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Hepatit B virusu (HBV) enfeksiyonlarinda etkin bir siirveyans icin, dolasimdaki HBV suslarinin tanim-
lanmasi ve molekiler epidemiyolojik 6zelliklerinin bilinmesi 6nemlidir. Tirkiye'de yapilan calismalarda,
genotip D’nin baskin oldugu, ancak genotip A, E, G ve H ile enfekte olgularin da bulundugu bilinmekte-
dir. Buna karsin Kuzey Kibris'ta HBV'nin molekiiler epidemiyolojik 6zellikleri ile ilgili veri bulunmamakta-
dir. Bu calismada, Kuzey Kibris'ta yasayan, okuyan ve calisan kisilerde HBV genotip/alt genotip dagilimi-
nin belirlenmesi amaclanmistir. Calismaya, Kasim 2011-Eylil 2014 tarihleri arasinda Lefkosa, Yakin Dogu
Universitesi Hastanesi mikrobiyoloji laboratuvarina rutin kontrol ve kan merkezine donér tarama testleri
icin basvuran 13.892 kisiden, HBsAg pozitif bulunan 160 (%1.2) kisi dahil edilmistir. HBsAg pozitifligi
saptanan serum oOrneklerinde HBV-DNA diizeyi, gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile arastiril-
mis ve HBV genotip/alt genotipleri, viral pol geninin (ters transkriptaz [rt] bolgesi, 80-250. aminoasitler
arasi) dizilenmesiyle belirlenmistir. Altmis olgu (60/160, %37.5), negatif ya da cok dustik (< 30 IU/ml)
viral yiik nedeniyle dizilemeye alinmamis; 100 6rnege dizi analizi uygulanmustir. Bu olgularin (13 kadin,
87 erkek; yas ortalamasi: 35.51 + 12.88 yil) 96’si anti-HBc IgG, 95'i anti-HBe ve besi HBeAg pozitif
olup, ortalama HBV-DNA diizeyleri 5.36 x 10° + 3.58x107 1U/ml’dir. Analiz edilen &rneklerin 32’sinde
(%32), viral yuk 1000 IU/ml esiginin altinda oldugundan dizileme islemi basarili bulunmamis; sonugta
68 (68/160, %42.5) 6rnek filogenetik olarak analiz edilmistir. Buna gére HBV genotip/alt genotiplerinin
dagihmi; 48’inin (%70.6) D/D1; dordiniin (%5.9) D/D2; birinin (%1.5) D/D3, besinin (%7.4) A/A1,
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ikisinin (%2.9) A/A2 ve sekizinin (%11.8) genotip E oldugunu ortaya koymustur. En sik saptanan D1 sus-
larindan %60.4’tGniin (29/48) Tirkiye uyruklu; tek D/D3 susunun Benguela (Angola) uyruklu; tim sekiz
genotip E susunun da Nijerya uyruklu olgularda bulundugu izlenmistir. KKTC'de bu kapsamda yapilmis
ilk calisma olan aragtirmamizin verilerine gore, Kuzey Kibris bolgesinde HBV genotip D baskindir (53/68,
%78) ve alt genotip dagilimi ile birlikte Tiirkiye ve Akdeniz havzasi 6zelligi ile uyumlu gériinmektedir.
Genotip A (7/68, %10.3) ve E (8/68, %11.8) ise dikkat ¢ekici prevalansa sahiptir. Bir ada tlkesi olmasina
ragmen Kuzey Kibris'ta HBV genotip/alt genotip dagiliminin heterojen bir 6zellik gostermesi, bircok
Ulkeden buraya egitim, calisma ve turistik amacla gelen farkli popilasyonlara ve adanin kozmopolit
yapisina baglanabilir.

Anahtar sozciikler: Hepatit B virusu; genotip; molektiler epidemiyoloji; Kuzey Kibris.

