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OZET
[ZOLE ANTI-HBC POZITIFLIGIi BULUNAN KAN DONORLERINDE
HBV DNA’NIN ARASTIRILMASI

Fahriye KOTEN
Yiiksek Lisans Tezi, Mikrobiyoloji Anabilim Dal
Danisman Dog. Dr. A. Yasemin OZTOP
2009, 86 sayfa

Sivas yoresinde Subat-Haziran 2008 tarihlerinde kan donorii olarak kabul edilen
987 bireyin serumunda anti-HBc (total) oraninin belirlenmesi ve izole anti-HBc
pozitifligi bulunan serumlarda HBV DNA varligmmin arastirilmasi amagclandi.
Serumlarda Anti-HBc, Anti-HBs, Anti-HBc IgM, HBeAg/Anti-HBe gostergeleri mikro
ELISA ile, HBV DNA real time PCR (Qiagen, Corbett Research) ile arastirildi.

Caligsma sonunda 987 serumun 209’unda (%21.1) anti-HBc pozitif bulundu. Anti-
HBc pozitif 209 serumun 33’itinde (%15.7) anti-HBs negatif, anti-HBs negatif 33
serumun 7’sinde anti-HBeAg, tamaminda ise, anti-HBcIgM ve HBeAg negatif olarak
saptandi. Boylece calisilan serumlarin 26’sinda  (%2.6) izole anti-HBc profili
bulunurken, birinde (%0.01) HBV DNA’s1 (61 copies/ml, 8.7 IU/ml) belirlendi.

Izole anti-HBc profili tastyan kan donérlerinin HBV nii bulastirma riski tasidigs,
bu durumun iilkemizde kan bankaciligi acisindan dikkate alinmasinin gerektigi

sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Kan donorii, izole Anti-HBc, HBV DNA



ABSTRACT
RESEARCH OF HBV DNA IN BLOOD DONORS WHERE ISOLATED
ANTI-HBC POSITIVENES IS FOUND

Fahriye Koten
Master of Science Thesis, Department of Microbiology
Advisor Doc. Dr. A. Yasemin OZTOP
2009, 86 pages
In February-June 2008, in Sivas region, in the sera of 987 individuals accepted as
a blood donor, it was aimed to search HBV DNA existence and determine the rating of
anti-HBc (total) in the sera containing is plated anti-HBc positiveness. In the sera, it was
also searched anti-HBc, anti-HBs, anti-HBc IgM, HBeAg/ Anti-HBe markers with
micro ELISA, HBV DNA with Real-time PCR (Qiagen, Corbett Research).

In the end of study, it has been found (% 21.1) anti-HBc positive in the 209 sera
out of 987 sera. It has been determined in the 33 sera out of 209 positive sera as (%
15.7) anti-HBs negative, in the 7 sera out of 33 sera as anti-HBeAg, in total of them as
anti-HBc IgM and HBeAg negative.

Acordingly, as it has been found (% 2.6) isolated anti-HBc profile in the 26 sera
which were worked on, (% 0.01) HBV DNA as (61 copies/ 8.7 IU/mL) has been
determined only one of them.

It has been concluded that blood donors carrying isolated anti-HBc profile have
the risk of HBV infection and acordingly this matter has to be put into consideration

related to blood banking in our country.

Key words: Blood donor, Isolated anti-HBc, HBV DNA
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1. GIRiS

Hepatit B, Hepatit B viriisiiniin (HBV) neden oldugu karacigerin bir infeksiyon
hastaligidir. HBV infeksiyonu tiim diinyada 350 milyondan fazla insam etkileyen
onemli bir saglik problemidir ve akut hepatit, asemptomatik tasiyicilik, kronik hepatit,
hepatoselliiler karsinom ve sirozdan olusan genis bir hastalik grubundan sorumludur .
Son yillarda bu hastaliklara gizli (occult) HBV infeksiyonu da dahil edilmistir.

HBYV infeksiyonunun degisik donemlerinde (akut, saglikli tasiyici, kronik aktif
hepatit) ve viriisiin mutasyona ugramasi nedeniyle degisik serolojik tami kaliplar1 vardir.
Akut HBV infeksiyonu degisik klinik gidisler gosterebilir. Tamamen iyilesme
goriilebilir. Bu durumda Kkisilerin serumlarinda HBV proteinleri ve HBV DNA
saptanamaz. Hastalifin bulastirilmas1 ve komplikasyon gelismesi s6z konusu degildir
(1). Hastaligin devam etmesi durumunda ise, ii¢ farkli klinik form olabilir. Bunlar,
kronik HBV infeksiyonu, saglikli tagiyicilik ve gizli HBV infeksiyonudur

Gizli HBV infeksiyonu, HBV infeksiyonu sonrasi spontan veya tedaviyle
HBsAg’si saptanamayan hastalarda duyarli PCR teknikleriyle serum veya karaciger
dokusunda HBV DNA’nin saptandigi kronik HBV infeksiyonu olarak tanimlanir (2).
Kan ve organ nakillerinde gizli HBV infeksiyonlu kisiler bulastiricilik acisindan risk
olusturmaktadirlar (3). Ciinkii, HBsAg’'nin saptanamayacak kadar diisiik diizeyde
oldugu anti-HBc’nin pozitif oldugu serumlarda HBV DNA’s1t bulunabilmektedir (4).
HBsAg negatif, anti-HBc pozitif kisilerden yapilan kan nakli sonunda HBV
enfeksiyonunun gelistigi gosterilmistir (5). Biitiin serolojik gostergeleri negatif kisilerin
serum ve karacigerlerinde HBV DNA saptanmistir. HBsAg’si negatif hastalardan
bobrek naklini takiben yapilan immunsupresyon veya kanser kemoterapisi sonrasinda
HBsAg pozitifligi saptanmistir (6). Gizli HBV infeksiyonunun nedenleri arasinda
mutasyon, viriis DNA’sinin konak genomuna integrasyonu, immun komplekslerin
olusumu, konagin bagisik yaniti, koinfeksiyon bulunur. Gizli HBV infeksiyonlularda
anti-HBc ve/veya anti-HBs negatif veya az bir kisminda pozitiftir.

