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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

THI-QAR ILINDE BAZI HBS MUTASYONLARININ BELIRLENMESI VE
HEPATIT B'DE BAZI KAN GOSTERGELERININ TESPITI
Karsehir Ahi Evran Universitesi

GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCESGENETICS AND
BIiOENGINEERING DEPARTMEN

Danisman: Dog. Dr. Murat CANLI

Viral hepatit , karaciger dokusu igin tropizmi olan hepatit A virtisii ( HAV ) , hepatit B
virst ( HBV ) , hepatit C virtsu ( HCV ) , hepatit delta viriisi ( HDV ) ve hepatit E virtsu
( HEV ) gibi bes etiyolojik ajanin neden oldugu enfeksiyonlardir . Hepadnaviridae ailesinin
bir Gyesi olan Hepatit B virlsiu ( HBV ) , DNA genomu yaklasik 3,2 kb olan kii¢iik , zarfli
bir viriistiir . Bu ¢alismada , Thi - Qar ilinde bulunan hastalarda HBS mutasyonlarinin
belirlenmesi ve hepatit B deki bazi kan gostergelerinin tespiti yapilmistir . Bu amagla 100
uygulama gurubunda 100 de kontrol gurubunda olmak U(zere 200 hasta (zerinde
karsilagtirmali ornekler toplandi ve incelendi . Hasta sayis1 erkek 63 , kadin 47 idi .
Numunelerin izolasyon tarihleri Mayis 2020 ile Nisan 2021 arasinda yer almistir . Erkekler
kadinlardan daha baskindi ve toplam katilimec1 sayisinin yarisindan biraz fazlasini
olusturuyordu ( % 57.6 ) . Kontroliin yas1 (n= 100 ) 8 ay ile 88 yil arasinda degismekteydi
(ortalama : 31.6 yil : standart sapma : 20.0 ) . Calismanin ilk agamasinda elde edilen ve
ELISA ile analiz edilen 110 dmegin 56'st ( % 50.7 ) HBV serolojik belirteglerinden
herhangi biri icin pozitifti ve n - 2 6mnek HBV i¢in tanimlanmamis seroloji olarak sunuldu
. Istatistiksel analiz icin HBV HBsAg . Anti - HBc Total ve Anti - HBs serolojik
belirteglerinin prevalansi ve analiz edilen her bireyin yasina gore serolojik profillerin
belirlenmesi i¢in belirsiz olarak siniflandirilan tiim sonuglar ( n - 8 ) 68.8 hari¢ tutulmustur
. Sonug olarak , yakin zamanda miikemmellestirdigimiz " Immuno - Real Time PCR
tekniginin ELISA testinden daha duyarli oldugu bulundu . Ayrica diinyada ilk kez antijenik
determinant " a " da erken bir " stop " kodon mutasyonunu da ortaya ¢ikardik . Dhi Qar
Valiligi / Irak'ta bulunan HBV viriislerinde baz1 genetik mutasyonlar kesfedildi.

2022, 64 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Hepatit B virusi; ELISA; Mutasyon



ABSTRACT

M.Sc. THESIS

Determination some mutation of HBs and Detection some blood indicators in
Hepatitis B in Thi-Qar province

Wafiyah Raisan Mohan Alkassar

Kirsehir Ahi Evran University
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES GENETICS AND
BIOENGINEERING DEPARTMENT

Supervisor: Assoc. Dr. Murat CANLI

Viral hepatitis are infections caused by five etiological agents, such as hepatitis A virus
(HAV), hepatitis B virus (HBV), hepatitis C virus (HCV), hepatitis delta virus (HDV), and
hepatitis E virus (HEV), which have tropism for liver tissue. Hepatitis B virus (HBV ) , a
thief of the Hepadnaviridae family . It is a small enveloped virus with a DNA genome of
about 3.2 kb. In this study, the determination of RLS mutations and some blood indicators
in hepatitis B were performed in patients in Thi-Qar province. For this purpose,
comparative samples were collected and analyzed on 200 patients, 100 in the treatment
group and 100 in the control group. The number of patients was 63 male and 47 female .
The isolation dates of the samples were between May 2020 and April 2021 . Men were
more dominant than women and made up just over half of the total number of participants
(57.6%). The age of the control (n = 100) ranged from 8 months to 88 years (mean: 31.6
years: standard deviation: 20.0). Of the 110 samples obtained in the first phase of the
study and analyzed by ELISA, 56 (50.7 %) were positive for any of the HBV serological
markers, and n-2 samples were presented as unspecified serology for HBV. HBV HBsAg
for statistical analysis. All results (n-8) 8.8% were excluded for the determination of
serological profiles based on the prevalence of Anti-HBc Total and Anti-HBs serological
markers and the age of each individual analysed. As a result, our recently perfected
"Immuno-Real Time PCR" technique was found to be more sensitive than the ELISA test.
We also revealed, for the first time in the world, an early "stop™ codon mutation in the
antigenic determinant "a". HBV in Dhi Qar Governorate / Irag Some genetic mutations
have been discovered in viruses.

2022, 64 Pages

Keywords. Hepatitis B virus; ELISA; Mutation.



1. GIRIS

1.1 Kisa Tarihge

Viral hepatit, karaciger dokusu igin tropizmi olan bes etiyolojik ajanin neden oldugu
enfeksiyonlardir: hepatit A viriisii (HAV), hepatit B virtisu (HBV), hepatit C virus (HCV),
hepatit delta virisii (HDV) ve hepatit E virtsi (HEV). (Tablo 1) [1]

Bu hastaliklar, Hiristiyanlik Donemi'nden 6nceki donemden beri bildirilen sariliga yol
acabilmektedir [2]. Babil'de 2500 yildan fazla bir sarilik ge¢misi vardir ve milattan 400 yi1l
once Hipokrat salgin sariligi tanimlamistir. Baslangigta, salginlar savas donemleri ve insan
felaketleriyle iligkilendirildi. “Sefer sariligi’” ve “asker hastaligi” terimlerinin kdkeni

buradan gelmektedir. [3]

Liirmam, muhtemelen parenteral yolla bulagan bir hepatit formunun iligkisini . 1885'te
belgelemistir. Bu olay, Ekim 1883 ile Nisan 1884 arasinda, Almanya'nin Bremen kentinde,
biiyiik bir tersanedeki isgiler, ¢igek hastaligi asis1 (insan lenfiyle hazirlanmis) dozlarini
aldiktan sonra sarilik gelistirdiklerinde meydana geldi. 1289 iscide 2 ila 6 aylik asi

inokulasyonundan sonra 191'inde sarilik gelistigi gbzlendi. Aynisi as1 olmayanlarda olmadi
[4].

20. yiizyilin baglarindan itibaren, yeni hepatit salginlari, 6rnegin sifiliz tedavisi, seker
hastalarinda insiilin kullanimi, tek kullanimlik olmayan maddelerle kan sekerini 6lgmek
icin kan toplanmasi ve sariya karsi asilama gibi enjekte edilebilir ilaglarin kullanimi ile
iligkilendirildi. Diinya Savasi sirasinda askeri personelde ates. 1947 yilinda MacCallum,
kisa kulugka donemi hastalik ve fekal-agiz yoluyla bulasma igin “hepatit A”, uzun kulugka
donemi enfeksiyon ve kan triinleri ve diger viicut sivilari ile bulasma igin “hepatit B”
teriminin kullanilmasini 6nermistir. Daha sonra, Krugman ve isbirlik¢ileri, ¢ocuklarda
deneysel calismalar yiiriitiirken, bu 1ki viral hepatit arasindaki ayrimi1 ve ayrica hastaligin
klinik tablosu, epidemiyolojisi ve immiinolojik degisikliklerle ilgili 6nemli bilgileri

netlestirdiler [5].

1965 yilinda, "Ulusal Saglik Enstitiileri (USE)" genetikgisi Baruch Blumberg, bir
Avustralya yerlisinin serum Orneginde, politransfiize edilmis hemofili hastalarinin

serumuyla reaksiyona giren bir antijen kesfetti ve buna Avustralya antijeni (Au) adini
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verdi. Bu antijen ayrica 16semili, Down sendromlu ve akut hepatitli hastalarin serumunda
da bulunmustur. 1968'de Prince, Avustralya antijeni ve hepatit B viriisiinlin iliskisini
dogruladi (Prince 1968). Daha sonra, elektron mikroskobu kullanarak, Dane ve
meslektaslari, Avustralya antijenini (simdi hepatit B yiizey antijeni veya HBsAg olarak

bilinir) tagiyan hastalarin serumundan hepatit B viriisiinii tanimladilar [6].
1.2 CALISMA HEDEFLERI

. Irak (Thi-Qar bolgesi) popiilasyonunun farkli etnik kokenlerden olustugu gergegi
g0z Oniline alindiginda, bu ¢alismanin bir diger amaci, Irak'ta bulunan farkli HBV
genotiplerinin sikliginin genetikten elde edilen etnik kompozisyonu yansitip

yansitmadigini belirlemektir.

. Diger enfeksiyonlarla iliskili hepatit B viriisii genomundaki genotipik dagilim ve

mutasyonlarin degerlendirilmesidir.

. Thi-Qar vilayetinde ikamet eden popullasyonda Anti-HBc Total, HBSAg ve Anti-

HBs markdrlerini kullanarak hepatit B icin serolojik analizlerin yapilmasidir.

. HBeAg pozitif hastalarda HBV ve HBeAg DNA varligini degerlendirilmesidir.
. HBYV viral yiikiinii degerlendirmektir.
. Hepatit B'nin ¢esitli sosyo-demografik ve epidemiyolojik faktorlerle iliskisinin

belirlenmesidir.

. Lamivudin direnci ile iliskili HBV genomunda mutasyonlarin varligin1 kontrol

edilmesidir.

Considering the fact that the Iraqgi. (Thi-Qar region) population consists of different
ethnic origins, another aim of this study is to determine whether the frequency of different
HBV genotypes found in Iraq reflects the ethnic composition derived from genetics.

To evaluate the genotypic distribution and mutations in the hepatitis B virus genome
associate with other infections.

12



Serological analysis for hepatitis B using the Anti-HBc Total, HBsAg and Anti-HBS
markers in the population residing in Thi-Qar province

To evaluate the presence of HBV and HBeAg DNA in HBeAg positive patients.
. To assess the HBV viral load.

It is to determine the relationship between hepatitis B and various socio - demographic
and epidemiological factors.

It is to check for the presence of mutations in the HBV genome associated with
lamivudine resistance.

13



2- LITERATUR INCELEMESI
2-1 HBV Epidemiyolojisi

HBV dinyaya tamamiyla yayilmis olan viral bir bulasma etkenidir. 2 milyar insanin
yasaminin belli bir periyodunda bu virlsle yiizylize geldigi, kronik olarak 350 milyon
kisinin enfekte oldugu ve her yil 2 milyon kisinin bu viriis enfeksiyonu nedeniyle hayatini

kaybettigi tahmin edilmektedir [7].

HBV viriisii bulastigi kisilerin kaninda, tiikiirigiinde, meni, adet kaninda, vajinal
salgilarinda, anne siitiinde, gdézyasinda ve idrarinda bulunabilir. ilgili virisin vicut
stvilarinin deri veya mukus ylizeyleri ile iligkisi ya da perinatal olarak enfekte olan
anneden bebege bulasmasi olasidir. Bulasma paternleri ve HBV enfeksiyonunun yayilima,
bolgedeki HBV prevalansi ile alakalidir. Kronik HBV enfeksiyonlarinin dagilimi dikkate
alindiginda diinya, HBV endemik diizeyi a¢idan 3 farkh bélgeye ayrilmistir [8].

Yayilimmin ylksek oldugu endemik bolgelerde kronik HBV enfeksiyon oranit %8'den
fazla olarak bulunmustur. Afrika kitasinin Sahra Co6lii'nlin giineyi, Japonya ve Hindistan
hari¢ Giineydogu Asya, Pasifik ve Amazon civarlari, Kuzey Kutbu, Asya Cumhuriyetleri,
Orta Dogu ve Karayipler'in bir bolimi yiiksek endemik bolgeleri olusturmaktadir. EK
olarak, tasiyicilarin yayginliginin %5-10 arasi olan Dogu Avrupa'nin bir kismin1 da bu
kategoriye eklenebilir. Bu alanlarda yasayan insanlar diinya niifusunun %45'ini
olusturmaktadir. Bu virtsiin belirtilen bdlgelerde temel yayilma sekli anneden ¢ocuga
dikey gecis olup, yasam boyu HBV ile karsi karsiya gelme sansinin %60'm iizerinde
oldugu tahmin edilmektedir. HBV bulasma oran1 HBSAg pozitif anneden perinatal
donemde %90 kadar daha yuksektir. Dikey olarak bulasan enfeksiyona ek olarak,
enfeksiyon , bir HBV tasiyicist ile akraba ile temastan sonra bebklikten c¢ocukluga
bulasgabilir. [9]

HBV'nin orta derecede endemik oldugu cografyada yer alan Irak ulkesinde [10], ¢esitli
yayinlarda HBsAg serprovensinin bdlgelere gore %3,9 ile %12,5 arasinda degistigi
bildirilmektedir. Tirkiye’de ise, seroprevalansin en yiiksek oldugu bolge Giineydogu
Anadolu olup, 6zellikle Diyarbakir %10 ile bolgenin en yiiksek oranina sahip olan ildir. Bu

sonuglara gore iilkemizde yaklasik 4 milyon tasiyicinin yasadigi hesaplanmaktadir.
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2.2 Cografi dagihhm

Thi-Qar eyaleti (Sekil 2.2) Irak eyaletlerinden biridir ve adin1 islam'dan &nce Farslar ve
Araplar arasindaki {inlii Dhi Qar savasindan almistir. Valiligin niifusunun iki milyondan
fazla oldugu tahmin ediliyor ve Siinni ve Sabi azinliklara ek olarak agirlikli olarak Sii ve
ayrica Bataklik Araplarinin varligina ek olarak Bedevi ve Hatra'dan birgok Arap kabilesi
ve bir Kiirt azinlik bulunmaktadir. Kurulusunun baslangicinda Liwa Al-Muntafiq (guney
lehcesinde Al-Muntafaj) olarak biliniyordu, daha sonra Cumbhuriyet doneminde adi
Nasiriyah Tugay1 oldu ve 1969'da adi Dhi Qar Valiligi olarak degistirildi, Baas Partisi o
donemde Irak valiliklerinin isimlerini degistirdiginde, Boylece Nasiriyah Valiligi'nin adi
Dhi Qar Valiligi oldu. [11] Thi-Qar ayaklanmasi, gézlemcilerin Irak makamlarina ve
Irak'taki Iran etkisine karsi protestolarda bir déniim noktas: teskil edecegine inandiklari
olaylarda duzinelerce 6lim ve yaralanmayla sonuglandi. HBV dokunmatik. Bu insanlarin
yaklagik 350 milyonu kronik HBV tasiyicisidir. HBV enfeksiyonunun ortaya ¢ikmasi ve
bulasmasi cografi bolge ve niifus gruplarina gore onemli 6lgiide farklilik gosterir (WHO,

bilgi notu 204, 2007) [12].