ABSTRACT

Identification of hepatitis B virus (HBV) strains and understanding of molecular epidemiological
characteristics are important for the effective surveillance of HBV infections. Genotype D is dominant in
studies performed in Turkey but it is known that cases infected with genotypes A, E, G and H also exists. In
contrast, there are no data regarding the molecular epidemiologic characteristics of the HBV in Northern
Cyprus. The aim of this study was to determine the distribution of genotypes and subgenotypes of HBV
among the people living, educating and working in Northern Cyprus. A total of 160 cases (1.2%) who were
HBsAg seropositive out of 13.892 subjects admitted to Nicosia, Near East University Hospital microbiology
laboratory for the routine control and to blood center for donor screening tests between November 2011
to September 2014, were included in the study. HBV-DNA levels in the HBsAg positive cases were detected
by real-time polymerase chain reaction and genotypes/subgenotypes were determined by sequence
analysis of the viral pol gene (reverse transcriptase [rt] region, between 80-250. aminoacids). Sixty samples
(60/160, 37.5%) were excluded from sequencing analysis due to negative and/or very low (< 30 1U/ml)
HBV-DNA levels, so 100 samples were included in sequence analysis. Ninety-six of those cases (13 female,
87 male; mean age: 35.51 + 12.88 years) were anti-HBc 1gG, 95 were anti-HBe and five were HBeAg
positive, with a mean HBV-DNA level of 5.36 x 10° + 3.58 x 107 IU/ml. As 32 (32%) samples yielded HBV-
DNA level below the threshold of 1000 1U/ml, sequence analyses were unsuccesful, eventually 68 (68/160,
42.5%) samples could be phylogenetically analyzed. The distribution of HBV genotypes/subgenotypes
were found as follows: 48 were (70.6%) D/D1; four were (5.9%) D/D2; one was (1.5%) D/D3, five were
(7.4%) A/AT, two were (2.9%) A/A2 and eight were (11.8%) genotype E. Among the most frequent D1
strains, 60.4% (29/48) cases were from Turkish; single D/D3 strain from Benguela (Angola) and all eight
genotype E strains were from Nigerian national cases. According to the data of this first study performed in
TRNC on this subject, genotype D is dominant (53/68, 78%) in Northern Cyprus and consistent with the
subgenotype distribution that is similar to Turkey and mediterranean basin. The prevalences of genotype
A (7/68, 10.3%) and E (8/68, 11.8%) were also remarkable. In conclusion, although Northern Cyprus is
an island country the heterogeneous distribution of HBV genotype/subgenotype may be contributed to
the cosmopolitan characteristics of various populations from different countries who have come here for
education, work or touristic purposes.

Keywords: Hepatitis B virus, genotype; molecular epidemiology; Northern Cyprus.

GIRIS

Hepatit B virusu (HBV), ters transkriptaz (RT) enziminin hata diizeltme (proofreading)
aktivitesinden yoksun olmasi ve yiiksek replikasyon kapasitesi nedeniyle (> 10'2 virion/
giin) yiiksek niikleotid degisim sikhigina (10° degisim/baz/déngii) sahiptir'2. Bu nedenle
HBV, genotip ve alt genotip seviyesinde genomik ve cografik farkliliklar gostermektedir.
Filogenetik analiz yontemleriyle elde edilen dizilere gore, HBV, tim genomda genotipler
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icin > %7.5, alt genotipler icin > %4 nikleotid dizi farkhihgr gostermektedir. Bu dizi fark-
hhiklar dikkate alinarak yapilan analizlerde giinimuize kadar HBV'nin kesinlesmis A’dan
H’ ye kadar sekiz farkli genotipi ve 25 farkli alt genotipi tanimlanmigstir->.