HBYV infeksiyonunun olagan dis1 serolojik gostergelerinden biri de izole anti-HBc
pozitifligidir. HBcAg’ye kars1 olusan antikor yani anti-HBc infeksiyon sirasinda olusur
ve uzun siire kanda kalir (7). Izole anti-HBc pozitifligi bulunan kisilerin serumlarinda
sadece anti-HBc saptanmaktadir ve HBV taramalarmin yayginlagmasiyla dikkat

cekmistir. Bu durumun nedenlerinin basinda yalanci pozitiflik gelmektedir.



Kan donoérlerinin HBV infeksiyonu yoniinden taranmasi yasal olarak zorunludur.
Bu nedenle dondr kanlarinda HBsAg antijeninin aranmasi uygulanmaktadir. Fakat
HBsAg testi negatif kanlar ile HBV’nin bulasabildigi saptanmistir. HBsAg ve anti-HBs
negatif, anti-HBc pozitif kan dondrlerinin transfiizyon sonrasi hepatite neden olduklar1
bildirilmistir (8,9). Bu tir bulasi Onlemek icin kanlarda niikleik asit saptama
yontemlerinin uygulandig iilkeler bulunmaktadir. HBsAg negatif viriis iceren kanlari
belirlemek icin bazi iilkelerde kan donorleri anti-HBc yoniinden arastiriimaktadir. Bu
yolun gizli infeksiyonlar1 saptamak i¢in yararli oldugu bildirilmistir (10).

Bu calismada, HBsAg’si negatif olan ve donor kani olarak kabul edilen
serumlarda anti-HBc antikorunun oraninin belirlenmesi ve izole anti-HBc pozitifligi
bulunan serumlarda real-time PCR yoOntemiyle HBV DNA varliginin arastiriimasi

amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER
2.1 Tarihce

Viral hepatit Hipokrat tarafindan ilk kez tibbi kayitlara gecirilen eski bir
hastaliktir. Hastaligin bilimsel tanimi 1865°te Virchow tarafindan yapilmis ve “kataral

ikter ad1 ile tanimlanmustir.

Lurman 1883’de kan ve kan iiriinleriyle bulagabilen formunu bildirmis ve 1960’11
yillarin ilk yarisinda Krugman ve arkadaslarimin  yaptiklari calismalar sonucunda;
epidemiyolojik, klinik ve immunolojik olarak birbirinden tamamen farkli iki ayr hepatit
viriisiiniin varhigint dogrulamislardir (11). HBV’niin tarih¢esinde 1965 yili doniim

=9

noktasidir. Hepatit arastirmalarinda bu tarihe kadar olan siireye “giimiis ¢ag’’, sonraki
doneme ise “altin ¢cag’’ denilmistir. Blumberg ve arkadaslar1 Avustralyali bir yerlinin
serumunda, ¢ok sayida kan transfiizyonu yapilmis bir hastanin serumu ile agar jelde
presipitasyon veren bir antijen bulundugunu gostermisler ve giiniimiizde “Hepatit B
yiizey antijeni-HBsAg” olark bilinen bu proteine “Avustralya antijeni-Au antijeni” adin1
vermislerdir (12). Bu antijenin bulunmasiyla yapilan ¢alismalar HBV niin tiim diinyada

onemli bir saglik sorunu oldugunu ortaya koymustur.

Dane ve arkadaslar1 1970’de HBV’niin kismen saflastirilmis preparasyonlarinin
elektron mikroskobik incelemelerinde ii¢ degisik partikiile rastlamislardir. Bunlardan
infektif 6zellige sahip, 42 nm capinda olanlara “Dane partikiili” adi verilmistir. Daha
sonra HBV’niin Dane partikiilii oldugu ve yiizeyinin hepatit B yiizey antijeni (HBsAg)
ile kapli oldugu gosterilmistir. Kor bolimii DNA ve hepatit B kor antijenini
kapsamaktadir. Bu antijenlere kars1 gelisen antikorlar anti-HBs (HBsAg’ye karsi olusan
antikor) olarak adlandirilmistir. 1972’de iiciincii antijen hepatit e antijeni (HBeAg)

tanimlanmastir (13).



2.2 Taksonomi

HBV, Hepadnaviridae ailesinin Orthohepadnavirus cinsinde yer alan bir DNA
viriisiidiir. HBV’niin Hepadnaviridae ailesinin protipi olarak belirlenmesi onemli bir
gelismedir. HBV’niin kesfinden sonra bazi memeli hayvanlar ile kuslarda hepatite
neden olan degisik yeni viriisler bulunmustur. 1978 yilinda kronik aktif hepatit ve
hepatomali Marmata monax (bir cins dag sicani) otopsilerinde sik bulunan ve
Woodchuck hepatitis virus (WHV) ad1 verilen yeni bir viriis kesfedilmistir. 1980 yilinda
Kuzey California’da yasayan ve Spermophilus beecheyi denilen vahsi yer
sincaplarindan Ground squirrel hepatitis virus (GSHV) izole edilmistir. Sonraki yillarda
ABD’de ticari amagcla yetistirilen hepatoselliiler karsinomali (HCC) Pekin 6rdeklerinde
Duck hepatitis B virus (DHBV)’un varligina dikkat cekilmistir (9). Hepadnaviridae
ailesi icerisinde yer alan bu viriisler virion biiyiikliikleri, ince yapilari genom
replikasyonunda revers transkripsiyonuna gereksinim duymalari, karaciger tropizmi
gostermeleri, persistan infeksiyon olusturma giicleri ve hepatoselliiler kanserler ile
iligkilileri ve infektif partikiiller disinda kanda yiiksek konsantrasyonlarda noninfektif
kilif antijen partikiilii iiretmeleri gibi ortak 6zelliklere sahip olmalarinin yani sira bir

takim farkliliklar da gostermektedirler (9).

