG GAA CAAGA
GCA GGG GTC CTA GGA ATCCTG ATG

CCG GAAAGCTTG AGCTCT TCT TTT TCA CCT CTG CCT AAT CA
CCG GAAAGCTTG AGCTCT TCA AAAAGT TGCATG GTG CTG G

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

TAT GAY ACC CGY TGC TTT GAC (Y=CveyaT)
GAG GAG CAA GAT GTT ATCAGCTC

HCV reverse-2 GAATACCTG GTCATAGCCTCCG

HDV-B1
HDV-B2

ACCTCCAGAGGACCCCTITCAGCGAA
GAG GGA GCT CCC CCG GCG AAG AG
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EK- 3: HBV REAL TiME PCR PROTOKOLU

HBYV viral yiikiin belirlenmesi i¢cin ‘RTA HBYV real time PCR kiti’ kullanist

1.Adim: Reaksiyon karisimin hazirlanmasi ( Toplam hacim 10 pl olacak sekilde )

RTA HBV Mix A 6 ul

RTA HBV Mix B 4 ul

2.Adim: Reaksiyon karigimina kalip DNA eklenmesi ( Toplam hacim 20 pl olacak sekilde )
RTA HBYV reaksiyon karigimi 10 pl

HBV viral DNA 10 pl

3.Adim: Termal Dongii Programi

Program Ad1 Dongii BIO-RAD CFX96-1VD Programi
Sicak Baslangig 1 95 °C 10 dakika

95 °C 30 saniye
Amplifikasyon* 45 57°C 60 saniye

72 °C 30 saniye

* Floresan 72 °C'de olg¢iiliir; FAM ve HEX / VIC / JOE kanallar1 se¢ilmelidir
WHO standartlar ile standardize edilmis hedef bélgeyi igeren ve yiikii 10" 1U/ml, 10°
1U/ml, 10° 1U/ml ve 10* TU/ml olan plasmidlar, standard olarak kullanilmigtir.
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EK-4: HCV REAL TIME PCR PROTOKOLU

HCYV viral yiikiin belirlenmesinde ‘RTA HCV real time PCR kiti’ kullanist

1.Adim: Reaksiyon karisimin hazirlanmasi ( Toplam hacim 10 pl olacak sekilde )

RTA HCV Reaction Mix 9.4 ul

RTA HCV Enzyme Mix 0.6 ul

2.Adim: Reaksiyon karigimina kalip DNA eklenmesi ( Toplam hacim 20 pl olacak sekilde )
RTA HCYV reaksiyon karigimi 10 pl

HCV viral RNA 10 pl

3.Adim: Termal Dongii Programi

Program Adi Dongii BIO-RAD CFX96-IVD Programi
cDNA Sentezi 1 45 °C 30 dakika
Sicak Baslangig 1 95 °C 10 dakika
95°C 30 saniye
Amplifikasyon* 45 58°C 60 saniye
72 °C 30 saniye

* Floresan 72 °C'de o6lgiiliir; FAM ve HEX / VIC / JOE kanallar1 sec¢ilmelidir

WHO standartlar ile standardize edilmis hedef bélgeyi igeren ve yitkii 107 1U/ml, 10°
IU/ml, 10° 1U/ml ve 10* TU/ml olan plasmidlar, standard olarak kullanilmistur.
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EK-5: HDV REAL TIME PCR PROTOKOLU

1. Asama: cDNA sentezi

“Transcriptor First Strand cDNA’ kiti kullanilarak asagidaki adimlar1 takip ederek
yapilmustir.

A) 1X Kalip RNA-Primer Karigiminin hazirlanmasi (TPM):
1. Ekstrakte edilmis 10 pl HDV RNA (kalip RNA) 0.2 mI’lik tiipe pipetlenir.
2. 2 pl random hexamer soliisyonu eklenir (6 numarali tiip).
3. 1 ul H0 eklenir (7 numarali tiip).
4. Yavasca karistirilir ve kisaca dondiiriilerek ¢oktiiriiliir.
5. 10 dakika 65 °C inkiibe edilir.
6. Inkiibasyon sonrasi buzda bekletilir.
B) 1X Transkripsiyon Reaksiyon Karigiminin hazirlanmasi (TRM):
1. Steril bir ependorf tiipe asagidaki karisim hazirlanir:
a. 4 ul Transcriptor RT reaction buffer (2 numarali tiip)

b. 0.5 ul Protector RNAse Inhibitor (3 numarali tiip)

C. 2 ul dNTP Mix (4 numaral: tiip)
d. 0.5 ul Transcriptor Reverse Transcriptase (1 numarali kirmizi kapakli tiip).
e. Yavasca karistir ve kisaca dondiirerek ¢oktiir