HBV genotipleri, cografi bolgelere gore farkli dagiimlar gostermektedir. Kuzeybati Av-
rupa, Kuzey Amerika ve Afrika’da genotip A baskin olarak gorilirken (lg alt tipi mevcut
olup Sahra Alti Afrika’da A1, Kuzey Avrupa’da A2 ve Bati Afrika’da A3 yaygindir), Dogu
Asya ve Uzakdodu ulkelerinde genotip B ve C (Japonya’da B1, Dogu Asya’da B2-B5, Ku-
zey Kutup bolgesinde B6; Cin, Kore, Glineydogu Asya ve bircok Giiney Pasifik ada ulke-
lerinde C3 bulunmaktadir) daha baskindir. Genotip D (D1-D7 olarak alt tiplere sahiptir)
tim duinya genelinde yaygin olmakla birlikte Akdeniz bolgesi, Yakin Dogu ve Ortadogu
ulkeleri ile Gliney Asya’da daha sik gortilmektedir. Bati Afrika’da genotip E; Orta Amerika
bolgesinde genotip F (F1-F4 olarak alt tiplere sahiptir) daha baskindir®. Genotip G’nin
kokeni tam olarak bilinmemekle birlikte Turkiye, Amerika, Fransa, Kanada, Almanya, Vi-
etnam, Tayland ve Japonya’dan, genotip H ise Turkiye, Alaska, Orta ve Gliney Amerika,
ayni zamanda Polinezya’dan bildirilmigtir’-'".

Yapilan caligmalara gore Tirkiye, Glineydogu ve Dogu Anadolu bdlgelerinde daha
yuiksek olmak Uzere, %2.5 ile %9.1 arasinda HBsAg poxzitifligi ile orta/yliksek endemik
tilkeler arasinda yer almaktadir'2. Ayrica, genotip A, E, G ve H ile enfekte olgular bildiril-
mekle birlikte, Gilkemizde genotip D’nin baskin oldugu gésterilmistir’#1316, Buna kargin
Kuzey Kibris'ta HBV genotip/alt genotip dagiimi hakkinda elimizde hicbir veri bulunma-
maktadir. Bu calismanin amaci, Kuzey Kibris'ta, HBV ile enfekte bireylerde filogenetik bir
yaklagimla HBV'nin molekdler epidemiyolojisini belirlemektir.

GEREC ve YONTEM

Kasim 2011-Eyliil 2014 tarihleri arasinda Lefkosa, Yakin Dogu Universitesi Hastanesi,
rutin mikrobiyoloji laboratuvarina ve kan merkezine calisma izni, oturma izni, 6grenci
izni ¢ikartmak, rutin hepatit testleri ve/veya donor tarama testlerini yaptirmak tzere bas-
vuran kisilerin, HBsAg pozitif olarak saptanan serum ornekleri calismaya alindi. HBsAg
pozitifligi saptanan ornekler diger HBV belirtecleri acisindan degerlendirildi. HBV belir-
tecleri; HBsAg (Architect i200, Abbott, Ilinois, ABD), anti-HBc, HBeAg, anti-HBe (Liaison
XL Murex, DiaSorin, italya) kemiliiminesan enzim immiinolojik yéntemiyle arastirildi.
HBsAg test sonuclari 6rnek/esik deger (sample/cut-off; S/Co) lizerinden degerlendirildi
ve S/Co degeri < 1.0 ise negatif; > 1.0 ise pozitif olarak rapor edildi. HBsAg testi pozitif
saptanan ornekler, HBV-DNA, genotip ve alt genotip analizleri icin -80°C’de saklandi.

Bu calisma, Yakin Dogu Universitesi Bilimsel Arastirmalar Degerlendirme Etik Kurulu
onay (YDUBADEK, 20.06.2013 tarih ve YDU/2013/16-88 karar no) ile gerceklestirildi.