Hepadnaviridae iiyelerinin farkli 6zellikleri Cizelge 1°de gosterilmistir



Cizelge 1. Hepadnaviridae iiyelerinin farkli 6zellikleri (14)

Orthohepadnavirus Avihepadnavirus
HBV WHV GSHV DBHV
Buyukluk 42 nm 40-42 nm 40-42 nm 46-48 nm
Genom 32kb 3.3 kb 33 kb 3.0kb
Viral DNA Tamamlanmamis Tamamlanmamis  Tamamlanmanus Tam
Zarf Proteinleri L, M,S L M,S LM, S LS
Gen 5. C FPX 5 CPRX SRR 5, CP
Konak [nsan Dagsican Yer sincabi Ordek
Sempanze Dag sincabi Kaz
Amerika sincabi Balikgil
Replikasyon Karaciger Karaciger Karaciger Karaciger
Bobrek Babrek Bobrek
Pankreas Pankreas Pankreas
Beyaz kuareler Beyaz kareler Dalal
Diger Diger
Hastalik Asemptomatik Asemptomatik Asemptomatik Asemptomatik
tasiyicihk tasiyicilik tasiyicihk tasiyrcilik
Hepatit Hepatit Hepatit Hepatit
Siroz HCC HCC
HEE
Dagilim Tium dinya Dogu A.B.D. California Cin
A.B.D.
2.3 Hepatit B Virusu’nun Yapisi
HBV, Hepadnaviridae ailesinin orthohepadnavirus cinsinde yer alan

hepatotropik, zarfli ve kismen c¢ift sarmalli bir DNA viriisiidiir. HBV, sadece 3200
niikleotidden olusan genomik yapisi nedeniyle, bilinen tiim hayvan DNA viriislerinin
i¢inde en kiiciik olamidir. Hepadnavirideae ailesinin iiyeleri i¢inde insanlarda infeksiyon
olusturan tek tiir HBV’diir. Infekte hiicrelerde birden fazla sayida partikiil tipi
olusumuna yol agmasi nedeniyle diger hayvan viriislerinden farkli bir yere sahip olan
HBV’niin, kismen saflastirilmis preparasyonlar1 elektron mikroskobunda incelenecek
olur ise; biiyiiklik yapr ve miktar gibi degisik Ozellikleri bakimindan birbirine

benzemeyen ii¢ tip partikiile rastlanir (Sekil 1) (15).



Sekil 1. Hepatit B yiizey antijeninin ti¢c formu (15)

a) Yaklasik 42 nm. (42-47 nm.) capinda, infektif ozellikte, tam bir viriyon
yapisinda, kiiresel sekilli, Dane partikiilleri.

b) Yaklasik 22 nm. (16-25 nm.) capinda, icinde niikleik asit bulunmayan,

infeksiyon yapmayan kiiresel partikiiller;

¢) Ozellikle replikasyonun s6z konusu oldugu kisilerin serumunda bulunan, 22
nm. ¢apinda, 50-500 nm uzunlugunda niikleikasit icermeyen, infeksiyon yapmayan;

tiibiiler partikiiller.

Her ii¢ form da infekte konak serumunda yiiksek miktarda (200-500 mg/ml)
saptanabilen ve HBsAg adi verilen ortak yiizey antijenine sahip olup, immunojeniktir

(16).



2.3.1 Genom Yapisi

HBYV, kismen cift sarmalli, sirkiiler bir DNA molekiilii tasir. DNA’nin mol.
agirhg 2.3 x 10° dalton, G + C oram ise yaklagik % 49°dur. HBV-DNA; 3.200
niikleotid tastyan uzun (L veya negatif) ve 1800-2700 niikleotid iceren kisa (S veya
pozitif) zincir olmak iizere iki sarmaldan meydana gelmistir. Bu zincirler ortak baz
ciftlerine sahip olup, sirkiiler bir yap1 halinde bulunmakla beraber her birinin 3 ve 5’
uclar1 birlesik olmadigindan aslinda lineer molekiillerdir. Iki sarmal arasinda degisik
uzunlukta tek sarmalli bir bolge vardir. Negatif zincirin 5’ ucunda, sentez sirasinda
“primer” olarak gorev yapan terminal bir protein bulunurken, pozitif zincirin 5’ ucunda
ayni iglevi yerine getiren bir RNA oligomeri yer alir. Negatif sarmalin 3’ ucu ise 9-10
niikleotidlik artik ug¢ (terminal redundancy) ile sonlanir. Bu alan viral replikasyon
sirasinda pozitif DNA sarmalinin sentezindeki “kalip zincir’” isleminde DNA
polimerazin da etkisi ile kisa zincirin tamamlanmasinda ve sonucta siiper kivrimli,
tamamen cift sarmalli, cember seklindeki DNA molekiiliiniin olusumunda rol oynar

7).

Viral DNA’nin yapisal biitiinligii her iki zincirin 5’ ug¢larinda bulunan koheziv
bolgelerinden birbirlerine tutunmalan ile saglanmir. Bu bolgeler 10-12 niikleotidlik
yinelenen dizinlerden meydana gelmis sabit bolgeler olup, DR (direct repeats) olarak

adlandirilir (18).

Son yillarda molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler HBV genom yapisinin
ortaya konulmasinda, niikleotid dizilisi ve gen bdlgelerinin belirlenmesinde biiyiik
katkilar saglamistir. HBV’de genetik bilginin tamam1 uzun sarmal iizerinde kodlanmig
olup bu sarmal S, C, X ve P kisaltmalar ile gosterilen dort degisik protein kodlayan
niikleik asit dizisine (open reading frame: ORF) sahiptir. HBV-DNA’daki genler, arka
arkaya dizilmis ve birbirinden tamamen ayri bolgelerde bulunmazlar, aksine bazi
bolgelerde i¢ ice girmis diger bir deyisle birbirleriyle cakismis durumdadirlar. Ornegin;
genomun en uzun geni olan P geni; X ve C genleri ile kismen, S geni ile tamamen
cakigsmis halde bulunmakta, sonu¢ olarak uzun sarmal 1.5 defa okunmaktadir. Bu
ozellik nedeniyle HBV, bilinen hayvan viriisleri icinde en kiiciik genomik yapiya sahip

olmakla birlikte, kendini kodlama kapasitesi en fazla olan viriisdiir (18) (Sekil 2).



Sekil 2. Hepatit B Viriisiiniin Genom Yapist (15)

Gen uzun sarmaldaki S geni yiizey proteinlerini, C geni kapsid proteinlerini, X

geni X proteinini ve P geni de DNA polimerazi kodlamaktadir. Ancak baslangic

kodonlari farkli oldugu icin S geni lizerinde pre-S1, pre-S2 ve S olmak {iizere iki bolge

bulunmakta; dolayisiyla farkli baslangic kodonlarindan sentezlenen proteinler de farkli

olmaktadir. Bu nedenle 4 adet ORF’e sahip olmasina ragmen HBV tarafindan yedi

degisik polipeptid iiretilmektedir (19) (Cizelge 2).