Irak'ta HBV prevalansin1 degerlendirmek i¢in ¢ok az calisma yapilmistir. Thi-Qar
bolgesinde HBsAg pozitif kan dondrii prevalanst %3.3 iken, HBsAg pozitif %49.9'dur.
Literatiirde anti-HBc prevalans1 %12 iken, Thi-Qar bélgesinde anti-HBc prevalansi %16
idi.
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Irak'ta, vilayetlerde, 6rnegin Basra-Irak'ta, yiizde 0,12'lik bir yayginlik 6neren tek tip bir
viral hepatit prevalansi vardir, benzer bir Babylon valilik ¢alismasinda yaygin yayginlik

yiizde 0,7 olarak bulunmustur.

Necef vilayetinde prevalansin sirasiyla %0.66 ve Kerbela'da %3.5 oldugunu bildirmistir.
Ocak 2015 ile Aralik 2019 arasinda Thi-Qar eyaletinin ana kan bankasinda [14]
gerceklestirilen Rana ve arkadaslarinin  ¢aligmasinin  (2020) [15] sonuglari, HCV
prevalansinin 677/1323 (51.2) oldugunu gostermistir.

HBV 634/1323 ve Dual (47,9) ve 12/1323 (yizde 0,9) ile prevalans daha ytksekti.
Hayatlarinin bir yerinde 2 milyardan fazla insan, kabaca 350 milyonu kronik hepatit B
tagiyicist olan HBV ile temasa ge¢mistir. HBV enfeksiyonlarinin insidanst ve bulasma
sekli, yerlesim yerine ve popiilasyona bagli olarak biiyiik 6l¢iide degisir (WHO, bilgi notu
204, 2007). Bati iilkelerinde kronik HBV enfeksiyonu ¢ok nadirdir ve c¢ogunlukla
yetiskinlikte edinilir, enfeksiyonlarin ¢ogu Asya'da ve Afrika'nin biiyiik boliimiinde ayni

hanedeki ¢ocuklarla temas yoluyla anne ve gocuk arasinda bulagir [16].
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Irak'ta, iilkenin genis cografi yayilim alam1 ve ekonomik ve kiiltiirel ¢esitliligi nedeniyle
hepatit B tastyicilarinin siklig1 biiylik dlgiide degismektedir. Irak'ta hepatit B tasiyicilarinin
siklig1 ¢ok cesitlidir. Hepatit B serolojik belirtegleri i¢in yiizde 5.94 seropozitiflik, City,
thi-Qar'da tespit edilmistir [17]. Irak'in kuzeydogu, orta-dogu ve Federal Bolgelerindeki
biiyiik sehirlerde HBSAg prevalansi, yakin zamanda yapilan bir sero-epidemiyolojik
incelemede, incelenen yerlerde yiizde 1'den daha az bir siklik ile degerlendirilmistir [17].
Thi-Qar Irak'ta, baz1 topluluklarin kesin bir yerli grup oldugu ve niifusun yiizde 3,3 ila
9'una ulastig1 daha biiytik bir siklik oldugu tahmin edilmektedir [18].

2.3 Patogenez

HBV enfeksiyonlar1 sirasinda hiicresel ve hiimoral dlzeyde immdiin cevap karmasiktir.
Bir¢ok calisma, HBV'nin enfekte hepatositler {izerinde dogrudan sitopatik bir etkiye sahip
olmadigini ve cesitli viral proteinlere hiicresel yanitin klinik hastalik ve viriisiin viicuttan
atilmast ile alakali oldugunu gostermistir. Aspartat transferaz (AST) ve alanin
aminotransferaz (ALT) enzimlerinin seviyeleri, intrahepatik htcre lizizi ile artar ve
ardindan klinik semptomlar ortaya ¢ikar. Yapilan aragtirmalarda, viral zarf proteinlerine
kars1 bir antikor tepkisinin virlisii viicuttan temizlemeye yardim ettigi ve esasen viral
klirensin hiicre aracili bir bagisiklik tepkisi ile gergeklestigi tespit edilmigtir. Salgilanan
sitokinlerin HBV genom replikasyonunu etkiledigi ve viral klirensin ilerlemesinde biyuk
rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Kronik enfeksiyonlarin zayif bir T-hiicre yaniti nedeniyle
gelistigi  varsayillmaktadir. Yenidogan ve erken c¢ocukluk doneminde edinilen
enfeksiyonlarda T hiicre sistemi heniliz gelismedigi icin kronik enfeksiyon gelisme
riskininarttig1 bilinmektedir. [19] HBV enfeksiyonunun immunojenisitesi, etkili bir hicre
aracili immiin yanittan kaynaklanir. Akut HBV enfeksiyonu sirasinda, enfekte hiicrelerin
sitotoksik T hiicreleri ve NK (dogal 6ldiiriicii) hiicreler tarafindan tahrip edilmesi nedeniyle
karaciger hasar1 meydana gelir. Bu olay esas olarak CDT hiicreleri tarafindan salgilanan
sitokinler tarafindan diizenlenir ve Fas veya porin yolu yoluyla gerceklesir. Ek olarak,
hiicresel olmayan antiviral mekanizmalar, hepatitin akut fazi sirasinda viriisiin viicuttan

atilmasina yardim eder.

Ote yandan sitopatik etkiyi dogrudan uyaran THI tipi sitokin yamtmin én plana ¢iktigi
gosterilmistir. HLA siif I ve II molekiillerinde ortaya c¢ikabilecek timik defektlerin de

kronik enfeksiyon gelisiminde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Bu yaklasimlara
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dayanarak Milich, HBV enfeksiyonunun prognozunu iyilestirmek i¢cin TH2 benzeri bir
yanittan TH1 benzeri bir yanita gegmek i¢in sitokin tedavisinin uygulanmasi gerektigini

belirtmektedir.
2.4 Hepatit B virusu enfeksiyonunun molekuler biyoloji yontemleriyle teshisi

HBV DNA'nin saptanmasi, HBV enfeksiyonunun izlenmesinde, viriisiin varyantlarinin
belirlenmesinde ve kronik HBV enfeksiyonunun tedavisine yanitin degerlendirilmesinde
yararlidir. Sivi  faz hibridizasyonuna, hedef amplifikasyona (“Polimeraz Zincir
Reaksiyonu”; gercek zamanli PCR amplifikasyonu; transkripsiyon aracili amplifikasyon)
ve sinyal amplifikasyonuna (bDNA) dayali birka¢ test, HBV DNA'nin saptanmasi ve
nicelenmesinde kullanilmistir (Pawlotsky, 2002) . PCR tabanl testlerin analitik duyarliligi,
bDNA ve hibrit yakalama testlerinden 6nemli 6l¢tde daha yiksektir [20]

2.5 Mutasyonlar

HBYV, aslina uygunlugu yiiksek olmayan bir polimeraza sahiptir ve RNA veya DNA
kopyalarken hata orani, retroviriisler ve diger RNA viriisleri i¢in tahmini oranlara daha
yakin goriinmektedir. Bu yiiksek mutasyon orani, muhtemelen, diger DNA viriislerinde
g6zlenmeyen bir fenomen olan HBV genomunun replikasyonunu igeren ters transkripsiyon
adimi nedeniyle olusur. HBV genomundaki degisim sikliginin 6l¢iilmesi, ortiisen dizilerin
varlifi ve cogu kodlama dizisinde esanlamli sitelerin olmamasi nedeniyle son derece
karmagiktir. Bu hipotezi destekleyen, esas olarak 6n-gekirdek ve cekirdek bolgelerindeki
amino asit degisikliklerinin ¢ogunun zararl oldugu ve bagisiklik tepkisinden kagcinmanin

bir yolu olarak meydana gelmesi gerektigi gézlemi vardir.

Asemptomatik tasiyicilardan alinan plazma izolatlarindan alinan hepatit B viriisii
DNA'sinin analizinde, yaklagik 1,4 ila 3,2 X 10-5 ikame / alan / y1l mutasyon orani tahmin
edilmistir. Ote yandan, fulminan hepatit ve transplantasyon nedeniyle karaciger yetmezligi
olan hastalardan izole edilen HBV DNA kullanilarak, saptanan mutasyon orani ii¢ kat daha

yuksekti [21].

DNA polimeraz enzimlerinin ve ters transkriptazin aktivitesi verimli ve hizhidir, ancak
replikasyon sirasinda hatalarin olugsmasina yardimci olur. HBV dizilerindeki varyasyonlar,
genomun neredeyse tim bdlgelerinde tespit edildi ve HBV, popiilasyonda yar1 tiirler olarak

dolasiyordu [22]. [23] HBsAg pozitif kronik hepatit B hastalarini analiz ederken iki
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mutasyon tarif eder: G130N ve G145A [24] as1 kagisim tesvik edebilen cesitli
mutasyonlar1 tarif eder, 6rnegin: G145R, I / T126N / A, A128V, Q129H / R, GI30N,
M133L, K141E, P142S ve D144A. HBsAg-negatif fulminan hepatitli hastalarda, [25] 122
ve 123 amino asitleri arasindaki insersiyonu tarif eder. [26] HBsAg ve anti-HBs pozitif

hastalar analiz ederek 145, 129. pozisyonlarda siklikla amino asit degisiklikleri bulmustur.

Birka¢ fonksiyonel calisma, dogal HBV izolatlarinin viral sekresyonunun analizine
odaklanmistir. Yonlendirilmis mutasyon bolgeleri iceren ¢ok sayida kimera ve yapinin
insas1 ve test edilmesi, S genindeki R169P mutasyonunun hem viral hem de alt viral
partikiillerin salgilanmasin1 bloke etmekten sorumlu oldugunu ortaya ¢ikardi. R169P
mutasyonu viral/subviral partikiiliin salgilanmasini bloke ederken, G119E mutasyonu hem
virlistin salgilanmasin1 hem de monoklonal antikorlar igeren ticari yontemlerle viral
taninmay1 engeller. [27], timi spesifik HBsAg determinantlarinin ekspresyonunun
kesintiye ugramasini destekleyen I/TI26N ve G145A mutasyonlarin1 tanimladi. Bu
anlamda, son zamanlarda kac¢is mutantt G145R'nin virion salgisim1 da degistirdigi
aciklanmistir. I1110M mutasyonu ayni zamanda viral partikiiliin salgilanmasint da
onleyebilir, ancak bu Kklonlarda eszamanli M133T mutasyonunun varhig I110M
mutasyonunu baskilar ve viral partikiiliin salgilanmasina etkinlik kazandirir. M133T
mutasyonunun, glikosilasyon icin disiilfid kopriileri arasinda dogru katlamay1

kolaylastirabilen bir uzlasi dizisi olusturdugunu belirtmek ilgingtir.

Yayimlanan bir ¢aligmada [28], 119, 120, 121, 122, 123 ve 124. amino asitlerdeki
mutasyonlarin, kiigiilk proteinin 119 ila 128. amino asitleri arasindaki alt alam
tanimlayarak, HBV enfektivitesi iizerinde olumsuz etkileri oldugunu dogrulamaktadir. S
viral enfektivite icin kritiktir. Viral zarf genindeki mutasyonlara ek olarak, cekirdek
gendeki mutasyonlar da viriisiin salgilanmasini degistirme potansiyeline sahiptir, ancak
kronik enfeksiyon sirasinda viral partikiiliin salgilanmasini engelleyen mutasyonlarin nasil
yaygin oldugunu ve kapsamini dogrulamak i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir. Bu

mutasyonlarin prevalansi, hastaligin siddetini etkiler.

Viral polimeraz bolgesinde, antiviral tedaviye karsi dirence neden olan birka¢ mutasyon
zaten tarif edilmistir. Bu mutasyonlar esas olarak uzun siireli tedaviden sonra ortaya ¢ikar.
Yeni antiviral ilaglarin gelistirilmesi i¢in ilag¢ direng mekanizmalarini anlamak ve antiviral
ilag direnci mutasyonlarinin gelisiminin yonetimi ve dnlenmesi i¢in stratejiler gelistirmek

amactyla ¢esitli caligmalar yapilmistir. Antivirallere direng kazandiran mutasyonlarin ¢ogu,
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esas olarak polimerazin katalitik alaninda bulunur. Birincil mutasyonlar, esas olarak,
baglanma substrati, sablonu veya primerinin konumunu veya stabilitesini etkileyen dntps
baglanma bolgelerinin yakininda meydana gelir. Aksine, ikincil mutasyonlar, niikleotid

baglanma bolgesinin disinda meydana gelme egilimindedir.
2.6 Genetik degiskenlik

- Alt tipler: 1971'de Le Bouvier, daha once tarafindan tanimlanan determinantla birlikte
viral ylizey proteinindeki HBV'deki genetik degiskenligin ilk raporunu yapti, [29] y'nin
diger iki belirleyicisi. iki ek belirleyici, wer [30] tarafindan tanimlanmistir, bu da her HBV
susunun belirli bir alt tipe ait olarak karakterize edilebilecegini ileri siirer: adw, adr, ayw
veya ayr. Courouce-Pauty ve digerleri, cesitli viral alt tiplerin cografi dagiliminin bir
modelini dogrulamakla kalmadi, ayn1 zamanda toplam dokuz HBV viral alt tipine (aywl
ila ayw4, ayr, adw2, adw4, adrg-) ulasan ek alt tipleri de karakterize etti. ve adr +) (Tablo
2).1980'lerde, viral alt tiplerin belirleyicilerinin, 122 (d veya r) ve 160 (r veya w)
konumlarindaki kiigiik yiizey proteininin tek bir amino asidinin degistirilmesine dayandigi
acik hale geldi. "d" ve "w" alt tiplerinin her ikisi de her iki pozisyonda da lizin icerirken,
her iki pozisyonda da arginin varlig1 "y" ve "r" alt tiplerini belirler. Ek alt tipler, 127, 144,
145, 158, 159, 177 ve 178 amino asitlerine eslenmistir.

2.7 Genotipler

Dizileme tekniklerinin evrimi, maliyetinin disiiriilmesi ve yayginlagmasiyla birlikte,
yalnizca viral S protein dizisine dayanan alt tiplendirme, yerini eksiksiz HBV genomunun
dizilenmesine dayanan genotiplemeye birakti.[23], 18 HBV susunun tam dizisini
karsilagtirarak, bunlarin A'dan D'ye %8'den fazla farklilik gosteren dort gruba ayrildigini
gozlemlediler ve boylece HBV'in alt tipler halinde siniflandirilmasinin
tamamlanabilecegini One siirdiiler [31]. S gen dizilerini karsilastirarak, daha sonra baska
calismalarla [29-31] teyit edilen diger iki E ve F grubunu tanimlamanin yani sira

Okamoto'nunkine benzer sonuglar buldu [32].