HBV-DNA Kantitasyonu ve Dizi Analizi

Serum orneklerinde HBV-DNA dizeyi, gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyo-
nu (PCR) yontemiyle uretici firmanin (Artus HBV QS RGQ, Qiagen, Almanya) onerileri
dogrultusunda cahsildi. HBsAg pozitif 6rneklerin HBV genotip/alt genotipleri, HBV pol
geninin (ters transkriptaz; rt bolgesi, 80-250. aminoasitler arasi) dizilenmesiyle analiz
edildi'>. HBV pol geni amplifikasyonu (742 baz cifti) icin, ileri (F: 5'-TCGTGGTGGAC
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TTCTCTCAATT-3’) ve geri (R: 5'-CGTTGACAGACTTTCCAATCAAT-3") primerler kullanildi.
PCR kosullar icin 95°C’de 10 dk. 6n denatiirasyon, ardindan 35 dongii 95°C’de 45 sn.,
60°C’de 45 sn. ve 72°C’de 45 sn. 1si/zaman dongusu kullanildi. Tim PCR Grtinleri High
Pure PCR Product Purification Kit (Roche Diagnostics, Almanya) ile saflastirildi. Dizileme
protokoliinde Phire Hot Start DNA polimeraz (Finnzymes Oy, Finlandiya) enzimi kulla-
nildi. Dizileme, BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Amersham Pharmacia
Biotech Inc., ABD), 36 cm kapiller ve POP-7 TM polimer kullanilarak uretici firmanin
onerileri dogrultusunda ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems Inc., Foster City, ABD) plat-
formunda gerceklestirildi.

Filogenetik Analiz

HBV genotip/alt genotipleri, Neighbour-Joining yontemi ile filogenetik olarak ana-
liz edildi. Filogenetik aga¢ CLC Sequence Viewer (CLC bio A/S, Qiagen, Danimarka)
programi kullanilarak olusturuldu (Sekil 1) ve Bootstrap degeri 1000 olarak alindi. Filo-
genetik agac olusturulurken kullanilan referans diziler GenBank’tan (www.ncbi.nlm.nih.
gov) elde edildi. Kuzey Kibris'tan izole edilen HBV izolatlarinin pol geni dizileri (parsi-

KT284639- KT284707).
BULGULAR

Calismada degerlendirilen 13.892 serum 6rneginin 160'inda (%1.2) HBsAg pozitif-
ligi saptanmistir. HBsAg pozitif orneklerin timiine HBV-DNA kantitasyonu yapilmis; 60
(%37.5) ornek, negatif ya da dusik (< 30 1U/ml) viral yiik nedeniyle dizileme disi birakil-
mistir. Dizileme iglemine alinan 100 (%62.5) 6rnegin ait oldugu olgularin demografik ve
laboratuvar bulgulari Tablo I'de verilmistir.

HBV-DNA dizileme islemine alinan 6rneklerin %32’sinde (32/100), viral yiik 1000 1U/
ml esiginin altinda oldugundan basarili sonu¢ alinamamis; %68’inde (68/100) ise HBV
suslarinin dizi analizi yapilabilmis ve genotip/alt genotipleri filogenetik olarak belirlen-
mistir (Sekil 1). Buna gore en sik saptanan HBV genotip/alt genotipinin D/D1 (%70.6)
oldugu izlenmis ve bu genotipin cogunun (29/48, %60.4) Turkiye uyruklu olgularda

Tablo I. HBV-DNA Dizilemesi Yapilan Olgularin Demografik Ozellikleri ve Laboratuvar Bulgulari (n=100)
Ozellik

Cinsiyet (K/E) (n) 13/87

Yas (Ort+£SS) (yil) 35.51+12.88

Anti-HBc IgG pozitif olgu (n) 96

HBeAg pozitif olgu (n) 5

Anti-HBe pozitif olgu (n) 95

HBV-DNA diizeyi (Ort£SS) (IU/ml) 5.36x106 + 3.58x107

ALT diizeyi (Ort£SS) (U/L) 22.54+19.44

AST diizeyi (Ort+SS) (U/L) 27.88 +19.51

ALT: Alanin aminotransferaz; AST: Aspartat aminotransferaz; K: Kadin; E: Erkek; Ort.: Ortalama; SS: Standart sapma.
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saptandigi gorilmustir. Ayrica saptanan tek D/D3 susunun Benguela (Angola) uyruklu;
sekiz genotip E olgusunun timiinin de Nijerya uyruklu oldugu dikkati cekmistir. Olgula-
rin HBV genotip ve alt genotiplerinin dagihmi ile uyruklari Tablo 1I'de sunulmustur.