Cizelge 2. HBV Genleri ve Bu Genler Tarafindan Sentezlenen Proteinlerin

Ozellikleri (19)

Gen Bblgesi Nilkleotd Pratein Aminoasit Molekiil apirh (dcDa)
verlegimi says: Nonglikolize Glikalize

Pre-51 28503174 1H3Bs 389 3g 42

Pre-32 374-157 ML Bs 281 33 36

5 157-833 SHRs 226 24 27

Pre-T/C 1816-2452 HBeAg 212 13 -

5 1903-2452 HBcAp 153 19 -

P 23009-1623 DINA pcl Hil 9] -

X 1376-183¢8 HBxAg 134 1@ - 1




2.3 Viral Proteinler: Antijenik ve Fonksiyonel Ozellikleri

2.3.2.1 Kilif (yiizey) Proteinleri

HBV-S geni tarafindan kodlanan kilif (yiizey) proteinleri (HBs), hem Dane
partikiillerinin yiizeyinde hem de infekte hastalarin karaciger ve serumlarinda saptanan
22 nm. ¢apindaki kiiresel ve tiibiiler (eksik viral) partikiillerin yapisinda bulunmaktadir.
Daha onceleri S gen iiriiniiniin tek bir protein molekiilinden olustugu sanilmis ancak
son yillarda jel elektroforez teknigi ile yapilan ¢alismalar; yiizey proteinlerinin degisik
molekiil agirliklarinda, glikoze ve nonglikoze alt1 farkli oranlarda bir araya gelmesi ile
olustugunu ortaya koymustur. Tek bir gen tarafindan kodlanan bu proteinlerdeki
farkliliklar sentezin ayni gen iizerindeki farkli baslangic kodonlarindan baslamasi
nedeniyle olmaktadir. Her ii¢ bolgenin baslangic kodonlar farkli olmakla beraber ortak
3’ ucuna sahip olduklarindan, sentez hangi kodondan baslarsa baslasin ayni 3’ ucunda
sonlanmakta ve ii¢ degisik protein molekiilii sentezlenmektedir (14,19).

Okuma islemi gen iizerindeki ilk kodondan baslarsa pre-S1 + pre-S2 + S
bolgelerinin tiimii okunacagindan kilifin biiyiik proteini (L protein:LHBs) sentezlenir.
LHBs en fazla Dane partikiillerinin yiizeyinde bulunur. Tiibiiler partikiillerin kilifinda
da orta miktarda L proteinine rastlanir ama kiiciik kiiresel partikiillerdeki miktar1 ¢cok
azdir (20).

Viriyonun konak hiicreye baglanmasinda L proteininin rolii olduguna
inanilmaktadir. Heniiz tam olarak tamimlanmis bir reseptdér olmamasina ragmen
LHBs’nin 21-47. aminoasitleri arasindaki bolgenin hepatositlere tutunma ozelligine
sahip oldugu saptanmis ve bu bolgeye karsi olusturulan antikorlarin baglanmayi
engelledigi gosterilmistir. Dane partikiillerinin olusumu, bir araya gelmesi ve konak
hiicreden salimmasi i¢in M proteininin varligi sart olmamakla birlikte S ve L
proteinlerinin mutlaka sentezlenmis olmasi gerekmektedir.

Asemptomatik HBsAg tastyicilarinda diisiik diizeyde ama devamh {iretilen
LHBs’in hepatositlerde lezyon olusumuna ve HCC gelisimine neden olabilecegi
diisiiniilmektedir. Hepatosit i¢cinde pre-s1 iiriinlerinin birikimi endoplazmik retikulumda
dilatasyona neden olmakta, hiicre balonlagsmakta, hidropik ve eozinofilik 6zellik
kazanarak buzlu cam goriinlimii almakta, sonugta koagulasyon nekrozu ile hiicreler
Olmektedir.

Okuma islemi S geni iizerindeki ikinci kodondan baslarsa bu kez pre-S2 + S

bolgelerinin iiriinii olan orta protein (M proteini: MHBs) sentezlenir. Her ii¢ partikiil



tipinde de mindér komponent olarak bulunan MHBs replikasyonun olmadigi durumlarda
HBsAg icinde yer almaz. Bu nedenle pre-S2 antijeninin varlig1 viral replikasyonun bir
gostergesi olarak kabul edilir (20).

L ve M proteinleri infeksiyonun erken dénemlerinde ortaya ¢ikmakta ve bunlara
kars1 gelisen antikorlarin gosterilmesi iyilesmenin habercisi olarak kabul edilmektedir
(15).

HBV’niin karaciger hiicrelerine tutunmasinda roliiniin olabilecegi diisiiniilen bir
diger reseptor de pre-S2 glikandir. HBV’niin bu bolgeden mannoz baglayan protein
(MBP) araciligi ile hepatositlere baglandigi sanilmaktadir. Okuma islemi sadece S
bolgesini icerirse kilifin kiiciik proteini (S protein: SHBs) sentezlenir. HBsAg’nin
biiyiik kismini olusturan SHBs kilifin major proteini olarak bilinir ve B lenfositleri i¢in
epitopik bolgeye sahiptir (18,20).

Daha 6nce sadece S proteini ihtiva ettigi sanilan klasik HBsAg’nin son yillarda
yapilan degisik calismalar sonucunda degisik oranlarda diger kilif proteinlerini (Lve M)
de icerdigi anlagilmistir. Kanda dolagan S geni iiriinlerinin yaklasik %5-15’1 M, %1-2’si
L ve geri kalan kismi1 S proteininden olugsmaktadir. Yapilan fraksiyonel ¢aligmalar bu ii¢
proteinin, cesitli HBV partikiil tipleri arasinda esit miktarda dagilmadigini ortaya
koymustur. Kiigiik partikiillerde bazen LHBs’e hi¢ rastlanmayabilir ama Dane
partikiillerinde L proteini daima vardir. L proteininin reseptor tanima alanina sahip
olmasi ve viriyonlarda diger partikiillerden farkli olarak daha fazla miktarda yer almasi
konak hiicre yiizey reseptorlerine baglanmada Dane partikiillerini avantajli hale
getirmektedir (17).