Son ¢alismalar, farkli HBV genotiplerinin, genomun yaklasik %4'linde farklilik gosteren
farkli etnik ve cografi kokenlere sahip alt gruplara ayrilabilecegini gdstermektedir. Genotip
A yakin zamanda Aa (Afrika / Asya) ve Ae (Avrupa) alt grubuna ayrildi. Aa alt genotipi,
G1809T, C1812T, G1862T ve G1888A mutasyonlarina sahip olmasi bakimindan diger tiim
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genotiplerden farklidir. [33], genotip D virlsinde gozlemlenene benzer sekilde pre-S1
bolgesinin sonunda 11 amino asidin delesyonunu gosteren A ' adi verilen genotip A
izolatlarin1 tanimladi. Malawi. Bu izolatlar cogunlukla ayw1 alt tipine aitti, ancak Afrika
izolatlar1 gibi preS1 alamindaki delesyonu sunmadilar. [34] de genotip B'ye ait iki alt
grubun ayirt edilebilecegini gozlemlemistir; esas olarak Japon popiilasyonunda (Bj)
gozlenen ve higbir rekombinasyonun gozlenmedigi bir grup ve genotip C'nin HBV
cekirdek bolgesinde bir rekombinasyon sunan bir Asya alt grubu (Ba). C genotipi, C
Avustralya adi verilen ayr1 bir alt gruba ayrilmasini 6neren birkag¢ farkli 6zellik tanimladi.
Giiney Amerika genotipi F, FI ve FII olarak adlandirilan iki kisma ayrilabilir. Tlk olarak
Irak'ta tamimlanan FII, esas olarak Giliney Amerika'da bulunurken, FI alt grubu Orta
Amerika'da yaygindir. E; G ve H genotiplerinin alt bdliimleri yoktur. E genotipinde alt
genotiplerin bulunmamasinin, yakin zamanda genotip olusumundan kaynaklandigina

inanilmaktadir. G ve H genotipleri durumunda, daha yakin zamanda tanimlanmalar1

nedeniyle, hala tam olarak dizilen ve GenBank'ta depolanan az sayida genom vardir ve
bunlar1 alt genotiplere siiflandirmak icin heniiz hicbir ¢alisma yapilmamistir. Bugiine
kadar yapilan rekombinasyon analizlerinden, en az bir yeni HBV genotipinin heniiz

tanimlanmadigina dair isaretler bulunmaktadir.
2.8 Farkli HBV genotiplerinin dagilim

A'dan H'ye kadar belirlenen ve aralarinda %8'den fazla niikleotid dizisindeki farklilikla
tanimlanan farkli viral genotipler, spesifik cografi dagilima sahiptir. Genotip A, kuzey ve
orta Avrupa'da yaygindir, ancak Kuzey Amerika ve Sahra alt1 Afrika'da da yaygindir. B ve
C genotipleri Asya'da daha sik goriiliir. Genotip D, Akdeniz bolgesinde baskin genotip
olarak genis bir dagilima sahiptir ve genotip E, esas olarak Bati Afrika'da bulunur. F
genotipi, hepsi arasinda en biiylik farkliliga sahiptir ve Amerika'ya 6zgii popiilasyonlarda
bulunur. G genotipi Fransa ve ABD'de bulunur ve H genotipi Orta Amerika ve ABD'de

ayrica yerli populasyonlarda bulunur [30].

Farkli HBV alt genotiplerinin de spesifik cografi dagilimlar1 vardir ve sadece genotip D ve

onun alt genotipleri D1, D2 ve D3 tiim diinyada mevcut olarak tanimlanmistir [15].

21



2.9 HBYV genotipleri: Irak panoramasi

Irak topraklarinda dolasan HBV genotipleri hakkinda az sayida ¢alisma bulunmasina ek
olarak, hemen hemen hepsi belirli hasta gruplarina (kronik hastalar, hemodiyaliz
tinitelerindeki hastalar veya HIV hastalar1) yoneliktir. Ancak tiim bu ¢alismalar, A, D ve F
genotiplerinin Irak topraklarinda dolastigin1 gostermektedir. B ve C gibi diger genotiplerin
de Irak'ta dolasimda oldugu tanimlanmistir, ancak bunlar nadirdir ve yalnizca Asyali
torunlarda bulunur. Ulkemizde de G genotipinin varligina dair yakin tarihli bir rapor da
bulunmaktadir. [35], Santa catarina eyaletinde 22 farkli diyaliz {nitesinden 813
hemodiyaliz hastasini analiz etti. Bu hastalarda genotip A (%30.6) D (%57.1) ve F (%12.2)
belirlendi. HBV enfeksiyonu ile toplam hemodiyaliz siiresi arasindaki iliskiyi gosteren tek
degiskenli analizler Diyaliz hijyeni ve ekipmanin sterilizasyonu i¢in kullanilan ekipman
tipi Diyaliz filtrelerinin yeniden kullanim sayis1 Calisan basina diisen hasta sayis1t ve HCV

enfeksiyonu

[36] , tiimii Irak'in Gilineydogu boélgesinden kronik hepatit B'li 46 hastanin serumunu analiz
etti. Bu calismada 19 hasta genotip A (%41,3), 26 hasta genotip D (%56,5) ve sadece 1

hasta genotip F (%2,2) olarak tanimlanmustir.

Irak'ta [37], hemodiyaliz tinitesindeki hastalarla yapilan bir ¢alisma, bu bireylerin yaklasik
%12'sinin HBsAg pozitif oldugunu ortaya koymustur. 26 Ornegin genotipik analizi,
sirasiyla %50,0, %46,2 ve %3,8 oranlarinda genotip A, D ve F'nin varligini ortaya koydu.
Daha sonra, ayn1 cografi bolgede ve ayrica diyaliz hastalarinda yapilan yeni bir ¢alisma,

HBYV genotip A'nin %67, genotip D viriistiniin %30 ve F'nin %3 prevalansini bulmustur.

Wasit Eyaletinde[37] , bir hemodiyaliz {initesindeki hastalarla da yapilan bir ¢alismada,
dordii HBsAg pozitif olan 100 kisiden alinan numuneler analiz edildi ve bunlardan G¢tnin
HBYV genotip A'ya sahip oldugu belirlendi[38] iilkenin ¢esitli bolgelerinden HBsAg pozitif
103 kronik HBV tasiyicisindan alinan serumu analiz etti ve bu popiilasyonda bes viral
genotipin varligini ortaya koydu: A, B, C, D ve F. Genotip A en sik bulundu (%59.,5) ),
ardindan genotipler D (%24,3), C (%13,6), F (%9,7) ve B (9%2,9) gelir. Bu 6rnekte bulunan

genotip B ve C, Asya kokenli hastalardan alinan serumlarda tanimlanmustir.

Ulkenin Kuzey ve Kuzeydogu bélgelerinde [39] yiiriitilen bir calisma, A, D ve F

genotiplerinin varligin1 ortaya koymustur ve Kuzey bolgesinde genotip A'nin prevalansi

%55.6, D %22.2 ve F %22.2'dir.
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[40] tarafindan daha kapsamli bir ¢alisma yapilmistir. A genotipinin daha sik goriildigii
ulkenin Thi-Qar boélgesinde, Thi-Qar bolgesinde ise en sik bulunan genotip D genotipi
olmustur. Valilik Thi-Qar bolgesi en sik goriilen genotip A (%54,2, ardindan F (%29,2) ve
D (%16,6) idi.Analiz edilen giineydogu bolgelerinde en yaygin genotip A genotipiydi ve
ayn1 Giineydogu bolgesi, Kurdistan Bolgesi vilayetinde sadece A ve D genotiplerinin

varlig1 rapor edilmis olup, ikincisi en sik bulunanidir.
2.10 Cift enfeksiyon ve rekombinasyon

Birden fazla HBV genotipi ile gift enfeksiyon serolojik yontemlerle tespit edilebilir.
Kronik hastalarda her zaman akut hastaligin alevlenmesinin eslik ettigi goriinen ayni veya

farkli.

HBV genotiplerine sahip siiperenfeksiyonlar zaten tarif edilmistir. Interferon ile tedavi
edilen hastalarda yapilan calismalarda, vakalarin %67'sinde birden fazla genotipte
koenfeksiyon gozlenmistir. Ayrica bu hasta grubunda serokonversiyon sonrasi genotip
A'dan (adw) genotip D'ye (ayw) gecis siktir. Yeniden diizenlemelerin ortaya ¢ikmasi ve S-
oncesi bolgede birkag baz degisikliginin meydana gelmesi, viral genomun o bdlgesinde

etkili olan bir se¢im siirecini diisiindiiren kanitlardir. Ek olarak,

Birden fazla HBV genotipi tarafindan enfeksiyonun tespiti, multipleks PCR veya spesifik
genotip problarini kullanan yontemlerle tespit edilmesi kolaydir. Farkli yontemler
kullanilarak HBV ile enfekte hastalarin %4.,4, %10,9, %12,5, %12,5, %3, %17,5'inde ¢ift
enfeksiyon gozlendi. A, B ve C genotipleri tarafindan ticlii enfeksiyon bile enjekte eden

uyusturucu kullanicilarinin %0,9'unda rapor edilmistir [41].

2.11 HBV qgenotipleri ile enfeksiyonun klinik seyri arasindaki iliski ve anti-viral

tedaviye yamittaki farkhihklar

On klinik ¢alismalar HBV genotipi arasinda bir iliski oldugunu gosterse de, enfeksiyonun
dogal seyri ve antiviral tedavi analizlerine yanit, konu hakkinda kesin bir sonuca varmak

icin tamamlayici1 onlemler gereklidir.

[42], HBV genotip C'nin daha siddetli karaciger hastaligi ve interferon tedavisine (IFN)
daha az yanit ile iliskili oldugunu ve HBV genotip C tasiyicilarinin daha sik HBeAg pozitif
oldugunu 6ne siirmiistiir 03. [43] HBV genotip B'yi daha siddetli bir karaciger hastaligiyla
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iliskilendirdi. Hindistan'da, HBV genotip D'li hastalarda, genotip A ile enfekte olan
hastalardan daha 6nce hepatoseliiler karsinom gelisen daha siddetli hepatit goriilmiistiir.
Karaciger nakli yapilan hastalarda yapilan bir ¢calisma, genotip A ile enfekte olan hastalarin

daha dusiik rekiirrens riskine sahip oldugunu gostermektedir.

Interferon tedavisine yanit, spesifik HBV genotipleri ile iliskili gériinmektedir. Genotip C
ve D'ye sahip bireyler, genotip A ve B ile enfekte olmus bireylere kiyasla IFN'ye daha
diistik yanit verir. A ve B genotiplerinin en iyi yaniti, genotip C ve D'deki ¢ekirdek
promotordeki mutasyonlarin daha hizli gelismesiyle ilgili olabilir. Direng lamivudin ile
antiviral tedaviye, bir yillik tedaviden sonra viral genotipten bagimsiz gibi goriinmektedir,

ancak HBe-Ag varligi ile iliskili olabilir.

HBV genotiplerinin belirli bir cografi dagilimi oldugundan, viral genotiplerin enfekte
bireylerin etnik kokenleriyle iligkili oldugunu sdylemek dogru olur. Beyaz irkta genotip A,
Asyalilarda genotip B ve C baskindir [25].
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3. MATERYALLER VE YONTEM
3.1 Kimyasallar ve reaktifler:

Bu ¢alismada kullanilan tiim kimyasallar ve reaktifler, Sigma-Aldrich (ABD), Merck
Almanya'dan ve SD ince kimyasallardan (Hindistan) satin alinmistir ve AR kalitesi
yaklagik %95-99 safliktadir. Tim reaktifler pH 7,02 olan ¢ift damitilmis su ile

hazirlanmuistir.
3.2 Arastirma Tiirii ve Hasta Se¢imi:

Hastalar ve Kontrol Gruplari: Bu ¢alismaya 110 katilimci dahil edildi. (Hepatit B viriisii
serotipleri i¢in pozitif 56 hasta ve HBV icin tanimlanmamis serumlar1 olan 54 saglikli

hasta) . Yaglar1 8 ay ile 88 yil arasinda degismekteydi. Hasta sayist erkek 63, kadin 47 idi.

Ornekler Mayis 2020- Nisan 2021 tarihleri arasinda Al-Hussein Egitim Hastanesi'nde ve
farkli zamanlarda toplanmistir. Numunelerin izolasyon tarihleri farkli zamanlardaydi
Mayis 2020 ile Nisan 2021 arasi. Hasta ve hepatit B hastasinin yasi ve cinsiyetine gore

numuneler alindi.
3.2.1 Dahil etme ve harig tutma kriterleri:

Thi-Qar Valiligi yerlesim yerlerinde ikamet eden tiim sakinler, yalnizca yerlesik

olmayanlar olarak kabul edilenler harig, bu ¢alismaya dahil edildi.
3.3 Arastirma metodolojisi
3.3.1 Arastirma adimlari:

Bu arastirma, Basra Universitesi'nin bir kolu olan Thi-Qar Universitesi Tip Fakiiltesi'nde,
Nasiriyah, Irak'ta Mayis 2020 ve Nisan 2021 doneminde ger¢eklestirilmistir. Arastirma

projesi sirasinda izlenen adimlar agagidaki gibidir.
a) Hedef bolgenin demografik arastirmast;
b) Aile kayd,
¢) Biyolojik materyalin toplanmast;

d) Serolojik belirteclerin tespiti ve analizi;
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e) Her bireyin serolojik profillerinin belirlenmesi.
3.3.2 Biyolojik materyalin toplanmasi

Hastalarin kaydindan sonra, tek kullanimlik bir siringa ve igne kullanilarak venipunktiir
yoluyla 5 ml periferik kan alind1 ve kalifiye profesyoneller tarafindan yapildi. Tiipler, elde
edilen Orneklerin uygun sekilde korunmasini saglamak icin ideal sicaklik kosullarina
uyularak sogutucularda, Basra Universitesi, Nasiriyah, Irak'in bir subesi olan Thi-Qar

Universitesi Tip Fakiiltesi Epidemiyoloji Laboratuvari'na tasindi.