TARTISMA

Turkiye’de HBV'nin molekiler epidemiyolojisi ile ilgili bilgilerimizin yeterli olmasi-
na'>!” ragmen, Kuzey Kibris'ta HBV'nin epidemiyolojisi tam olarak bilinmemektedir.
Calismamizin molekiiler verileri, Kuzey Kibris'ta HBV genotip A, D ve E'nin dolasimda
bulundugunu gostermistir (Sekil 1). HBV alt genotip cesitliligine bakildiginda; D genotipi
icin D1’in baskin oldugu, ancak D2 ve D3 alt genotiplerinin de bulundugu; A genotipinin
ise A1 ve A2 olarak cesitlendigi anlagilmaktadir. Bir ada Ulkesi olmasina ragmen Kuzey
Kibris'in heterojen karakterdeki HBV genotip/alt genotip dagilimi, bircok tlkeden calis-
ma, egitim ve turistik amacla gelen kitlelerin dinamigine bagh olabilir.

Turkiye'de yapilan calismalara bakildiginda; Kocaeli‘'nde genotip A, Adana’da geno-
tip G, Konya’da genotip H ve Manisa’da genotip E ile enfekte kronik hepatit B olgulari
tanimlanmis, ancak HBV genotip D daima baskin olarak saptanmistir®'317. Bulgulari-
miza gore genotip D, Kuzey Kibris'ta da yiksek bir oranda (53/68, %78) bulunmakta
ve filogenetik olarak daha homolojik bir dagihm gostermektedir. HBV genotip D, diinya
genelinde 6zellikle Akdeniz havzasinda; genotip A kuzeybati Avrupa, Kuzey Amerika ve
Afrika’da; genotip E ise Afrika’da baskin olarak saptanmaktadir'®, Elde ettigimiz verilerde
Kuzey Kibris bélgesinde genotip D’nin baskin olusu, Akdeniz havzasi 6zelligi ile uyum-
lu goriinmektedir. Filogenetik analiz metoduna dayal calismalara gére HBV genotip D,
D1-D7 alt gruplarindan olusmaktadir. D1 alt grubu Ortadogu’da, D3 Alaska ve Gliney
Afrika’da, D4 Papua Gine ve Avustralya’da, D5 ise Japonya ve Hindistan’da tanimlanmisg-
tir'8, Tiirkiye’de yapilan calismalara gére alt genotip D1 (%81-100) baskin olarak saptan-
makta, alt genotip D2 (%2-22), D3 (%2-9) ve D4 (%0.5-2) bunu takip etmektedir'®-?'.
HBV tim genom analiz yaklasimi da Turkiye’de alt genotip D1 ve D2'nin sirasiyla daha
sik rastlandigini dogrulamaktadir?2, Bulgularimiza gére Kuzey Kibris'taki HBV alt genotip
dagihmi Turkiye ile benzerlikler gostermektedir; ancak genotip A (7/68, %10.3) ve E
(8/68, %11.8) de dikkat cekici sikliga sahiptir. Calismamizda, genotip A olgular, filoge-

Tablo Il. Kuzey Kibris'ta Saptanan Hbv Genotip ve Alt Genotiplerinin Dagilimi (n= 68)

Olgular
Genotip Alt genotip Sayi (%) Uyruk (n)
D D1 48 (70.6) Turkiye (29), Kuzey Kibris (12), Pakistan (3),
Turkmenistan (2), Bulgaristan (1), Cin (1)