SHBs’yi olugturan aminoasitlerin belli bolgelerdeki dizilis farkliliklarina goére
HBsAg tizerinde en az 5 antijenik determinant (a, d/y ve w/r) bulundugu saptanmistir.
Biitiin subtiplerde ortak olarak yer alan gruba 6zgiil “a’’ determinantina kars1 olusan
antikorlar HBV’niin hepatositlere baglanmasini engeller ve tiim subtiplere kars1 etkili
bir bagisiklik saglar. Viryonun dis yiizeyinde bulunan “a’’ determinanti; as1 ve dogal
infeksiyon sonrasi olusan anti-HBs’lerin biiyiik kismini1 baglama 6zelligine sahiptir .

Pepsin ile muamele edilerek pre-S1 ve pre-S2 gen iiriinleri uzaklastirilan;
sonugcta i¢inde sadece S proteinleri bulunan HBsAg’den derive edilmis plazma asilar ile
yapilan calismalar, HBV’ne kars1 oldukga etkili bir bagisiklik olustugunu gostermistir.
S determinantina karsi gelisen humoral immun cevabin HBV’nden korunmada etkili

olmasi ve tim HBsAg preperasyonlarinda “a” determinantinin bulunmasi farkli ve
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benzer subtiplerle olusan reinfeksiyonlardan korunmanin “a’” determinantina karsi
gelisen cevap ile oldugunu gostermektedir (21).

HBsAg subtipleri arasinda biyolojik farkliliklara rastlanmaz. Yeryiiziindeki
dagilimlar1 da benzer degildir. Bu nedenlerle epidemiyolojik calismalarda, HBsAg
subtiplerinin saptanmasi, infeksiyon kaynaginin izinin siiriilmesi ve HBV’ nun bireyler
ve toplumlar arasindaki yayilimin izlenmesinde onemli ipuclarn verir. A.B.D.’de “w”’
subtipi “r’den daha yaygin iken, Tayland’da en sik goriilen subtip “r” dir, “adw”;
Kuzey Avrupa, Amerika ve Avustralya’da “ayr’’; Dogu Avrupa, Dogu Akdeniz, Kuzey
ve Orta Asya’da predominanttir. Malezya, Japonya, Tayland ve Endonezya’da “adr”
daha sik olmakla beraber “adw’’ subtipine de rastlanmaktadir (22).

HBsAg: Kompleks yapida bir antijendir. Protein, karbonhidrat ve lipidlerden
yapilmigtir. Kiiresel ve flamentdoz parcaciklar bu antijenin polimerleridir. HBs
proteinlerinin fazla yapilmasinin nedeni az sayida antikorlar1 baglayip, geri kalanlarinin
immun sistemden ka¢gmasini saglamak oldugu diisiiniilmektedir . Hem virionlarda hem
de kanda serbest olarak bulunan HBYV, infekte kisilerin %95’inde serumda ilk beliren
isarettir (23).

2.3.2.2 Kor Proteinleri

HBV genomu C geninde bir ORF bulunmasina ragmen, gen iizerinde okuma
isleminin basladigi iki farkli kodon yer alir. Bu nedenle pre-C ve C olmak iizere iki
bolgeye ayrilan C geni antijenik Ozellikleri farkli iki degisik protein (HBeAg ve
HBcAg) sentezleme yetenegine sahiptir (17,18).

Her iki bolgeye (HBeAg ve HBcAg) ait stop kodon aymi niikleotitde bulunur.
Dolayisiyla protein sentezi sirasinda okuma islemi hangi baslangi¢c kodonundan baslarsa
baslasin ayn1 ortak noktada sonlanir. Pre-C’den baslayan okuma isleminde her iki bolge
de okunarak 212 aminoasitten olusan, 25 kDa molekiil agirliginda bir polipeptid
sentezlenir. Islenmemis haldeki bu proteinin aminoasit sekansi; n terminal ucunda yer
alan 29 aminoasitlik ek par¢a disinda, HBcAg sekansi ile tamamen benzerdir. Bu ek
sekans, sentez sirasinda giderek uzamaya baslayan pre-C polipeptidini endoplazmik
retikuluma yonlendirir, burada bir peptidaz tarafindan C terminal bolgesindeki 34
aminoasitlik boliim kesintiye ugrar ve islenmis protein haline gelerek ya golgi cisimcigi
iizerinden HBeAg olarak sekrete edilir ya da ¢ekirdege yonlendirilir (19).

HBeAg ile HBcAg ortak determinantlar igerir. Kanda dolasan HBeAg spesifik

olarak serum albumini, immunglobulin ve antitripsine baglanma ozelligine sahip
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oldugundan yapisindaki HBcAg ile ilgili determinantlar maskelenir ve 6zgiil olarak
anti-HBe’ye baglanabilirken, anti-HBc ile reaksiyona girmez. HBcAg, viral DNA’ya
stkica bagli bir molekiil oldugundan anti-HBc ile reaksiyona girebilmesi ancak kor
partikiillerinin pargalanmasi ve serbest polipeptid zincirlerinin aciga cikmasi ile
miimkiin olabilmektedir. HBV ile infekte hasta serumlarinda HBsAg ve HBeAg’den
farkli ozelliklere sahip, solubl bir antijen olarak tanimlanan HBeAg’nin fonksiyonu
heniiz tam olarak bilinmemektedir. In vitro aragtirmalar sonucunda; HBeAg’nin viral
replikasyon icin gerekli olmadigi ispatlanmistir (18,19).

Yiiksek diizeyde viremik HBsAg tasiyicilarinin serumlan {iizerinde yiiriitiilen
calismalarda, bu serumlarin bol miktarda HBeAg icerdigi saptanmis; replikasyonda rol
oynayan pre-C/C geni tarafindan sentezlenmesi nedeni ile HBeAg'nin aktif HBV
replikasyonunun belirlenmesinde uygun bir gosterge olabilecegi diisiiniilmiis ve uzun
yillar vireminin tespit edilmesi amaciyla onemli bir parametre olarak kullanmilmistir.
Ancak HBV-DNA testlerinin yaygin olarak kullanilmaya baslamasi ve anti-HBe ile
birlikte HBV-DNA seropozitifligi de gosteren kronik hepatitli hastalarda bir HBV
mutantinin tamimlanmasindan sonra gerek HBeAg gerekse anti-HBe’nin vireminin
saptanmasinda ¢ok giivenilir parametreler olmadig1 anlasilmistir (24).