Numuneler 2500 rpm'de 15 dakika santrifuj edildi, serum elde edildi, daha sonra
erpendorff® tipi bir saklama tiipiine aktarildi ve hepatit B'nin serolojik belirteclerini

belirlemek igin ileri testler igin -20°C'de dondurucuda saklandi.
3.4 Serolojik belirteclerin tespiti ve analizi

Hepatit B i¢in asagidaki serolojik belirtecler (HBsAg, Anti-HBs ve Anti-HBc Total),
ureticinin  metodolojisine kesinlikle uyularak immuanoenzimatik testler — ELISA

kullanilarak belirlendi.

a) HBsAg: HBV tasiyic1 durumunu tanimlar. Bu belirteg, hepatit B virlisiiniin yiizey
antijenini temsil eder ve varligi, akut enfeksiyonu kronik olandan ayirt etmeden bu viriis

tarafindan enfeksiyonu gosterir.
b) Toplam Anti-HBc: hepatit B viriisii ile 6nceki temas1 gosteren antikorlar.

c) Anti-HBs: Genel olarak, bu antikorlar, aktif HBV enfeksiyonu veya aktif bagisiklama
(viriise kars1 as1) veya yakin zamanda pasif (hepatit B'ye karsi hiperimmiin serum) yoluyla

elde edilen bir bagisiklik durumunu gosterir.

Anti-HBs igin seroloji ile ilgili olarak, DO tarafindan yapilan kesme okumasinin 1,5 kati
sonucu olan muayeneler pozitif olarak kabul edildi. Anti-HBc Total isaretgisi i¢in, optik
yogunluk okumalar1 kesme degerinin altinda olan tiim muayeneler dikkate alindi. HBsAg
ve Anti-HBs belirteclerinin serolojik testleri, pozitifler igin dngorulen cut-off ve cut-off
degeri arasindaki bir sonugla gri bolge olarak belirlendi ve daha sonra belirsiz olarak
adlandirildi.
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3.5 Katilimceilarin katihhm akis semasi ve serolojik profillerin belirlenmesi

HBYV i¢in serolojik belirteclerin sonuglart elde edildiginden hasta bakiminin akis semasi
hazirlanmis ve serolojik profiller de belirlenmistir. HBsAg ve Anti - HBc Total'e reaktif
olan tiim bireyler kronik HBV tasiyicilar1 olarak siiflandirildi. Total Anti - HBc igin
negatif olan hastalar . HBsSAg ve Anti - HB'ler " tastyict olmayan / asla enfekte / duyarli "
olarak smiflandirildi . Total Anti - HBc igin pozitif seroloji ve HBsAg i¢in negatif olmasi
durumunda, bir Anti - HBs testi yapildi . Her iki belirte¢ (Total Anti - HBc ve Anti - HBs)
pozitif bulundugunda , hasta yagamin bir noktasinda viriisle temas etmesi nedeniyle immiin
olarak siniflandirildi . Total Anti - HBc pozitif ve Anti - HBs negatif olanlar izole vakalar
olarak smiflandirildi . Sadece Anti-HBs i¢in pozitif seroloji gosteren hastalar asilama ile
immiin olarak siniflandirildi. Son olarak, 3 serolojik belirte¢ (Total Anti-HBc. Anti-HBs

ve HBsAQ) reaktiflerini sunan tiim hastalar belirsiz olarak siiflandirildi.

3.6. Mutasyon Orneklerinin Toplanmasi ve Gen ¢alismasi

Hastaliga neden olan hastalardan alinan kandan ayrilan serumlar kullanildi. 2006-2007
yillar1 arasinda tez c¢alismasi sirasinda seroloji laboratuvarina basvuran ve hepatitin tiim
bulgular1 HBsAg negatif olan kisiler. Anti-HBc pozitif olan anti-HBs, anti-HBeAg ve
anti-HBe tez ¢alismasina dahil edilmistir. ELISA testlerinin yapildigindan emin olmak
icin bu kisilerden alinan serum ornekleri iki kez incelendi. Bu amacla hepatit B'li kisilerin

serumu pozitif.
3.7 Numunelerden Niikleik Asit Aritma

Ormneklerden DNA saflastirmasi  Orneklerden DNA saflastirmasi, Affigene DNA
ekstraksiyon kiti (Sangtec Molecular Diagnostics, Isvec) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Bu amagla orneklerin serumu (200 ul) (1.5 ml) steril Eppendorf tiiplere aktarilarak lizis
tamponu (200 pl) ve proteinaz K (25) ilave edildi ve oda sicakhiginda 15 dakika
inkubasyondan sonra 6rnekler 600 °C'de 300 ul Santigrut ile 15 dakika karistirildi. Grup
DNA baglama kolonlarina aktarildi ve 11.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra ornekler sirasiyla 500 ve 600 pl yikama tamponu I ve 2 ile yikandi. Bos
numune kolonlari, numunelerde kalmis olabilecek etanoliin buharlagsmasi i¢in 1 dakika
boyunca 11.000 rpm'de santrifijlendi ve 1.5 mL temizlendi. Eppendorf tirlerine
aktarildilar ve 5 dakika daha oda sicakhiginda birakildilar. Orneklerden DNA izolasyonu
icin kolonlara 35 adet yumurta kabugu soliisyonu eklenmis ve 3 dakika oda sicakliginda
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tutulmustur. Santrifiij DNA ekstraksiyonu 000 rpm'de tamamlandi. DNA saflastirma
urtinleri, bir sonraki teste kadar 200 °C'de saklandi.

3.8. Numunelerde hepatit B viriisii DNA varhgimin PCR yontemi ile belirlenmesi ve

gercek zamanh PCRile viral yuklerin belirlenmesi

Orneklerin DNA ekstraksiyonu tamamlandiktan sonra, tiim gruplar (n = 30) hepatit B
virsti pozitif numuneler icin ve bir grup (HBV = 50) negatif numuneler icin test edildi.
Grup numuneleri (HBV = 30), HBV DNA varlig1 agisindan test edildi. Ve i¢ ice PCR
yontemi de. Yar1 yuvalanmigs PCR testinin sonuglarimi dogrulamak ve viral yiiki
belirlemek. Sekanslar1 Tablo 3.1'de verilen baslangic materyalleri, yar1 ortiisen PCR igin
kullanildi.  Yart yuvalanmig PCR'nin ikinci adimi. Pol59F ve HBV14 primerleri
kullanilarak gerceklestirilmistir. Karisim ikinci asama islemler i¢in hazirlanir. Hazirlanan
karisima 3 Faz 1 {irtinii eklendi. Bdylece HBV genomunun 57-707'si. (Tablo 2)

3.8.1 UV spektroskopisi kullamlarak HBV DNA'nin kantitatif tayini

Glintimiizde, ultraviyole (UV) spektrofotometrisi, ger¢cek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR), dijital PCR, izotermal amplifikasyon teknikleri ve biyosensorler dahil
olmak tizere HBV DNA'y1 6l¢mek icin bir dizi molekiiler teknoloji kullanilmaktadir. [46]
DNA veya RNA iceren bir numune tarafindan absorbe edilen UV miktarr, numunedeki
DNA veya RNA igerigine baghdir. Kalibrasyon, standart DNA miktarlar ile UV 1s1k
absorpsiyonunun o6lgiilmesi ve sonuglarm bir kalibrasyon egrisi tizerinde ¢izilmesiyle
yapilir. Daha sonra bilinmeyen numuneler tarafindan UV 1s1k absorpsiyon orani 6lgiiliir ve

bu kalibrasyon egrisi lizerinde ¢izilir (Sekil 2).
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Sekil 2 . HBV'lerin UV Absorbans spektrumlari

UV absorpsiyon spektrumlarini elde etmek i¢cin SEC-MALLS c¢alismalar1 i¢in uygun
tamponla korlestirilmis bir Agilent 8453 UV-Visible spektrofotometresi kullanildi. Her
numune, Milli-Q su ve %70 etanol ile uygun sekilde temizlenmis bir kuvars kiivet iginde
calistirildi. Deneylerimizde RNA poliniikleotitleri i¢in 260 nm'de (RNA260nm) nukleotit
basina 8.000 M/cm'lik bir sénme katsayis1 kullandik. Saf RNA igin 2.0'lik bir 260 nm/280
nm orani kullanilarak, 4000 M/cm'lik bir RNA280nm hesaplandi. RNA260nm = 7000
M/cm ve RNA280nm = 4400 M/cm yok olma katsayilart bu ¢alismada kullanilmasa da
DNA viriisleri i¢in yeterli olacaktir. Niikleik asit ve protein spektrumlari arasindaki
kalitatif ve kantitatif farkliliklar ayirt edilebilir (Sekil 2). 260 nm dalga boyunda
maksimum 1s1k absorpsiyonu, piirinleri ve pirimidinleri istifleyerek elde edilir ve sSRNA
icin elde edilen absorpsiyon orani yaklasik 2.0'dir. Glukozaminler, triptofanlar ve disiilfid
baglari, protein absorbansinin biiyiik kismint olugturur. 280 nanometre (nm) civarinda,
protein absorpsiyonu zirvesini ve belirgin bir omuz sergiler. Proteinin 260 nm/280 nm
orant (.61'dir. Protein, RNA ve protein/RNA karisimlarinin tipik UV absorbans
spektrumlari. Bu spektrumlarin sekli ve ayrica 260/280 nm orani, kalitatif ve kantitatif
farklilagmaya izin verir. UV absorbans spektrumlarint dogru bir sekilde degerlendirmek
icin, her dalga boyunda 151k sa¢ilimi dikkate alinmalidir. Proteinin 260 nm/280 nm orant
0.61'dir. Protein, RNA ve protein/RNA karigimlarinin tipik UV absorbans spektrumlari. Bu
spektrumlarin sekli ve ayrica 260/280 nm orani, kalitatif ve kantitatif farklilagsmaya izin

verir. UV absorbans spektrumlarini dogru bir sekilde degerlendirmek icin, her dalga
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boyunda 151k sacilimi dikkate alinmalidir. Proteinin 260 nm/280 nm oran1 0.61'dir. Protein,
RNA ve protein/RNA karigimlarinin tipik UV absorbans spektrumlari. Bu spektrumlarin
sekli ve ayrica 260/280 nm orani, kalitatif ve kantitatif farklilasmaya izin verir. UV
absorbans spektrumlarini dogru bir sekilde degerlendirmek icin, her dalga boyunda 11k

sacilim1 dikkate alinmalidir.

Yar1 oOrtisen PCR'nin ilk adimi, HBVI12 ve HBVI14 primerleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Hazirlanan karisima numune setlerinden elde edilen DNA saflagtirma
driinlerinden 15 pl ilave edildi. Ayrica ikinci amacimiz hedef DNA'y1 "Immuno- Real
Time PCR" yonteminde kullanima hazirlamakti. Bu amagla biotin isaretli HBV 14 primeri
istendi. Elde edilen birinci adim PCR f{iriinii, pozitif kontrol numunesinden saflastirilds,
ardindan UV spektrofotometre ile nicelendirildi (Sekil 2) ve nicelendirildi (1012 kopya/ml)
ve “immiinofloresan-gercek zamanli PCR” i¢in hedef DNA olarak kullanildi. " yontem.
(Sekil 1)

Tablo 1. Yan ortiisen PCR - BilesenlerAsama 1

Bilesen Miktar Konsantrasyon

DNAse-RNAse Igermeyen23,5 litre 50 pl'lik son reaksiyon hacmini

Su I¢in tamamlamak igin
dNTP karisimi
1.0 ul
Birincil HBV14 1.0 200 mM (Fermantas)
Birincil HBV12 1.0 Primer 25 Mm nihai konsantrasyonu
10x Taktik Tampon 5.0 litre Primer 25 mM'nin nihai konsantrasyonu
MgCl 3,0 litre 1x (Fermantalar)
Tag DNA Polimeraz 0,5 l
ornek DNA 15.0 litre
Toplam hacim 50.0 pl
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Tablo 2. Yan o6rtiisen PCR - Faz | PCR

Sahne Sicaklik Sure (Dakika)  Yorum
Denatirasyon

95 Oc 02.00
1. Bekleme

95 OcY 00.45

49 Oc 01.00 45 angu PCR ile Amplifikasyon
2. PCR
A 72

samasi Oc 02.00

3. Bekleme 72 oC 05.00 Uzatimi

tamamlanmayan tirlinlerin tamamlanmasi

4. Bekleme 04 Oc Sonsuz Ikinci Asama PCR'ye Kadar
Saklamak I¢in

3.9. Immiinofloresan - Ornekler icin gercek zamanh PCR gerceklestirin

"Immuno-Real Time PCR" yontemi klasik ELISA yontemi ile "Real Time PCR"
yonteminin kombinasyonundan elde edilen yeni bir tani yontemi oldugu ic¢in klasik,
konjuge (antikor) ELISA yonteminden farkli olarak enzim markdrii) ile isaretlenmistir.
Antijen-antikor baglanmasi (geleneksel ELISA'daki konjugasyon gibi) adimlarim takiben,
antikora bagli DNA, genellikle kisitlama enzimi lizizi ve ardindan saflastirma yoluyla
sistemden ¢ikarilir ve saflastinlmis DNA dizisi, gercek zamanli PCR ile saptanir.
kemiluminesans veya Kolorimetrik yontemler, geleneksel ELISA'daki gibi [17,
22].Antijen-antikor baglanmasi (geleneksel ELISA'daki konjugasyon gibi) adimlarim
takiben, antikora bagli DNA, genellikle kisitlama enzimi lizizi ve ardindan saflastirma
yoluyla sistemden ¢ikarilir ve saflagtirllmigs DNA dizisi, gergek zamanli PCR ile saptanir.
kemiluminesans veya Kolorimetrik yontemler, geleneksel ELISA'daki gibi [17, 22].

Antijen-antikor reaksiyonlarinda sistem i¢in hazirladigimiz hedef DNA'ya baglanmak igin
streptavidin molekdlind kopri olarak (biyotin etiketli sekonder antikor ile biotin etiketli
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hedef DNA'miz arasinda koprii olusturmak igin) kullaniriz. Antikor konjugasyonu igin
gerekli olan DNA (hedef DNA, 1012 kopya/tahlil) semi-PCR prosediiriiniin ilk adiminda
biotinlenmis primer ¢iftleri kullanilarak HBV polimeraz gen bolgesi amplifiye edilerek ve

saflagtirilarak elde edilmistir, daha 6nce de belirttigimiz gibi yuvalanmistir (Sekil 3).