D2 4 (5.9) Turkiye (2), Nijerya (1), Suriye (1)
D3 1(1.5) Benguela (1)

A Al 5(7.4) Cin (2), Nijerya (2), Meksika (1)
A2 2(2.9) Azerbaycan (1), Giircistan (1)

E E 8(11.8) Nijerya (8)

* Bes hastada birden fazla hastalik vardir.
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Sekil 1. Kuzey Kibris'ta dolasimdaki HBV suslarinin dendogrami. Filogenetik analiz icin HBV pol geni ters tran-
skriptaz kangali (kodon,; 43-344) dizilenmistir. Filogenetik agag, Neighbour-Joining metodu ile Jukes-Cantor
niikleotid uzaklik élctim modeline gére CLC Sequence Viewer (CLC bio A/S, Qiagen, Danimarka) programinda
yapilmis, Bootstrap degeri 1000 olarak alinmstir.
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netik agacta farkl evrimsel uzaklikla karakterizedir. Bunun nedeni, genotip A olgularinin
farkl cografyalardaki farkh tlke uyruklu olmalarindan kaynaklanabilir. Ancak genotip E
olgulari daha dar bir evrimsel uzaklk gorinimi sergilemektedir. Bu durum, genotip E
olgularinin timinin Nijerya kokenli olmasiyla aciklanabilir. Ayrica, E genotipinin belirgin
olarak sadece Afrika’dan gelen kisilerde saptanmasi, daha 6nceki epidemiyolojik calisma-
larla?® uyumludur.

Gunumiizde HBV'nin global kontroliinde zorluklara neden olabilecek gelismeler ya-
sanabilmektedir. Tirkiye’deki Suriye (2011 itibariyla 1.7 milyon kisi) ve Afrika’li miilteci-
lerin sayisindaki olaganiistii artis; Afganistan, iran, Irak ve Somali kdkenli bireylerin iltica
taleplerindeki artig (Ocak 2015 itibariyla 100.000 kisi); insan kacakciliginin bélgemizi
duraklama noktasina ¢evirmesi ve turizm hareketleri, HBV'nin bdlgemizde daha fazla
cesitlenmesine yol acabilir?*25, Diger taraftan biitiin bu insan hareketleri, dinamik HBV
poptlasyonlarina ve buna bagli olarak rekombinant HBV kokenlerinde artisa neden ola-
bilirS. Kitle hareketlerindeki cesitlilik ve artis, HBV dolasimini yakindan izlemeyi gerektir-
mektedir.

HBV’nin genotip ve alt genotiplendirmesinde, niikleotid dizilerinin filogenetik analizi
altin standart bir yaklasimdir?®. Filogenetik yaklagim ile genis serileri analiz etmek miim-
kindur. Bu amacla Neighbour-Joining (N-J) ve UPGMA metodlari siklikla tercih edilirken,
N-J] metodu suglar arasindaki evrimsel iliskileri, Jukes Cantor ve Kimura nikleotid uzaklik
Olciim modelleri sayesinde, UPGMA metodundan daha iyi yansitir. Hedeflenen ntikleo-
tid dizilerinin referans dizilerle benzerliklerini esas alan filogenetik analiz yaklagimi, HBV
suslari arasindaki evrimsel yakinliklari anlamayi saglamakta ve ayni zamanda elde edilen
nukleotid dizilerinin uluslararasi dizi veri havuzu olan GenBank’a ylklenmesi ile global
stirveyansa katki yapiimasini miimkiin kilmaktadir®.

Sonug olarak calismamiz, Kuzey Kibris'ta HBV’nin D, A ve E genotiplerinin, D1, D2, D3
ve A1, A2 alt genotiplerinin bulundugunu gostermektedir. Genotip/alt genotip dagilimi-
nin filogenetik olarak tanimlanmasi HBV'nin dolagimi ve bulag dinamiklerini kavramada
kesinlik saglayabilir.
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