C geninin ikinci bolgesi tarafindan sentezlenen polipeptidin 6n kismu 29
aminoasitlik ek sekansdan mahrum oldugu icin endoplazmik retikuluma gidemez ve
konak hiicre sitoplazmasinda kalir. Yiiksek derecede saflastirilmig virion korlarinda ve
HBYV ile infekte hasta hepatositlerinde gosterilebilen HBcAg siklikla intraniikleer
yerlesimlidir. Ancak aktif hastalik doneminde ve asir1 viral replikasyon gosteren
olgularda sitoplazmada da yaygin olarak saptanabilir (16,18).

HBeAg ekstra seliiler ortama (serum) sekrete edildigi halde, HBcAg i¢in boyle
bir durum s6z konusu degildir. Bu nedenle dolasimda serbest halde HBcAg’'ne
rastlanmaz. Kanda sadece Dane partikiillerinin iginde bulunur. Serum defalarca
dondurulup, coziiliir veya lipid eriticiler ile muamele edilirse virionlar parcalanir ve

HBcAg serbestlesir (16,20).
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Sekil 3: Hepatit B Viriisiiniin Kor Antijenlerinin Sematik Goriiniimii (25)

HBeAg ve HBcAg olduk¢a immunojendir. HBcAg'nin immunojenitesi
HBsAg’den daha fazladir ve T hiicre-bagimsiz antijen 6zelligi gosterir. HBV ile infekte
hastalarin hemen tamaminda gerek HBeAg gerekse HBcAg’ne karst hem hiicresel hem
de humoral cevap gelisir. Degisik calismalar; her iki antijenin de T ve B hiicrelerini
taniyan epitoplara sahip oldugunu ortaya koymustur (18,19). HBcAg'ne ozgiil T
hiicreleri; HBsAg humoral cevabini baslatabilir ya da bu yanita fonksiyonel yardim
saglayabilir. Boylece genetik kaynakli S epitop cevapsizliginin iistesinden gelinmesine
yardim eder. Bu nedenlerle S antijen asilarina HBcAg eklenmesinin insanlardaki
etkinligi arttirabilecegi ve S antijenine cevapsizligin s6z konusu oldugu bireylerde
antikor yanit1 gelistirebilecegi diisiiniilmektedir. Ancak anti-HBs’nin tersine HBcAg’ne
kars1 olusan antikorlar koruyucu degildir. Erken beliren ve uzun siire kalici 6zelligi olan
anti-HBc antikorlari, HBV infeksiyonu gegiren saglikli bireyler yaninda persistan HBV
infeksiyonlu hasta serumlarinda da bulunur. Anti-HBcIgM akut donemde; HBsAg’ nin
kaybolup anti-HBs’nin heniiz belirmedigi donemde pozitiflesir. Fakat bu antikorun tek
basina akut infeksiyon gostergesi olarak algilanmasi yanhistir. Ciinkii bazi HBsAg
tasiyicilar ile ¢ogu kronik hepatitli hastada diisiik titrelerde de olsa bu antikorlara
rastlanir. Dolayisiyla anti-HBc IgM’nin pozitifliginden ¢ok negatif bulunmasi daha
degerlidir (19,20).

HBcAg: Niikleokapsid geninin 6zel iirtintidiir. Serumda serbest halde bulunmaz.
Karaciger biyopsisi sonrast immiin elektron mikroskobu ve indirekt immunfloresan
yontemi ile hepatositlerin nukleusunda goriilebilir (26). Genellikle virionun kor

kisminda HBc proteinleri birleserek, HBV DNA ve DNA polimerazi distan sararlar .
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HBeAg: HBV’niin kor kisminda yer alan internal bir antijendir. Serumda
bulunmas1 viral pargaciklarin, DNA polimerazin, HBV DNA’nin varligini, hepatit
B’nin aktif olarak ¢cogaldigimi gosterir. Kisa 6miirlii olup HBsAg ile hemen hemen ayni1
donemde ortaya cikar ve daha oOnce kaybolur. 10 haftadan uzun siireli kalmasi
infeksiyonun kroniklesecegini, negatiflesmesi ise Ozellikle de anti-HBe’nin ortaya
cikmasi ile birlikte ise iyilesmeye dogru gidisi gosterir (23,27,28). Fakat mutant HBV
tiirleri hic HBeAg iiretmeyebilirler ve anti-HBe varliinda da replikasyona devam
edebilirler, bu durumda serum HBV DNA’s1 olgiilebilir diizeydedir. Bu mutant

viriislerin kanit1 i¢in viriis genotipinin molekiiler analizi yapilmalidir.

2.3.2.3 P Proteini:

P geni, HBV genomunun yaklagik 34’iinii kaplayan en uzun gendir. P proteini;
revers transkriptaz, endoniikleaz (RNase H) ve hem DNA hem de RNA’ya bagiml
polimeraz aktivitesine sahiptir (17,19).

P proteininin immunojen 6zelligi vardir. Hasta serumunda bulunan anti-DNA

polimeraz antikorlari, sentetik peptid antijenleri ile gosterilebilmektedir (20).

2.3.2.4 X Proteini:

X geni, HBV genomunda en kiiciik gen bolgesidir. X geni, transkripsiyonel
transaktivatorler olarak gorev yapan iki protein sentezler. Bu gen tarafindan sentezlenen
HBxAg kiiciik bazik bir proteindir. Viral siklus ve HBV patobiyolojisinde bu proteinin
fonksiyonu heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Diger taraftan X proteini timor
supressor gen iirtintiniin islevini bozar. Bu durum HBYV ile iliskili hepatokarsinogenez
stirecinin ilk asamasinda, X proteininin etkili oldugunu diisiindiirmekte ve HBxAg’nin

hepatoselliiler karsinom gelisiminde rol oynayabilecegini akla getirmektedir (29).
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2.4 HBV Genotipleri

Molekiiler diizeyde yapilan caligmalar sonucunda; HBV genomlar1 arasinda
farkliliklar oldugu saptanmis ve birbirlerine benzerlik oran1 %92 ve daha fazla HBV
suslar1 aym grupta toplanarak 6 farkli genotip belirlenmistir. Bu genotipler ile HBsAg
subtipleri arasindaki iligkilerin saptanmasi amaciyla genom sekanslan ile S geni

sekanslart karsilastirilmis S geni diizeyinde genotip farklilik sinirnt %4 olarak tespit

edilmis ve genotip-subtip dagilimi yapilmistir (14) (Cizelge 3).