Capture of HBV with Magnetc Binding of Streptavidin and DNA Q
Beads molecule to the target

"f

Replication with Real Time PCR

0 f 0w
Vs j f Il I

{4 TY { LY L LR

o o

o 0 T

Sekil 3 Immuno-Real Time PCR” Asamalari

HBYV genom numarasi X68292 , Primer Express v 3.0'a ( Applied Biosystems Foster City ,
ABD ) dayali Real Time PCR igin primer ve prob ( Tablo 3)

Tablo 3. Ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu - Prob ve ham maddelerle bagisiklama

prosediri
Astarin Adi Yon Sira
HBV-IPCR-f Duz ETIKETGGCTTTCCCCCACTGT
HBV-IPCR-r Tersi GGCCCCAATACCACATCA
HBV-Probu Duz FAM-TGGGTTTCAGCTATATGG-MGB

3.10 DNA'min siniflandirilmasi ve numunelerdeki spesifik mutasyonlar

Daha once bildirildigi gibi, herhangi bir ortiisen pozitif PCR iiriinii ile izole edilen anti-HBc pozitif

numuneler setinin amplifiye HBV DNA fragmanlari, DNA dizilimi ile analiz edilmistir. DNA
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dizilemesinden Once. Karisim Tablo 3.5'te hazirlandi ve yazilim kullanilarak bir MI Research PT
100 PCR cihazinda inkiibe edildi. (Tablo 4)

Tablo 4. PCR iirtinlerinin saflastirilmasi i¢in kullanilan bilesenler

Sahne Sicaklik Zaman (Dk) Ac¢iklama
1. Bekleme 37 oC 15.00 Enzim Reaksiyonlar1
2.Bekleme  850C 15.00 Enzim Inaktivasyonu

dNTP ve kullanilmayan primerlerden saflagtirllan PCR numunelerinin DNA dizilimi
Applied Biosystems Big Dye vl1.1 kiti (ABD) kullanilarak yapildi. bu amag icin . EG

Cevadex G50 12 ml DNAse-RNAse igermeyen distile su ile yarim saat nemlendirin.

Temizleme kolonlari, 700 ul sulu Sephadex G-50nin 2000 g'de 2 dakika santrifij
edilmesiyle hazirlandi ve DNA baglanmasi olmadan dénen kolonlara (Macherey Nagel)

aktarildi.

Periyodik siralama iiriinleri, agagidaki ¢alistirma parametreleri kullanilarak bir 310 Genetic

Analyzer iizerinde calistirildi.

Oncelikle elde edilen elektrot verileri ve kalite kontrolleri icin Applied Biosystems
Sequence Analysis v1.4 yazilimi kullanilarak baz adlandirma islemleri yapilmistir. Daha
sonra elektromanyetik diyagramlar DNA Star SeqManll yaziliminda iki yonlii eslestirme
ve karsilastirmaya tabi tutulmustur. Sonug¢ olarak standart DNA dizileme verileri, tiim
filogenetik analiz programlarinin veri analizi i¢in okuyabilecegi *.fasta formatinda

hazirlanmigtir.
3.11 Istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz i¢in Epilnfo Yazilimi (3.5.2) kullanildi. Ilk olarak, Excel® 2007
kullanilarak, arastirma sirasinda elde edilen ad, yas, katilan ailelerin kayit numarasi, QEF
ve EEI bilgileri, tanimlayict analiz ve tek degiskenli analiz gibi tim bilgilerin tablo haline
getirildigi bir veritabani olusturuldu. Kategorik degiskenlerin olusumunu analiz etmek igin,
uygun oldugunda oranlari karsilagtirmak i¢in Yates diizeltmesi ile ki-kare testi uygulanarak
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2x2 olasilik tablolar1 kullanildi. Frekansin 5'ten diisiik olmasit durumunda, Fisher testi
benimsenerek ki-kare gegerli kabul edilmedi. Anlamlilik diizeyi o = %5 (0.05) kabul edildi
ve gliven aralig1 %95 idi.

Sekil 4 Arastirma katilimcilarina yardim akis semasi ve serolojik profillerin

siniflandirilmasi.
3.12 Etik hususlar

Aragtirma konulari, katilimlariyla ilgili tiim bilgileri aldi ve onaylari, onay sartlarini
imzalayarak resmilestirildi. Resit olmayan bireyler s6z konusu oldugunda, ebeveynler veya
vasiler, aragtirmanin Onemi, amaci, toplama prosedirleri, pozitif HBV serolojisi
durumunda tibbi takip ve garanti edilen bilgilerin gizliligi hakkinda elle ve sozlii olarak
bilgilendirildi. Okuma yazma bilmeyenler i¢in onam formunun okunmasi ve arastirmaya
iliskin tlim aciklamalar yapilmistir. Dogrulama, ozellikle katilimcinin parmak izinden
sonra gergeklesti. Arastirma tamamen 1975 Diinya Tabipler Meclisi ve Saglik Bakanlig
tarafindan daha &nce analiz edilen ve Basra Universitesi, Nasiriyah, Irak tarafindan

onaylanan ilkelere uygun olarak gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Populasyonun karakterizasyonu.

Baslangigta, arastirmaya Khamisiyah'in 45 sakini ve al-Rifai, Qalat Sukkar, Ash Shatrah,
Sug al-Shuyouk ve al-Chibayish kasabalarindan kalan 38 kisi katildi. Erkekler kadinlara
gore daha baskindi ve toplam katilimci sayisinin yarisindan biraz fazlasini olusturuyor
(%57.6). Kontroliin yas1 (n=110) 8 ay ile 88 yi1l arasinda degismekteydi (ortalama: 31.6 yil;
standart sapma: 20.0). (Tablo 5), her iki lokasyonda da galisilan niifusun cinsiyet ve yas

grubuna gore dagilimmi gostermektedir. Hasta sayisi erkek 63, kadin 47 idi. Numunelerin

izolasyon tarihleri farkli zamanlardaydi Mayis 2020 ile Nisan 2021 arast.

Tablo 5. Kontrol ile birlikte analiz edilen 110 bireyde ThiQar illerinde ¢alisilan popilasyonun

cinsiyet ve yas grubuna gore dagilimi (n=100).

Hastalar (n=110) Kontrol (n=100)
Yas

Erkek Kadin Toplam Erkek | Kadin
grubu

N % N % N % N N
Oilab 2.4 3 3 6 55 5 5
06ilal2 |7 6.1 6 5.9 13 12 6 6
11ilal5 |8 7.7 7 6.5 16 142 |9 4
16ila20 |5 4.2 5 4.2 9 8.5 7 4
21ila30 |7 6.8 6 5.5 14 123 |7 8
31ila40 |8 7.6 7 6.4 15 139 |4 4
41ila50 |9 8.5 5.6 16 141 |2
51ila60 |8 7 3 24 10 9.4 2 5
61'den

8 7.3 4 2.9 11 10.1 13 4
fazla

n: analiz edilen birey sayisi; % : n'ye gore yizde.




4.2 HBYV serolojik belirteclerinin sonuclari ve profillerin belirlenmesi.

Arastirmanin ilk asamasinda elde edilen ve ELISA ile analiz edilen 110 O6rnekten 56's1
(%50.7) HBV serolojik belirteclerinden herhangi biri icin pozitifti ve n=2 6rnek HBV ig¢in
belirlenmemis seroloji olarak sunuldu. (Tablo 6), ELISA testine gonderilen bireylerin

serolojik sonuglarini ve ilgili serolojik siniflandirmalar géstermektedir.

Tablo 6. ELISA ile teste tabi tutulan 110 kisinin serolojik belirteglerinin sonuglari ve ilgili

serolojik siniflandirmalari

Toplam

Serolojik  Belirteglerin ~ Sonuglar1 | Serolojik N %
(Reaktif) Siniflandirma

HBs Ag +Anti-HBc Total Kronik Tastyici 2 1.8
Anti-HBs Asilanmis 20 17.9
HBs Ag +Anti-HBc Total Yalitilmig 13 115
Anti-HBc Total + Anti-HBs Bagisiklik 20 18.4
Anti-HBc Total + Anti-HBs + HBsAg | Belirsiz 1 1.2
Reaktif isaretleyici yok Duyarl 54 49.2
Toplam - 110 100

n: belirli bir isaretleyici ic¢in reaktif bireylerin sayisi; %: analiz edilen numunelerin

toplamina iliskin yiizde (110).
4.2.1 HBYV serolojik belirteclerin yayginhg:

HBV HBsAg, Anti-HBc Total ve Anti-HBs serolojik belirteglerinin prevalansinin
istatistiksel analizi ve analiz edilen her bireyin yasina gore serolojik profillerin
belirlenmesi igin, belirsiz (n=8) %38.8 olarak siniflandirilan tiim sonuglar hari¢ tutulmustur.
110 kisiden 102'si dikkate alinmaya baslandi. Analiz edilen 102 kisi arasinda serolojik
belirteg HBsAgmin prevalansit %1.8 (n=2) idi. Total Anti-HBc belirteci igin prevalans
%26,6 (n=27), Anti-HBs icin prevalans %32.1 (n=33) bulundu (Tablo 7).
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Tablo 7. Analiz edilen 102 kiside serolojik belirteclerin dagilimi.

Isaretciler N n* %
HbsAg 2 1.8
Anti-HBs 102 27 26.6
Anti-HBc Toplam 33 32.1

N: analiz edilen birey sayisi; n*: belirli bir isaretleyici i¢in reaktif bireylerin sayisi; %:

analiz edilen kisi sayisina iligkin yiizde.

HBV serolojik profillerine ve her katilimcinin yas araligina gelince, 21-30 yas arasi
bireylerde daha yiikksek HBsAg belirteci sikligi gozlendi (Sekil 5). En geng kronik tasiyici
18 yasinda, en yaslisi ise 59 yasindaydi. Bu toplamin on biri erkek, biri kadindi.

Oto5- 06to12- 11to15- 16to200 21to301 31to400 41to500 51to601 Over6l-

16

14

12

1

o N B OO 00 O

Himmune Mvaccinated isolated (Anti-HBc positive alone) M susceptible  HTotal

Sekil 5 Analiz edilen 102 bireyde hepatit B virusi serolojik belirteglerinin yasa gore

dagilimi.

Genel olarak, Total Anti-HBc, 11-15 yas arasindakiler hari¢, hemen hemen tiim yas
gruplarinda mevcuttu. 41-50 yas arasi erkek bireyler enfeksiyon belirteci varligina gore

daha yaygindi.

Tiim yas gruplarinda bulunan bir antikor olan Anti-HBs ile ilgili olarak, bu belirte¢ daha
cok Total Anti-HBc ile iliskili olmasina ragmen, 41-50 yas arasi bireyler arasinda bir
baskinlik vardi. (Tablo 8), analiz edilen 102 bireyde yasa gére HBV igin serolojik profilleri

goOstermektedir.
37



Tablo 8. 102 kiside* yasa gore serolojik profilin dagilimu.

serolojik profil
Yas Kroni | Bagisikh | Asillanm | izole (tek basina
) o duyarh | Toplam
grubu k k 18 Anti-HBc pozitif)
N % [N |% |N|% |N % ni % |n |%
Oilabs -|/- 10 (02 |1 |09 |- - 4 142 |5 |530
. 1
06ilal2 |- |- [0 |02 |3 |3 - - 9 |85 ) 11.70
1 1 ]139
11ilal5 |- (- |- |- 4 139 |- - 10
0 4 |0
) 0, 1
16ila20 |0 5 0 (02 |3 |29 |0 0,2 6 |52 0 8.70
0, 71 |1
21ila30 |1 2 (17 |3 |26 |0 0,3 7 12.34
6 4 3
. 0, 1
3lila40 |0 3 4 141 |1 (08 |2 2.1 7 165 A 13.80
0, 1
41ila50 |0 3 5 (47 |1 |14 |4 3.9 4 135 A 13.80
. 0, 1
5lila60 |1 . 4 142 |1 (12 |2 1.8 2 |17 0 9.40
61'den 1
- /- 13 (32 |1 |12 |3 3.2 3126 10.20
fazla 0

* Belirsiz (8/110) hari¢ tutulmustur; n: yas grubundaki birey sayisi; belirsiz; (-):

yuvarlamadan kaynaklanmayan sifira esit sayisal veriler.
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4.3 Tek degiskenli analiz

Pozitif bir HBsAg sonucu ile cinsiyet ve yas degiskenleri arasindaki olas1 iliskilerin tek
degiskenli analizi i¢in, ¢alismanin ilk asamasinda elde edilen veriler kullanildi, bu nedenle

102 kisi dikkate alind1 (belirsiz sonuglar harig).

Cinsiyet ve yas degiskenleri ile HBsAg arasindaki tek degiskenli analiz, erkeklerin ve 20
yasin lizerindeki bireylerin kronik HBV tasiyicisi olma olasiliklarinin daha yiiksek
oldugunu ortaya koydu (p<0.05) (Tablo 3.4). Total Anti-HBc belirteci ile cinsiyet ve yas
degiskenleri igin iliski devam etti (p<0,001) (Tablo 9).

Tablo 9. Analiz edilen 102 kiside pozitif HBsAg sonucu ile cinsiyet ve yas degiskenleri arasindaki

olasi iliskilerin tek degiskenli analizi.

HBsAg seropozitifligi
Degiskenler Evet Numara Olasilik oram Cl1-95% P
n % N %
Erkek 3 29 99 97.1
Seks 8.3 1.0-64.0 0.01
Kad:n 0 04 102 99.6
0ooo 0 04 102 99.6
Yas 0.1 0.0-1.0 0.01
>21 3 28 99 97.2

Tablo 10. Analiz edilen 102 bireyde pozitif bir Total Anti-HBc sonucu ile cinsiyet ve yas

degiskenleri arasindaki olasi iligkilerin tek degiskenli analizi.

Toplam Anti-HBc¢ Seropozitifligi

Olasihik
Degiskenler Evet Numara Cl-95% P
orani
N % N %
Erkek 39 379 63 62.1
Seks 1.9 1.3-2.6 <0,001
Kadin 25 242 77 75.8
oooo 2 1.9 100 98.1
Yas
>21 53 52 49 48 0.01 0.0-0.4 <0,001
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Sosyodemografik o6zelliklerin analizinde aragtirmanin ikinci asamasinda QEF'den gerekli
bilgiler elde edilmistir. Incelenen 110 kisiden %50,3'liniin yigma evlerde yasadigi,
%62,1'inin 1-5 odali konutlara sahip oldugu, %76,9'unun evin i¢inde banyosu oldugu ve bu
toplamin %94,1'inin fosseptik, 91 Evlerin %'sine ortak bir kuyudan su temin edilmektedir

ve sakinlerin %100'iniin elektrige erigimi vardir.

Pozitif bir HBsAg sonucu ile sosyodemografik degiskenler arasindaki olasi iligkilerin tek
degiskenli analizinde (Tablo 10), analiz edilen belirtecle ilgili anlamli bir bilgi elde
edilmedi (p>0.05).

Tablo 11. Analiz edilen 102 kiside pozitif HBsAg sonucu ile bazi sosyodemografik 6zellikler

arasindaki olasi iligkilerin tek degiskenli analizi.