2. TRM soliisyonundan 7 pl’yi, 13 pl TPM igeren 0.2 ml’lik PCR tiiplerine toplam
hacim 20 pl olacak sekilde aktailir.

3. Vortekslenir ve kisaca dondiirerek ¢oktiiriiliir.
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C) cDNA sentezi reaksiyonunun kurulmasi
10 dakika 25 -C’de
30 dakika 55 -C’de
5 dakika 85 °C’de
2. Asama: Real Time PCR Reaksiyonunun Hazirlanmasi

Light Cycler 480 Probes Master kiti kullanilarak asagidaki karisim hazirlanir

Probe 0.6 ul
primer F 0.6 ul
primer R 0.6 ul

Probe master 10 ul
ddH,0 3.2 ul
Sentezlenmis cDNA veya standart 5 pl

3. Asama: Termal Dongii Programi

Program Adi Dongii Light Cycler 480 Programi1

Sicak Baslangig 1 95°C 5 dakika
94 °C 20 saniye

Amplifikasyon* 45 60 °C 60 saniye
40 °C 30 saniye

*HDV RNA ve standartlarin tespiti i¢cin FAM filtresi (465-510) ve internal kontroliin tespiti
i¢in Vic/Hex/Yellow555 (533-580) filtresi kullanilmaktadir.

Viral yiikii bilinen yiiksek pozitif 6rnegi 1/10 seyretmesi ile elde edilen numuneler,

standard olarak kullanilmustir.
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EK- 6: HBV GENOTIPLEMESI iCIN AMPLIFIKASYON KOSULLARI

1. Asama: geneleksel PCR karisimin hazirlanmasi

Reaksiyon maddesi = Stok Konsantrasyonu Kullanilan hacim
Tampon 10x 5ul
dNTPmix 2 mM 4 ul
MgCI2 25 mM 1.5 ul
Diiz Primer 10pmol/pl 1.5 ul
Ters Primer 10pmol/pl 1.5 ul
Taq DNA Polimeraz 50/l 0.35 ul
Su - 6.15 ul
Kalip DNA - 5pul

2.Asama: Termal dongii programi

Program Adi Dongii BIO-RAD CFX96-IVD Programi

Sicak Baslangig 1 95 °C 5 dakika
95°C 30 saniye

Amplifikasyon* 45 53°C 45 saniye
72°C 1 dakika

Son Uzatma 1 72°C 7 dakika

Sogutma 1 4°C 00
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EK- 7: HBV

S VE HBV POL GENLERIi

AMPLIFIKASYON KOSULLARI

1.Asama: Reaksiyon karisimin hazirlanmasi

Reaksiyon maddesi

Stok Konsantrasyon

Kullanilan hacim

Tampon 10x 5ul
dNTPmix 2 mM 5ul
MgCI2 25 mM 2 ul
Diiz Primer 10pmol/pl 1.5 ul
Ters Primer 10pmol/ul 1.5 ul
Taq DNA Polimeraz 50/l 1pl
Jelatin* % 0.01 5 ul
Su i 24 pl
Kalip DNA - S5ul

*Jelatin Taq polimeraz: stabilize eder. Daha iyi bir verim alabilmesi i¢in % 0.01 sekilde

PCR karisimina ilave edilmistir.
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2.Asama: Termal dongii programi

Program Adi Dongii BIO-RAD CFX96-IVD Programi

Sicak Baslangig 1 94 °C 2 dakika
94 °C 40 saniye

Amplifikasyon 10 60 °C 1.5 dakika
68 °C 3 dakika
94 °C 40 saniye

Amplifikasyon 10 60 °C 1.5 dakika
68 °C 5 dakika

94 °C 40 saniye

Amplifikasyon 10 60 °C 1.5 dakika
68 °C 7 dakika

94 °C 40 saniye

Amplifikasyon 10 60 °C 1.5 dakika
68 °C 9 dakika

Son Uzatma 1 72 °C 20 dakika

Sogutma 1 4°C 00
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EK- 8: HCV VE HDV RNA’DAN CDNA SENTEZI PROTOKOLU

1.Asama: reaksiyon karisimin hazirlanmasi

Reaksiyon maddesi

Stok Konsantrasyon

Kullanilan hacim

AMYV Tampon oX 4l
dNTPmix 2mM 4 ul
Ters Primer 10pmol/ul 2 ul
AMV RT Enzimi 4U/ ul 0.3 pl
Su - 4.7 ul
Kalip RNA - Sul

2.Asama: Termal dongii programi

Program Adi Dongii = BIO-RAD CFX96-1VD Programi
Denatiirasyon 1 95°C 3 dakika
Ters Transkripsiyon 1 42°C 1.5 saat

76




EK-9: NS5B AMPLIFIKASYON KOSULLARI

1.Asama: 1. Ve 2. tur PCR reaksiyon karigimin hazirlanmasi

Reaksiyon maddesi ~ Stok Konsantrasyon = Kullanilan hacim
Tampon 10x 5ul
dNTPmix 2mM 5l
MgCI2 25 mM 3ul
Diiz Primer 10pmol/pl 2.5 ul
Ters Primer 10pmol/ul 2.5 ul
Taq DNA Polimeraz 50/ ul 0.5 ul
Su - 26 ul
cDNA/DNA - 5ul