Cizelge 3: HBV Genotip ve Subtiplerinin Cografi Dagilim1 (14)

Genotip Subtip En sik gorildagi balge
A adw, Kuzeybat Avrupa
adw, Sahra alu Alrika
B adw, Endonezya, Cin
adw, Vietnam
r adw, Dogu Asya
adrg” Japonya, Kore, Cin
adrg- Fransiz Polinezyas
ayr Vietnam
] ayw, Akdeniz bolgesi
aywy Hindistan, Pakistan, Yakin Dogu
E aywy Bat1 ve Sahra alu Alrika
F adw,g- Ona Amerika, Sili, Arjantin, Peru, Amazon bolgesi
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2.5 HBV Mutasyon Tipleri

HBYV ile infekte bireylerde infeksiyon yasi arttikca, viral populasyonda mutant
viriislerin ortaya ciktigi saptanmistir. Deneysel olarak HBV’nin mutasyon hizi her
infeksiyon yilinda 10 000 bp i¢in 1 niikleotid olarak hesaplanmistir. HBV uzun yillar
kronik olarak kaldigindan, mutant kokenler zaman iginde birikmekte ve populasyona
hakim olmaktadirlar. Bunun yaninda antiviral tedavi edilmesi “wild type” viriise gore,

replikasyon iistiinliigii olan mutant viriislerin seleksiyonu daha hizli olmaktadir.

2.5.1 Precore/core geni mutasyonlari

Agir karaciger hastaligt ve aktif viremisi olan bir¢cok hastada, HBeAg’'nin
negatif oldugu goriillmiistiir. Bu hastalarda precore/core geninde 1896. niikleotidin
mutasyonu ile stop kodon olugsmakta ve HBeAg translasyonu durmaktadir. Cekirdek
proteini (HBcAg) sentezi bu kodondan daha sonra basladigi icin bu mutasyondan
etkilenmemektedir. “e-minus’’ olarak adlandirilan bu varyant viriisler fulminan hepatit
ve agir kronik karaciger hastaliklarinda tanimlanmistir. HBV mutasyonlarinin
genotiplerle iliskili oldugu gosterilmistir. Precore 1896 mutasyonu A genotipinde
nadirdir. Core promoter 1762 mutasyonu ise gentip B’den cok genotip C’de goriilmekte

ve daha agir inflamasyona neden olmaktadir (30).

2.5.2 S geni mutasyonlari

HBV’ne kars1 notralizan antikor yanitina neden olan “a” determinantinda, 124-
147. aminoasitler arasi, tiim subtiplerde olduk¢a korunmus bir bolgedir. Ozellikle 145.
pozisyonda bulunan glisinin, arjinine degismesine neden olan mutasyonlar, viriiste
biiyiik antijenik degisikliklere neden olmaktadir. Bu bolgede olan aminoasit
degisiklikleri HBsAg’'nin ii¢ boyutlu yapisinda énemli degisiklige yol agmakta, anti-
HBs’nin nétralizan etkisinden kurtulmasina ve replikasyona devam etmesine neden
olmaktadir. Rekombinant HBsAg iceren asilarla immunize edilen ¢ocuklarda, HBsAg
ve anti-HBs birlikteligi ile goriilen bu mutant kokenler, asi ile indiiklenmis ‘“kacak
mutantlar’” olarak adlandirilmaktadir. Kronik HBV infeksiyonu olan ve asilanmig
kisilerde de, “a” determinantin1 etkileyen mutasyonlar saptanmis ve bu mutasyonlarin

dogal olarakta olusabilecegi gosterilmistir (31).
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2.5.3 P geni mutasyonlari

Lamuvidin ve famsiklovir gibi viral revers transkriptaz inhibitorii olan ilaglarla,
tedavi sonrasi1 goriilmeye baglanmistir. Lamuvidinle tedavisi sirasinda P geninde pek
cok mutasyon gosterilmis ve bunlardan {i¢ tanesinin ciddi lamuvidin direncine neden
olduklar1 saptanmistir. Polimeraz enziminin C katlantisindaki tirozin (Y), methionin
(M), aspartat (D)ve aspartat (D) aminoasitlerinden YMDD motifi, methioninin izoldsin
veya valine degismesi, B katlantisindaki 16sinin methionine degismesi, valinin 16sine
degismesi, lavumidin direncinden sorumlu tutulmaktadir. YMDD mutasyonlar1 S genini
de etkilemekte ve 529. pozisyondaki alaninin threonin degismesi, S geninde stop kodon

olusturmakta ve HBsAg sekresyonunun durmasina neden olmaktadir.

2.5.4 X geni mutasyonlari
X genindeki mutasyonlar, transkripsiyonun kontroliinii ve X proteinin
fonksiyonunu etkiler. X geninin Cp//ENII lokusunda olan mutasyonlar, viriisiin

replikasyon aktivitesinde biiyiik degisikliklere neden olmaktadir (31).

2.6 Replikasyon Stratejisi

HBV’niin konak hiicreye baglanmasinda rol oynadigi diisiiniilen fibronektin,
transferin reseptorii, apolipoprotein h, polimerize insan serum albumini, pre-S2 glikan,
HBYV baglayan faktor gibi bircok reseptdr aday1 tanimlanmigtir (20). Son yillarda, her
ne kadar, S proteinine 6zgii bazi reseptorlerin (endonexin II, siyaloglikoprotein, gibi)
varlig1 gosterilmis olsa da, HBV niin hepatositlere tutunmasinda L. ve M proteinlerinin
onemli oldugu saptanmustir. In vitro olarak pre-S1 ve pre-S2’de karacigere ozgiil
tutunma bolgeleri tanimlanmistir (18).

Pre-S1 iiriinii olan L protein, karaciger plazma membranina ve mononiikleer
hiicrelere baglanabilir. Mononiikleer hiicrelerde saptanmakla birlikte, HBV’niin bu
hiicrelerde aktif olarak replike olduguna dair bir kanmit yoktur. L. ve M proteinleri
hepatoblastom hiicrelerine de direkt olarak tutunabilir (18). Hepadnaviruslarin
replikasyonu ile ilgili bilgilerin cogu hayvan modelleri iizerinde yiiriitiilen ¢alismalar
sonucunda elde edilmis olup viral replikasyonda ii¢ 6nemli 6zellik vardir :

a) DNA sarmallarinin sentezi sirasinda negatif iplikcigin sentezi pozitif
iplik¢igin sentezinden dnce tamamlanmalidir.

b) Viral polimeraz ayn1 zamanda, revers transkriptaz olarak fonksiyon goriir.
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c) Negatif iplikcigin sentezinde 5° ucuna kovalen olarak bagli terminal protein
“prime’’ edilirken, pozitif iplik¢igin primingi viral genomik RNA’dan derive olan bir
oligoriboniikleotiddir.