HBsAg seropozitifligi
Olasih
Degiskenler Cl-95% P
Evet Numara k orani
N % N %
Evet - - 102 100
okuma yazma 3 n - 0.0-11.8 0.7
bilmeyen Numara 2.5 97.5
Medeni hal Evli* 3 34 99 96.6
24 0.4-134 0,2
bekarlar 1 1.4 101 98.6
oda sayist 00 3 3.2 99 9.8 3.1 0.3-270 0,2
>5 1 1 101 99

Pozitif Total Anti-HBc sonucu ile sosyo-demografik degiskenler arasindaki olasi iliskilerin
tek degiskenli analizinde (Tablo 11), okuma yazma bilmeyen, evli, dul, bosanmis ve

ayrilmis bireylerin HBV enfeksiyonu riski ile iligkili oldugu bulundu.

Tablo 12. Analiz edilen 102 kiside pozitif bir Total Anti-HBc sonucu ile bazi sosyodemografik

ozellikler arasindaki olasi iligkilerin tek degiskenli analizi.

Toplam Anti-HBc Seropozitifligi

Olasithik ClI-

Degiskenler Evet Numara
orani 95%
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N % N %
57.
58 44 42.9
) Evet 1 1.0-
okuma yazma bilmeyen 3.2 0.03
28. 9.7
29 73 71.1
Numara 9
Evli* 48 47 54 53
) 2.5- <0,0
Medeni hal 16. 4.4
Bekarlar 17 . 85 83,5 7.9 01
32.
oog 34 68 67.1
9 0.7-
oda sayist 1.3 0.1
26. 2.3
>5 27 . 75 73,5

4.4 Epidemiyolojik degiskenler

(Tablo 12), analiz edilen 110 kiside bazi epidemiyolojik faktorlerin olusumunu

gostermektedir. Parenteral tip gecisi destekleyen risk faktorleri i¢in dis ¢ekimi (%77.7),

ameliyat oykusi (%36.7), kan transfiizyonu %11.7, dovme (%7) ve enjeksiyon 6n plana

cikarilabilir. Kisisel hijyen malzemelerinin paylasildigr goriisiilen bireylerin yarisindan
fazlasi (%53,9) tarafindan bildirilmistir. Bunlarin %2,8' (n=7) dis fir¢asi, %42,9'u (n=110)
pense, %3,9'u (n=10) jilet ve %4,3'i (n= 11) tirnak makas1 kullanmaktadir.

Tablo 13. Analiz edilen secilmis 102 bireyde risk faktorleri i¢in pozitif gegmisin dagilimi.

Risk faktorleri (Olumlu veya Olusum

olumsuz gecmis) N %
Ameliyatlar?

Evet 37 36,7
Numara 65 63.9
Kisisel  hijyen malzemelerinin

paylasiimasi?#

Evet 55 53.9
Numara 47 46.1
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Dis cekimi?

Evet 79 777
Numara 23 22.3
Merakl: tarafindan enjeksiyon?

Evet 6 5.9
Numara 96 94.1
prezervatif kullanimi?

Evet 24 23.8
Numara* 78 76.2

Kan nakli ge¢cmisi?

Evet 12 11.7
Numara 90 88.3
Piercing ve dévmeler?

Evet 7 7
Numara 95 93

n: demografik degisken i¢in “EVET” yanit1 veren kisi sayist; %: analiz edilen toplam birey
sayisina gore yiizde; Hayir*: “Kullanma”, “Cinsel aktivitede bulunma” ve “Bazen kondom
kullanir” yanitin1 veren kisilere karsilik gelmektedir. #: dahil dis fircalari, tirnak pensesi,

jilet ve tirnak makasi.
4.4.1 Kronik HBV tasiyicilari ve viriis bulasmasi i¢in risk faktorleri.

(Tablo 14 )110 kiside “pozitif” bir HBsAg sonucu ile risk faktorleri arasindaki olasi
iligkilerin tek degiskenli analizini gostermektedir. Bu analiz icin istatistiksel olarak anlamli
bir iliski gozlenmedi.

Tablo 14. Analiz edilen 102 kiside "pozitif" bir HBsAg sonucu ile potansiyel risk faktorleri *

arasindaki olasi iligkilerin tek degiskenli regresyon analizi

HbsAg

risk faktorleri gecmis ) _ IC
Reaktif Reaktif olmayan VEYA
%095

N % N %
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Kan nakli?
Evet

Numara

Ameliyat?
Evet

Numara

Dovme/Piersing?
Evet

Numara

Cikarma?
Evet

Numara
Merakl tarafindan

enjeksiyon?
Evet

Numara
Hijyen malzemeleri

paylasilsin mi? §
Evet

Numara
prezervatif  kullaniyor

musun
Evet

Numara

Ailede hepatit var mi?
Evet

2.7

3.2

1.9

7.6

2.5

1.8

2.5

1.4

3.4

3.3

2.1

2.6
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102

99

99

100

102

94

99

100

102

99

101

99

99

100

99

100

97.3

96.8

98.1

100

924

97.5

98.2

100

97.5

98.6

96.6

96.7

97.9

97.4

1.7

14

0,4

1.6

1.2

0.0-
4.9

0.3-
8.8

0.0-
11.0

0.1-
12.0

0.0-
10.9

0.0-
2.3

0.2-
9.0

0.2-

0,4

0,3

0,6

0,5

0,6

0,2

0,4

0,5



6.1
Numara 2 2.1 100 97.9

n: kisi sayis;; *HBsAg: hepatit B viriisli ylizey antijeni. VEYA: bahis orani; %95 CI: %95
giiven araligi. §: dis firgalari, tirnak kerpeteni, jilet ve tirnak makasi dahil; (-):

yuvarlamadan kaynaklanmayan sifira esit sayisal veriler.
4.4.2 HBV enfeksiyonu ve viriis bulagsmasi i¢in risk faktorleri.

(Tablo 15), “pozitif” bir Total Anti-HBc sonucu ile risk faktorleri arasindaki olasi
iligkilerin tek degiskenli analizini gostermektedir. Bu analizde ameliyat, ekstraksiyon,
merakli kisiler tarafindan enjeksiyon, kisisel hijyen materyallerinin paylasilmasi ve
kondom kullanmama 6ykiilerinin istatistiksel olarak anlamli degiskenler olarak gdsterildigi

dogrulanmistir (p<0.05).

Tablo 15. Analiz edilen 102 kiside "pozitif" bir Total Anti-HBc sonucu ile potansiyel risk

faktorleri * arasindaki olast iligkilerin tek degiskenli regresyon analizi.

Anti-HBc Toplam

i srieri ici iti Reaktif IC
risk f.ak'[OI’|eI’I icin pozitif Reaktif S=an VEYA
gecmis olmayan 2095
N % N %
Kan nakli?
0.3-
Evet 27 26,7 75 733 0.7 0,3
1.7
Numara 34 33.2 68 66.8
Ameliyat?
1.4- <0,00
Evet 47 45,7 55 542 25
4.4 1
Numara 25 24.7 77 75.3
Dovme/Piersing?
0.3-
Evet 32 31.6 70 684 09 ”6 0,5

Numara 33 325 69 67.5
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Cikarma?

Evet 37
Numara 18
Merakl tarafindan

enjeksiyon?

Evet 61
Numara 31
Hijyen malzemeleri

paylasilsin mi? §

Evet 29
Numara 38
prezervatif kullaniyor
musun

Evet 22
Numara 37

Ailede hepatit var mi?
Evet 36

Numara 31

36,7

175

60

30.7

28.3

37.3

21.3

35.9

35.3

30

65

84

41

71

73

64

80

65

66

71

63.3

82.5

40

69.3

71.7

62.7

78.7

64.1

64.7

70

2.7

3.3

0,5

0,4

1.2

1.2-
5.7

1.1-
9.8

0.3-
1.0

0.2-
0.9

0.7-
2.1

<0,00

0.02

0.03

0.02

n: kisi sayis;; *Toplam Anti-HBc: hepatit B virilisii ¢ekirdek antijenine karsi antikorlar,

virlisle 6nceden temasin gostergesidir; VEY A: bahis orant; %95 CI: %95 giiven araligr. §:

Dis fircalari, tirnak makasi, jilet ve tirnak makasi
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5. TARTISMA ve SONUC
5.1. TARTISMA

Son yillarda, Thi-Qar valiligi ekonomik agidan bir gecis doneminden gecti. Thi-Qar
yoreleri, okuma yazma bilmeme ve savas etkilerinden kaynaklanan etkilerden dogrudan
etkilenmistir. Bolgede dmiir boyu yasayan birgok aile, yerli veya gocmen, 1991 savasiyla
evleri yikilacagi igin evlerini terk etmek ve baska yerlere tasinmak zorunda kaldi [47]. Bu
arastirmanin temel amaci, hepatit B belirteclerinin prevalansini ve al-Rifai kasabalarinda
HBV'nin bulagmasinda rol oynayacak olasi epidemiyolojik faktorleri degerlendirmekti.
Qalat Sukkar, Ash Shatrah, al-Gharraf. Sug al-Shuyouk, Khamisiyah ve al-Chibayish, Thi-
Qar vilayetinin bolgeleri. Calisma, kronik tastyicilar i¢in prevalanst %1.8 olan diisiik bir
endemik model tanimladi. Irak'ta HBV dagiliminin olduk¢a diizensiz oldugu
bilinmektedir. Irak niifusu, ii¢ endemisite modelini de sunabilir: diisiik, yiiksek ve orta.
Amazon'da, HBV i¢in kronik tasiyicilarin yilizdesi, kronik tastyici vakalarinin olmadigi
yerlerden, 6rnegin al-Gharraf'ta, Thigar'da (AM) oldugu gibi, kronik hasta tasiyicilarinin
yayginliginin daha yiiksek oldugu diger bolgelerde degisiklik gosterebilir.  Kronik
hastalarda prevalanst %3.3'tlir. Thi-Qar'da, B viriisiiniin yayginligina iliskin calismalar
olduk¢a azdir, ancak biiylik ¢ogunluk, kronik tastyicilar séz konusu oldugunda orta
diizeyde bir yayginliga isaret etmektedir: iran'da %4.8 ve Ash Shatrah bélgeleri arasinda
yukart Qalat Sukkar'da ve kronik tasiyicilarin %6.7'si ile el-Gharraf. Bulunan kronik
tastyicilarin yas grubu, 18 ila 59,9 yaslar arasinda degismekte olup, cogunluk 21 ila 30
arasinda (%33,3) ve biiyiik ¢ogunlugu erkektir (%91,6). Erkek kronik tasiyicilarin yiiksek
prevalansi, literatiirde erkeklerin kronik enfeksiyona ilerleme egiliminin daha yiiksek
oldugu bildirildiginden ve belki de erkeklerin kadinlara kiyasla HBV'ye daha fazla maruz
kalmasiyla iligkili oldugundan, dikkat edilmesi gereken bir bulgudur. HBSA ve Total
Anti-HBc arasindaki olasi iligkilerin tek degiskenli analizinde. Bu serolojik belirteglerin
erkeklerle iligkileri elde edildi (sirastyla p-0.01 ve p<0.001), bu da kronik bir tastyiciysaniz
erkeklerin olmaya ve ayrica HBV ile enfekte olmaya karsi daha fazla duyarli oldugu
bilgisini gliclendirdi. Rastgele cinsel iliski (birden fazla partner), escinsellik, uyusturucu
kullanimi, tiras bigagr paylasimi vb. HBV'nin insandaki dogal seyrinde Onemli
epidemiyolojik degiskenler olarak rapor edilen durumlardir, Dikey gecis, bolgelerde HBV
bulasinin en biiylik aracini temsil etmektedir. HBV prevalansinin yiiksek oldugu