2.Asama: 1. Ve 2.tur PCR termal dongii programi

Program Adi Dongii BIO-RAD CFX96-IVD Programi

Sicak Baslangig 1 95 °C 5 dakika
95°C 30 saniye

Amplifikasyon 35 56 °C 30 saniye
72°C 1 dakika

Son Uzatma 1 72°C 7 dakika

Sogutma 1 4°C 00
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EK-10: HDAG AMPLIFIKASYON KOSULLARI

1.Asama: Reaksiyon karisimin hazirlanmasi

Reaksiyon maddesi

Stok Konsantrasyon

Kullanilan hacim

Tampon 10x 5ul
dNTPmix 2mM 5l
MgCI2 25 mM 2 ul
Diiz Primer 10pmol/pl 2.5 ul
Ters Primer 10pmol/ul 2.5 ul
Taq DNA Polimeraz 50/ ul 0.5 ul
Su - 27.5 ul
cDNA - 5ul

2.Asama: Termal dongii programi

Program Adi Dongii BIO-RAD CFX96-IVD Programi
Sicak Baslangig 1 94 °C 5 dakika

94 °C 40 saniye
Amplifikasyon 35 65 °C 1.5 dakika

68 °C 3 dakika
Son Uzatma 1 72°C 7 dakika
Sogutma 1 4°C 00
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EK-11: SEKANSLAMA YONTEMI PROTOKOLU

1. ASAMA: PCR URUNLERININ AGAROZ JELDE GORUNTULENMESI
400 ml 1x TAE soliisyonu + 0,4 ml toz agaroz ile %1°lik agaroz hazirlanir.

Mikrodalgada ¢ozelti ¢ozdiiriiliir. EtBr eklenerek UV altinda goriintiileme yapilir.
2. ASAMA: PCR URUNLERININ SiLIKA ILE TEMiZLENMESI

e pozitif ¢ikan 6rneklerin PCR iiriinlerine 50 pl silika eklenir
e 4600 rpm de 1 dakika santrifiij yapilir

e st kismu alttaki silikali peleti bozmadan pipetle ¢ekip atilir
e altta kalan peletin iizerine %70 lik 50 pl etilalkok eklenir

e 4600 rpm de 1 dakika santrifiij yapilir

o st kism alttaki silikal1 peleti bozmadan pipetle ¢ekip atilir
e peletin tizerine 50 pl su eklenir

e vorteks yapilir

e 72°C de 15 dakika tiiplerin kapag agik sekilde bekletilir

e 4600 rpm de 1 dakika santrifiij yapilir

3. ASAMA: NANODROPLA DNA MIKTARININ OLCULMESI

En az 10 ng DNA elde edilmesi gerekmektedir. PCR’a konan total DNA miktar1 20-25 ng
olacak sekilde 2-2,5 ul DNA konur.
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4. ASAMA: SEKANS PCR

Reaksiyon maddesi Konsantrasyon Kullanilan hacim
Sekans Tamponu 5x 1.75 ul
Primer 3.2 pmol/pl Il
Big Dye - 0.5 ul
ddH,0 - 5.75 ul
DNA 10ng/ul Il

5. Asama: Termal dongii programi

Program Adi Dongli BIO-RAD CFX96-1VD Programi
Sicak Baglangic 1 94 °C 1 dakika

94 °C 10 saniye
Amplifikasyon 25 50°C 5 saniye

60 °C 4 dakika

6. ASAMA: SEKANS PCR IN TEMIZLENMESI

e Tiip basina 1 ul NAOAC ve 25 pl %100 liik alkolden hazirladigimiz karisimdan

tiiplere 26 ul olarak dagitilir

e Kapaklar kapatip elimizle ¢alkalayip 10 dakika oda sicakliginda bekletilir

e 10 dakika 4500 rpm de santrifiij yapilir

e Icindeki siv1 pipetle bosaltilir

e Uzerine 35 pl %70 lik etanol eklenir ve 4500 rpm de 5 dakika santrifiij yapilir

e Tiipiin i¢indeki s1v1 pipetle bosaltilir

e Her bir tiipe 20 pl formamid eklenir ve vorteks yapilir

e Kisa bir santrifiij yapip cihaza yiiklenir

80




EK-12: ETIK MEKTUBU

Date: Feb. /102016
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To: Prof. Dr. A. Mithat BOZDAY1
Ankara University
Hepatology Institute

Subject: Appeoval for propesal entitled, “Molecular Epidemsiology of HBV, HCV and HDV in
seneral popalation of Afghanistan. Which genotypes circulate amoag afghan people?™.
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“Molecular Epidemiotogy of HBY, HCV and HDV in general population of Afghanistan,
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Divector General
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