durumlarda, su anda, analiz edilen bireyler arasinda ¢ok sik goriilmemektedir, Birincisi,
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kronik HBSag tasiyicilarinin yiizdelik diliminin agirlikli olarak erkek olmasi ve ikincisi,
HBSAG'nin varligmin alt1 yas alt1 ¢ocuklar arasinda kanitlanmamasi nedeniyledir. 5
yasinda olmasina ragmen bu yas grubunda HBV enfeksiyonu olusumu. Yetigkinlikte
edinilen enfeksiyon genellikle iyi bir klinik evrime ve tedaviye yanit verdiginden, dogum
sirasinda ve 5 yasina kadar enfekte olan ¢ocuklara kiyasla farkli bir durum oldugundan, yas
HBV enfeksiyonunun evriminde kesinlikle belirleyici bir faktordir. Kronik HBV tasiyicisi
olma sans1 %90'dir. Ankette Anti-HBc Total'in kiiresel prevalanst %32.1 olup, tarafindan
bulunan %7.9'luk toplam Irak oranini agan bir yiizdedir [48]. Bu belirte¢ icin yayginlik.
ayrica nadir goriilen bir bulgu olarak kabul edilmedi ve bu c¢alismada ozellikle
bekleniyordu. Kuzey Irak, diger Irak bolgelerine kiyasla HBV enfeksiyonu prevalansinin
en yiiksek oldugu bolge olarak kabul edilmektedir. Thi-Qar'da, baz1 arastirmalar, 6rnegin
Irak'ta prevalansi sirasiyla %68 ve %46,4 (kisisel iletisim) ve Karitiana'da bulunan se¢ilmis
sehirlerin nehir kiyisindaki topluluklarinda enfeksiyon belirteci ile ilgili artan prevalansi
gostermektedir [48]. Onceki enfeksiyon belirteci neredeyse artan bir sekilde tiim yas
gruplarinda mevcuttu. 16 yasindan itibaren bu serolojik belirtecte kademeli bir artis
goralirken 41-50 yas arasi bireylerde prevalansi zirveye ulasirken, daha yashi gruplarda
genglere gore artmaya devam etmektedir. Yas gruplarinda, bdlgenin HBV enfeksiyonu
icin yliksek risk altinda oldugu disiiniildiigiinden, viriisle erken temasin varligi hala bir
endise kaynagidir. Kisilerarasi temas yoluyla veya viral ajani igeren viicut sivilar1 yoluyla
yatay bulagsma, olduk¢a endemik bolgelerde c¢ocukluk doneminde yaygin bulagsma
yollaridir. DSQO'ye gére, diisiik endemik alanlarda, ergenler ve geng yetiskinler HBV'nin
bulagmasinda birincil hedefler iken, orta diizeyde endemik alanlarda tiim yas gruplar
degisken bir sekilde dahil edilmektedir. Kiltiirel ve sosyoekonomik yonlerden etkilenir.
16 yasindan itibaren Anti-HBc Total'deki artis, bu yas grubundan itibaren HBV ile enfekte
bireylerin ortaya ¢ikmasi, daha 6nce belirtildigi gibi diisiik endemik bolgelerde bulunan
bulasma modeliyle tutarli oldugundan, cinsel yolla bulasmanin 6nemini gostermektedir.
[49] da ¢alismalarinda Irak dahil alti Latin Amerika iilkesinde 16 yasindan itibaren Total
Anti-HBc pozitifliginde bir artis buldular. Cinsel aktivitenin bu yas grubunda bu viriisiin
onemli bir bulasma yolu olabilecegini diisiindiirmektedir. Tek degiskenli analiz sirasinda
Total Anti-HBc belirteci ile degisken yas grubu arasinda da bir iligki gozlendi (sirasiyla p-
<0,001), bu da 20 yasin iizerindekilerin HBV ile enfekte olma riskine daha duyarh
oldugunu ortaya koydu. Daha geng yas gruplarinda (0-5 yas ve 6-10 yas) enfekte bireylerin
kiiciik bir yiizdesi bulundu. Yatay bulasma ile iliskili bélgede HBV enfeksiyonunun
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yiiksek prevalansi, bazi ¢aligmalarda One siirtildiigii gibi HBV'nin dolasimini bozuyor
olabilir. Analiz edilen bireylerin yarisindan fazlasi (%53,9) baska bir aile tiyesiyle dis
fircasi, tiras bicagi/epilatdr, tirnak kerpeteni/makas gibi kisisel hijyen icin bazi
nesne/mutfak aletlerini paylastigin1 bildirdi. Tek degiskenli analizde, bu nesnelerin
paylasimi istatistiksel olarak Total Anti-HBe ile iliskilendirildi (p-0.03). Kisisel nesneleri
paylagma aligkanlig1, degerlendirilen bdlgede sik goriilen bir durum gibi goriinmektedir ve
ayrica Thi-Qar bolgesinde yapilan bazi calismalarda perkiitan maruz kalma, kisisel
davranislar, 6zellikle yakin ve ev ici temasin dahil oldugu bildirilmistir. Ozellikle kiigik
cocuklarda viral yayilma faktorleri. Dis ¢ekimi (p<0,001), ameliyat (p<0,001), merakla
enjeksiyon (p=0,02) ve cinsel iliski sirasinda kondom kullanmama (p=0,02) 6yklsu de tek
degiskenli HBV enfeksiyonu riski ile iliskiliydi. Kan ve tiirevleri yoluyla parenteral
maruziyetin viriis bulagsmasinin ana mekanizmalarindan biri oldugu literatiirde bulunanlarla
uyumlu olan analiz. Dis ¢ekimi perkiitan iletim ile ilgili olarak 6ne ¢ikan degiskendir
(%77). Halihazirda bu dis prosediiriinii ge¢irmis olan bireylerin yiiksek yiizdesi, bolgedeki
tibbi ve dis bakiminin giivencesizligini gostermektedir. Ek olarak, parenteral/perkiitan
yolla HBV'ye maruz kalma, saglik yetkililerinin cerrahi uygulamada kullanilan ekipmanin
sterilizasyonu da dahil olmak iizere biyogiivenlik standartlarinin dogru uygulanip
uygulanmadigini degerlendirmeleri i¢in bir uyar: isaretidir. Tibbi ve disgilik prosediirleri
sirasinda HBV bulasma riskini ortadan kaldirmak veya en aza indirmek icin etkili
enfeksiyon kontrol onlemleri alinmalidir. Bazi sosyo-demografik yonleri iceren tek
degiskenli analizle ilgili olarak, enfeksiyon belirteci ile iki degisken iliskilendirilmistir:
ilki, okuma yazma bilmeme degiskeniydi (p-0,03), bulagma bigimlerine iliskin bilgi ve
bilgi eksikligi ile gerekcelendirilebilecek bir durum. ve bu kitle tarafindan HBV'nin
yayilmasi, bu da bireylerin viral ajana daha fazla maruz kalmasim saglar. Ikincisi, "evli"
medeni durum degiskeniydi (p<0,001), burada bekar kisilerin sabit bir cinsel partner
olmamasi nedeniyle daha fazla cinsel maruziyet nedeniyle enfekte olma riskinin daha
yiikksek oldugunu diistinmek daha tutarli olsa da, “evli" durumu da sadece bir kisiyle
istikrarli bir iligkiyi garanti etmeyebilir. "Evli" degiskeni i¢inde, kafa karistiric1 bir 6nyargi
olarak kabul edilebilecek baska degiskenlerin (dul, bosanmis veya ayrilmis) oldugu da
dikkate alinmalidir. Ankette en yaygin HBV serolojik belirteci olan anti-HBs tiim yas
gruplarinda (%36.6) mevcuttu.  Bununla birlikte, analiz edilen bireylerin sadece
%17,9'unun HBV asis1 ile gergekten asilandigi gozlemlendi. 20 yasin altindaki bireylerin
(n=260) sadece %27,3'i (n=71) as1 yontemleriyle bagisikti. 20 yasin altindaki duyarli
48



bireylerin ylzdesi %70.7'ye (n=184) tekabil etmekte olup, bu da analiz edilen bélgede
diistik asilama kapsamim gostermektedir. [50] Valiligin Orta-Kuzey bolgesinde, 10 yasin
iizerindeki bireyler arasinda asilama kapsaminin diisiik oldugu ve duyarli kisilerin
%74%niin 11 ila 20 yaslar1 arasinda oldugu benzer bir durum tespit etti. Bu veriler,
cocuklarda hepatit B'nin diizenli ve zorunlu asilanmasinin 1997 yilinda Ulusal Bagisiklama
Programi (PNI) takvimine dahil edilmesi ve aslinda uygulanmaya baslamasi nedeniyle
HBV'ye kars1 asilama ve profilaksi programlarindaki agik kusuru ortaya koyabilmektedir.
Yani 1998'de, 15 yasin altindaki ¢ocuklarin biiyiikk cogunlugunun analiz edilen yerlerde
HBV'ye karsi bagisik olmasi i¢in yeterli zaman vardir. Asi, geng¢ insanlar arasinda
enfeksiyonun azaltilmasindan sorumludur. Bazi anketler, asinin uygulanmasindan sonra
olumlu sonuglar ortaya koymaktadir. Khamisiyah sehri hem ¢ocuklar1 hem de yetiskinleri
kapsamaya baslayan genis as1 kapsami, hepatit B vakalarinin sayisinda azalmayla
sonu¢lanmistir. Khamisiyah'ta, aginin uygulanmasindan sonra 5 yasin altindaki ¢ocuklarda
HBV'de 6nemli bir azalma olmustur. Hepatit B'ye kars1 as1, cocuklar ve ergenler icin asi
takviminin bir pargasidir ve Birlesik Saglik Sisteminde (SUS) mevcuttur. Bununla birlikte,
as1 kampanyalar sirasindaki c¢abalarin ¢ogu, ozellikle ergenler ve geng yetiskinler gibi
niifusun bagka bir kesimini bir kenara birakarak, 6zellikle ¢ocuklara ve yeni doganlara
yoneliktir. HBV'nin bulagsmasiyla miicadele i¢in dnleyici ve etkili 6nlemler gereklidir ve
bunun i¢in Federal, Valilik ve Belediye Saglik Kurumlari, bu niifusun %100t HBV'ye
kars1 bagisik olana kadar as1 kapsamini genisletmek icin as1 kampanyalarim
yogunlagtirmalidir.  Bu calismada bulunan veriler Thi-Oar'm tiim popiilasyonuna
genellenemese de hepatit B'nin epidemiyolojik durumunu degerlendirmek i¢in faydalidir.
Serolojik ve HBV hakkinda daha dogru veriler saglayarak tiim bdlgenin epidemiyolojik bir
profilini ¢ikarmak miimkiin olacak sekilde bu viriisiin yayilmasinda rol oynayan bulagsma

faktorleri.

5.1.1. HBV mutasyonlar1 analizi

Hepadnaviridae (Hepatit iliskili DNA Viriisii), kii¢iik veya bazik bir yiizey proteini (S-
kiiglik), konake¢i hiicrenin lipid zarmin bir orta yiizey proteini (M-) ve ¢ viral
glikoproteinden olusur. Orta ila biyik yuzey proteini (L). Bu ii¢ pargacik bi¢iminden S
proteini zarfta en yaygin olanidir ve antijen A'min ortak belirleyicisini tasir. [IBsAg ,

enfekte bir hastanin kaninda 300 pg / mL kadar yiiksek olabilir ve HBsAg , hepatit B
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enfeksiyonu tanisinda birincil immiinolojik belirteg olarak kullanilir(5,55,32,42).
Hepadnaviridae ailesinin iiyeleri DNA viriisleri olarak smiflandirilmasina ragmen ,
iremeleri sirasinda enzim revers transkriptaz ( ters transkripsiyon ' . RT ) ve bir sablon
olarak ilke RNA'yr kullanarak DNA yaparlar . Mutasyona ugramis HBV suslar
vakalarinda immiinolojik testler tan1 yontemi olarak kullanislt degildir Anti - HBc 19G ,
akut enksiyon sirasinda pozitif hale geldiginden ve yasam boyunca tespit edilebildiginden ,
akut , kronik veya 6nceki HBV enfeksiyonunun bir gostergesidir ve bir kisinin hepatit B
oldugunu gosterir . Serolojik belirtegle olmadan saptanan saf HBc IgG antikorlar1 Digerleri
: uzun bir pencere periyoduna . Hipoviralemi gelisen enfeksiyonlarda kan erumundaki
HBsAg miktar1 ELISA yontemi ile saptanan degerlerden daha diisiik olabilir . Bu gorece
yiiksek oranin nedeni , HBc pozitif olan 3 izole vakanin varligidir . ( HBV DNA's1 pozitif')
Serimizde Enfeksiyon Hastaliklari Anabilim Dali izlemektedir . Bu olgular goz ardi
edilirse , hepatit B virtstinun orta derecede endemik oldugu iilkemizde kabul edilebilir
olan 21 6rnegin S'inde ( % 23 ) hepatit B virlisii DNA's1 saptanacaktir [ 13 ] . HBsAg
varyantlarinin olugsmasinin iki nedeni olabilecegi diisliniilmektedir . Birincisi , vahsi
viriisiin pasif ve aktif bagisiklama ile baskilanmasi ve mutasyona ugramis tip viriisler i¢in
pozitif segime neden olmasidir . Tedavide kullanilan antiviral ajanlarin ikinci bir neden
olarak polimeraz geninde mutasyonlara neden olabilecegi ve HBsAg'yi kodlayan S geninin
bolgesinin P genindeki mutasyonlardan etkilenerek antijenik yapida degisiklige.
ugrayabilecegi one siirtilmiistiir . HBsAg'nin polimeraz genine miidahale ettigi i¢in [ 56 ,
31] . Vijayakumar ve ark . HBsAg - poritif anneler ve bebeklerinde , spesifik HBsAg 'a '
bagisiklama varyantlarr belirlendi.immiinoglobulin profilaksisi uygulanmasina ragmen
karaciger transplantasyonundan 5 ay sonra hepatit B viriisii ile yeniden enfeksiyon
bildirilmistir. tanimlanan spesifik HBsAg 'a ' ve asilama yoluyla uygulanan basarilit HBV
enfeksiyon Onleme protokollerinin , vahsi tiirleri strese sokarak mutant suslarin
yayillmasinda rol oynayabilecegi . Bu immiinosupresyondan c¢ok kodon 144 ve 145'in
etkilendigini bildirdiler [ 56 ] . [ 57 ], antiviral tedaviler ve yiizey mutantlar1 hakkinda
kapsaml1 bir inceleme yapt1 ve lamivudin direncine neden olan M204V degisikliginin ,
yilizey proteininde 1.195 M'lik bir degisiklige neden olabilecegini ve ayrica W 196S'yi
degistirebilecegini bildirdi . Adefovir direncine neden olan N236T zarf proteinini
etkilemese de , A181T mutasyonunun W172 durdurma kodonunun olusumuna yol
acacagini bildirmislerdir . Entekavir ile iliskili 1169T , S184G ve S2021
modifikasyonlarinin F161L'ye neden olabilecegini bildiriyorlar . Yiizey proteinindeki L /
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V176G ve sV194F mutasyonlar1 , M250V degisikligi ise S geninin disinda kalmis ve etki
gostermemistir [ 58 ] . Bildirilen bu mutasyonlarin HBsAg sentezinde bir bozukluga neden
oldugu ve serolojik testleri etkisiz hale getirdigine inanilsa da , ¢esitli ¢alismalar serolojik
testlerin bu mutasyonlarin bazilarii tespit edebildigini gostermistir [ 59 , 6 , 61 ]. Ornekte
HBV DNA kopyalarinin sayisinin 100'den az oldugunu ve yanlis negatifler oldugunu
buldular . Ayrica aragtirmacilar , 0.4 ng / ml HBsAg veya Kanda 0.1 iinite IU / ml HBV
DNA bulunmalidir [ 59 ]. Kan bankasi i¢in 6zel bir sorun teskil edecek bu tanisal sorunlara
ragmen , HBV taramasinda kullanilan anti - HB veya anti - DNA teknikleri diistiniilmiistiir
[35,53].
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Pakistanl1 kan dondrleri iizerinde yaptiklart ¢aligmada , anti - HBsS - negatif HBc'li
hastalarin % 76'sinda anti - HBs tespit edebilmislerdir [ 62 ]. HBV sessiz enfeksiyonunda
anti - HBC'ler i¢in izole pozitiflik % 5,9 bulunmustur [ 62 ] . Hepatit B virtisi ile kronik
enfeksiyonda , virlisiin diisiik seviyesi virlislin tespit edilmesini engelleyebilir . Boyle
sessiz bir enfeksiyon , hastanin karaciger kanseri gelistirme riskini de artirir . Birkag
konakg1 faktor ( 6rnegin HNF1 , 3, interlokinler ve interferon ) HBV replikasyonunda rol
oynar . Boyle sessiz bir enfeksiyon gelistiren . kisilerde bu genlerde mutasyon veya
polimorfizm olabilecegi diisiiniilebilir . Ayrica viruse ait mutasyonlar da ilging
arastirmalarin konusudur [ 63 , 43 , 39 ] . Sessiz hepatit B virlis enfeksiyonlarinda
promotdr mutas onlarin HBsAg sentezi ve salimimi lizerine etkilerinin arastirilmasi .
ELISA ile riski belirlemek icin HBV antijenik yapilarinin kullanilmasi gerektigi genel
kabul gdrmiis bir goriistiir . Ozellikle kan bankalarinda bu tiir sessiz enfeksiyonlarda
verdikleri bilgiler yetersiz oldugu i¢in rahatlikla uygulanabilmektedir . Ayrica DNA tarama
testleri , uygulanmasi zor olsa da seroloji testleri i¢in ¢ok dnemli bir dogrulayic testtir ve
anti - HBc verileriyle birlikte kullanildiginda HBV bulagma riskini azaltir [ 64 , 11, 65, 66
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, 14 1. Ornegin enfeksiyondan sonraki pencere periyodunun DNA bazli testler uygulanarak
geri cekilebilecegini ve tanmin 2,56 giin 6nce yapilabilecegini gdstermistir [ 67 ] . Ulke
genelinde 15 hastaneden toplanan 88 kronik hepatit B hastasi iizerinde yapilan ¢alismada ,
78 hastamin genotipinin genotip D oldugu bulmuslardir [ 68 ] . HBsAg'den sonra HBeAg .
2003 yilinda periton diyalizi uygulanan bir hastanin anti - HBc IgM ve anti - HBs serolojik
testlerinin sonuglar1 pozitif ¢ikt . Analiz ettigimiz polimeraz geni bolgesinde numune 18'de
N53S , 1911 , F221Y amino asitlerinde degisiklik , numune 9'da L146M degisikligi ,
numune 4'te L217R amino asit degisikligi gozlemlendi . Tiim 6rneklerde bu bolgedeki

H124Yve Y135S degisimi birlikte gozlendi ( 6rnek 4'te H124Y degisimi yoktu ) .
5.2. SONUC

Valiligin kirsal kesiminde yer alan iki nehir kenar1 yerlesiminin seroprevalansini tespit
etmek temel amaci olan bu arastirma, literatiirdeki mevcut verilerle tamamlanarak,
asagidaki degerlendirmelerle sonuca varmamizi sagliyor:

1. Bulunan kronik tasiyicilarin prevalanst %1,8 olup, bu, analiz edilen bolgede HBV'nin
endemikliginin diisiik oldugunu gosterir;

2. Analiz edilen bireylerin %32.1'inde 6nceki Total Anti-HBc enfeksiyonunun belirteci
mevcuttu ve bu, bolgede HBV enfeksiyonunun yiiksek prevalansina igaret ediyor;

3. Anti-HBs, ¢alismada en yaygin serolojik belirtegti (%36.6), ancak biiyliik cogunlugunda
onceki enfeksiyon veya HBV ile temasi gosteren Total Anti-HBc ile iligkiliydi;

4., Tum yas gruplarinda ¢ok sayida HBV duyarli birey (%49.2) bulundu, bu durum
bolgedeki kronik tasiyicilarin sayisini artirabilecek bir durum, ¢iinkii enfeksiyon anindaki
yas dogal HBV tarihinde ¢ok 6nemli.

5. Pozitif bir HBsAg sonucu ile sosyo-demografik degiskenler arasindaki tek degiskenli
analiz, erkek olmakla 20 yas iistii olmak arasinda iliskiler gosterdi.

6. Erkek olmak, okuma yazma bilmeyen, evli, dul, bosanmis, ayrilmis ve ayrica 20
yasindan biiyiik olmak HBV enfeksiyonu ile iligkili olabilecek sosyodemografik kosullart
olusturmaktadir.

7. HBsAg belirteci ile risk faktorleri arasindaki olasi iliskilerin tek degiskenli regresyon
analizi istatistiksel olarak anlamlilik gostermedi. Ancak Total Anti-HBc i¢in genel olarak
ameliyat olmak, dis cekimi, meraktan igne kullanmak, kisisel hijyen materyallerini
paylasmak ve cinsel iligki sirasinda kondom kullanmamak HBV enfeksiyonu i¢in 6nemli

risk faktorleri olarak sunuldu;
52



8. Anti-HBs belirteci analizinde gosterildigi gibi, 20 yasin altindakiler arasinda
astlanmamis kisilerin ytiksek ytizdesi (%70.7) ile diisiik as1 kapsaminin varligi dogrulanda.
9. Epidemiyolojik verilerin elde edilmesindeki sinirlamalara ve bu g¢alismada sunulan
sonuglar Thi-Qar popiilasyonuna genellenemez olmasina ragmen, bunlar, ¢alisilan yerlerde
hepatit B'nin epidemiyolojik durumunu degerlendirmek igin siiphesiz faydalidir. Ozellikle
Khamisiye bolgesinde gozlenen niifus artisi ile birlikte daha derin bir epidemiyolojik profil
ve daha genis bir 6rneklemi iceren ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Hepatit B viriisii ( HBV ) , zarfli Hepadnaviridae ailesinin bir {iyesidir . Hepatit B
enfeksiyon oranlarinin diinya ¢apinda 2 milyar kisiye ulagsmasi bekleniyor . Hepatoselliiler
karsinom ve siroz gibi kronik karaciger hastaliklari tasiyicilarin % 20-25'inde ortaya
cikabilir . Hepatit B viriisii , diger viriisler gibi mutasyona ugrayabilir . Bu mutasyonlar ,
spesifik IgA iceren sitelerde meydana gelebilir. izole HBC pozitif bireylerde ' antijenik
sliricii'deki mutasyonlar1 belirlemek ve tanimlamak igin ' ger¢ek zamanli immiinofloresan '
teknolojisini kullanmay1 planladik . Bu amaca ulagmak i¢in , HBsAg'yi daha hassas bir
sekilde tespit edebilen benzersiz bir Immuno Real Time PCR ' yaklagimimi gelistirdik .
Calisma ii¢ ana numune grubunu igermistir : hepatit B ( 30 numune ) , hepatit B ( 30
numune ) pozitif izole edilmis HBc ( 30 numune ) ( 24 numune ) . Yeni immiinojenik
gergek zamanli PCR islemi , 6nceki ELISA tekniginden ( 200-400 pg / ml ) 20-40 kat ( 10
pg / ml ) analitik olarak daha duyarliyd: . Tanisal uygulama ile ilgili olarak . HBV - pozitif
DNA kullanilarak , antijene 6zgii ' a'nin anti HBc mutasyonlari , DNA dizilimi kullanilarak
degerlendirildi . ' Immuno - Real Time PCR ydntemi , izole edilen tiim anti - HBc - pozitif
numunelerde HBsAg'nin pozitif oldugunu ve bir tanesinin ( % 33 ) HBV DNA igin uygun
oldugunu ortaya koymaktadir ( bu numunede erken S proteinine neden olan durmus bir
kodon olusumu mutasyonu vardir ) .Erken durdurma kodon mutasyonu disinda , spesifik A
antijeninde antijenik degisikliklerle.

5.2.1. Degerlendirme ve Oneriler

Hepatit B'nin saglik kaybi acisindan kiiresel yiikii ve goreceli siralamasi, ¢cogu bulasici
hastaligin aksine, son yirmi yilda artmistir. Pek ¢ok endemik ortamda zamaninda ve dogru
test stratejilerinin uygulanmasi zayiftir ve bakimla baglantiy1 engellemektedir. Hizli testler,
ozellikle uzak ve savunmasiz popiilasyonlar arasinda, sinirli kaynak ortamlarinda test
alimini iyilestirmek i¢in uygundur, ancak bakim noktasinda testin hizmet sunumu ve
sonraki bakimla baglant1 ve alimi iizerindeki etkisine dair kanit yoktur. Aktif olmayan
tastyicilarla yapilan testlerde gozden kacan diislik kantitatif HBsAg ve minimal hastalik

progresyonu iliskisi goz Oniline alindiginda, azaltilmis RDT duyarliliginin klinik etkisi
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lizerine aragtirmalara ihtiyag vardir. Testlerin immiin kacis varyantlar1 baglaminda
dogrulanmasi ve daha az invaziv toplama yontemlerinin kullanilmasi, demografik spesifik
test stratejilerinin gelistirilmesini destekleyecektir. Son olarak, birlikte enfeksiyon, ilag
direnci ve HBV y0dnetimine ve hamile kadinlarda anneden ¢ocuga bulagmanin 6nlenmesine
yonelik yetersiz yaklasimlarin yarattigi artan kiiresel zorluk gz oniine alindiginda, HIV
pozitif kohortlarda RDT'lerin diisiik duyarliligina iliskin endiseler 6zel bir degerlendirmeyi
gerektirmektedir [36]. . Viral yiikiin, CD4 ve ART rejimine maruz kalmanin HBsAg tani
dogrulugu iizerindeki etkisini degerlendiren ¢alismalara, 6zellikle de serokonvert olmus
veya ilerlemis olabilecek yiiksek riskli bireylerde belirli bir siire sonra tekrar HBsAg
testinin potansiyel ihtiyatliligina acilen ihtiya¢ vardir.

Ozetle, bu meta-analiz, HBsAg'yi saptamak igin serum, plazma veya tam kan lzerinde
gerceklestirilen RDT'lerin, EIA'lar kullanilarak, laboratuvar HBsAg saptama yontemlerine
kiyasla >%90'lik bir havuzlanmis duyarliiga ve >%98 o6zgiillige sahip oldugunu
gostermektedir. referans standardi. Duyarlilik, genel olarak ve HBsAg testlerinin markalari
icinde biiylik farkliliklar gosterir. RDT'lerin duyarliligi HIV pozitif bireylerde daha diisiik
olabilir, ancak laboratuvarlara sinirli erisimi olan ortamlarda ikili HIV-HBV RDT'leri
kullanarak taramadan en fazla fayda saglayacak olan ART deneyimi olmayan bireylerde
muhtemelen daha az olabilir. Cesitli ortamlarda ve popiilasyonlarda RDT kullanmanin
etkisini degerlendirmek igin daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir. DSO kilavuzlari su anda
RDT'lerin HBsAg testini Ol¢eklendirmede, uzak ortamlar veya ulasilmasi zor
poplilasyonlar gibi mevcut laboratuvar altyapisina erisimin zayif oldugu veya mevcut
olmadig1 ortamlarda bir rol 6nermektedir. Bunlarin kullanimi, yiiksek gelirli iilkelerde, test
yapmaya isteksiz olabilecek veya saglik hizmetlerine ve sosyal yardim programlarma zayif
erisime sahip olabilecek popiilasyonlarda hepatit testi alimini artirmak i¢in de uygun

olabilir.
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EKLER

(A) GONULLU OLARAK (A) PROJEYE KATILMAK ICIN DAVET EDILIRSINiZ:
“DHI-QAR VALILiGINDE HEPATIT B'DE BAZI HBS MUTASYONLARININ
TAYINI VE BAZI KAN GOSTERGELERININ TESPIiTi

Thi-Qar Valiligi, viral hepatit (hepatit B dahil) i¢in yiiksek endemisiteye sahip bir bélgenin
ozelliklerini sundugundan, bu ¢aligma haklidir. insan aglomerasyonlart bu hastaligin
bulagsmasin1 kolaylastirma egilimindedir ve bu nedenle Onemli bir niifus artisinin
beklendigi bolgede izlenmesi ve Onleyici tedbirlerin uygulanmasi 6nemlidir. B, Basra
Universitesi, Nasiriyah, Irak'in bir subesi olan Thi-Qar Universitesi Tip Fakiiltesi'nin

yerlesim yerlerinde yasayan insanlarda.

Kabul edilen prosediirler sunlar olacaktir: biyolojik materyalin (kan) ve verilerin
toplanmas1 (anket uygulamasi). Saglikli goniillii arastirmaya katilmayr kabul ettiginde
kendisine Bilgilendirilmis Onam Formu (FICF) ve arastirma ile ilgili aciklamalar
gonderilecektir. Venipunktiir ile 5 ml kan alim1 yapilacaktir. Rahatsizlik vardir ve kan alma
aninda hafif aci verici bir his olacaktir. Bu koleksiyon egitimli bir profesyonel
(biyomedikal) tarafindan gerceklestirilecek ve steril ve tek kullanomhik malzeme
kullanilacaktir. Bu kan 6rnegi ile hepatit B antijenlerinin ve/veya antikorlarinin varligini
belirlemek i¢in laboratuvar testleri yapilacaktir. Yararlarina gelince, bu arastirma dogrudan
bir fayda saglamayacaktir, ancak pozitif hastalar Tip Fakiiltesi ihtisas Poliklinigine sevk

edilecektir.
ACIKLAMA GARANTISI, REDDETME OZGURLUGU VE GIZLILIK GARANTISI:

Aragtirma hakkinda istediginiz her konuda bilgilendirileceksiniz. Istediginiz zaman
katilmay1 reddetme, onaymnizi geri ¢ekme veya katilimimizi durdurma ozgirliigline

sahipsiniz. Katilimimiz istege baglidir ve katilmayr reddetmeniz herhangi bir ceza veya
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menfaat kaybi gerektirmez. Laboratuvar tespitlerinin sonuglar1 kaydedilecek ve size
gonderilebilecek ve gizli kalacaktir. Adiniz veya katiliminizi gésteren materyaller izniniz
olmadan yayinlanmayacaktir. Bu c¢aligmadan kaynaklanabilecek herhangi bir yayinda
kimliginizi belirlemeyeceksiniz. Bu bilgilendirilmis rizanin bir kopyasi, Basra Universitesi,
Nasiriyah, Irak'in bir subesi olan Thi-Qar Universitesi Tip Fakiiltesi'nde dosyalanacak ve

bir digeri size saglanacaktir.
KATILIM MASRAFLARI, GERI ODEME VE OLASI ZARARLAR ICIN TAZMINAT:

Caligmaya katilmaniz size herhangi bir maliyet getirmeyecektir ve ek bir maddi tazminat

s0z konusu olmayacaktir.
(A) KATILIMCISI (A) VEYA SORUMLUSUNUN ACIKLAMASI:

Ben MI, s :

Bilgilendirilmigtim

(a) yukaridaki arastirma amaglarindan acik ve ayrintili bir sekilde ve siiphelerimi
netlestirdim. Istedigim zaman yeni bilgi talep edebilecegimi ve kararimi motive
edebilecegimi biliyorum. Profesor ........ ................ bana bu arastirmadaki tim verilerin
gizli kalacagma dair giivence verdi. Ayrica ek giderler olursa bunlarin arastirma
biit¢esinden karsilanacagini da biliyorum. Tereddiit halinde 6grencileri ve/veya Danigman

hocayi arayabilirim:
ortak calisan:

Bu (cretsiz ve bilgilendirilmis onam formunun bir kopyasini aldigimi ve siiphelerimi

okuma ve netlestirme firsat1 verildigini beyan ederim.

Katilimci imzasi Arastirmaci imzasi.

63



OZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Ad1 Soyadi Wafiyah Raisan Mohan Alkassar
Dogum Yeri
Dogum Tarihi
Uyrugu OT.C. M Diger:

Egitim Bilgileri

Lisans

Universite DHI QAR UNIVERSITESI
Fakulte BILIM FAKULTESI
Bolimu BIYOLOJI BOLUMU
Mezuniyet Y1ili 2006/2007

Yiksek Lisans
Universite KIRSEHIR AHI EVRAN UNIVERSITESI
Enstitil Adi FEN BILIMLERI ENSTITUSU
Anabilim Dali ILERI TEKNOLOJILER ABD
Programi
Mezuniyet Tarihi 2022

64