Hepatosite baglanan viriisiin konak hiicre ¢ekirdegine nasil ulastii tam olarak
aydinlatilamamistir. HBV; muhtemelen reseptore bagimli endositoz yoluyla hiicre i¢ine
girmekte, viral DNA ile niikleokapsid viriondan ayrilmakta ve islenmeden konak hiicre
cekirdegine tasinmaktadir. Kismen cift sarmalli ve her iki ucu serbest halde bulunan
DNA’nin kisa sarmalinin eksik olan boliimii endojen DNA polimeraz tarafindan
tamamlanir. Bu sirada uzun sarmalin 5° ve 3’ uclan arasindaki agiklik da onarilmis ve
sonucta tiimiiyle cift sarmalli, siiper kiviiml, uglart kapali, sirkiiler yapida bir HBV-
DNA (cccDNA) meydana gelir. Replikasyonun normal seyri sirasinda, HBV-DNA’nin
konak genomuna integrasyonu goriilmez. HBV ile infekte baz1 kisilerin serumunda
nadir olarak HBcAg’'nin varligi gosterilmis olsa da, bu antijen viral replikasyon
sirasinda konak hiicre cekirdeginde siklikla tespit edilebilmektedir. Bu nedenle
HBcAg’nin nukleusa girmesinin cccDNA’nin ortaya ¢ikmasindan 6nce oldugu tahmin
edilmektedir (20).

Kalip olarak cccDNA’dan konak hiicre RNA polimerazinin (RNA polimeraz II)
yardimi ve viral diizenleyicilerin (4 adet promoter; 2 adet enhancer) etkisiyle viral
RNA’lar sentezlenir. Bunu konak hiicre sitoplazmasinda devam eden replikasyon
boyunca 3.5 kb’lik RNA (+RNA)’dan (-) DNA sarmali sentezlenmesi izler .

Kisa zincirin sentezinde kalip olarak uzun sarmal kullanilir. Kismen ¢ift sarmalli
sirkiiler yapidaki kor kisminin kilif proteinleri tarafindan ¢evrelenmesi ve ayni1 zamanda
polimerazin da tilkenmesi nedeniyle kisa zincirin sentezi tamamlanmaz ve bu sarmal
eksik kalir (20) (Sekil 3).

HBs proteinleri, endoplazmik retikulumda oOncelikle transmembran proteinleri
olarak sentezlenir. Oligomerizasyon, molekill ici ve molekiiller aras1 disiilfid
kopriilerinin olugmasiyla olgunlasir, tomurcuklanma sirasinda membran lipidleri ile

birlikte kor partikiillerini ¢cevreleyip hiicre disina ¢ikarlar.
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Sekil 4. Hepatit B Viriisiiniin Replikasyonu (32)
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2.7 Viriisiin Direncliligi

HBYV, serum i¢inde 30-32°C” de 6 ay, -20°C’de ise yillarca canlihigim korur.
Serum i¢inde 60°C’ye 4 saat dayanabilir, albumin i¢inde ayni sicaklik derecesindeki
dayanikliligi daha uzun olup, 10 saat kadardir. Kurutulmus viriis 25°C’de saklandiginda
1 hafta siireyle canliligimi devam ettirir. Kuru sicak hava ile 180°C’de 1 saatte,
otoklavda 121°C’de 15 dakikada, kaynatma ile 10-20 dakikada inaktive olur. Kimyasal
ajanlardan; %0.1-%0.2 glutaraldehit, %0.5-%1’lik sodyum hipoklorid izopropil veya
etil alkol viriisii inaktive eder. HBsAg igceren kan, plazma ve diger kan {iriinlerinin
ultraviyole 1s1nlarina tabii tutulmasinin infektivite ve antijenik yapi iizerine etkisi yoktur

(14).

2.8 HBV’niin Patogenezi

HBV infeksiyonunda karaciger hasarinin olugsmasinda viral faktorlerden cok
konak immun yamtin rolii vardir. Yiiksek diizeyde viral replikasyon gosteren fakat
normal karaciger enzim diizeyi ve histopatolojisine sahip olan kronik tastyicilar, viriisiin
direkt sitopatik etkisi olmadigimi gostermektedir. Ayrica hiicre kiiltiirlerinde iiretilen
viriisiin, hiicre canhilign iizerine etkisi goriilmemistir. Yapilan aragtirmalar viriisiin
temizlenmesi ve karaciger hasarinin spesifik immun yamtlara bagli oldugunu
gostermistir. Akut infeksiyonda bir¢ok viral antijene kars1 CD4 + ve CD8 + T hiicre
yanmitlart goriilmektedir. CD4 + T hiicre yanitlann 6zellikle kor ve polimeraz
proteinlerine, daha az olarak da yiizey proteinlerine kars1 gelisir. Viriisiin
temizlenemedigi kronik infeksiyonlarda CD4 + ve CD8 + T hiicre yanitlar1 belirgin
olarak azalmistir, buna karsin hem akut hem de kronik infeksiyonlarda humoral yanitlar
goriilmektedir. Ozellikle Tiimor Nekrotizan Faktor alfa (TNF-o) ve Interferon —gamma
(IFN-y), HBV’niin temizlenmesinde etkili olmaktadirlar. Bu sitokinler iki ayr1 yolu
aktive ederek niikleokapsidlerin ve ve viral niikleik asidin yikilmasini saglamaktadirlar.
Akut infeksiyonda, viriisii temizlemek i¢in immun sistemin bir¢cok kola aktive oldugu
goriilmektedir. Transaminazlarin yiikseldigi donemde, HBV proteinlerine kars1 antikor
sentezlenmeye baglanmis olmaktadir. Bunlar icinde en kritik olan1 anti-HBs
antikorlaridir. Simirli akut infeksiyon sirasinda HBcAg, HBeAg ve HBsAg’ye karsi
giicliit CD4 + T hiicre yanitlar1 gelismektedir. lyilesen akut HBV infeksiyonunda CD4 +
T hiicrelerinde Tip 1 sitokin yanmit1 izlenmekte buna kars1 kronik infeksiyonlarda Tip 2

sitokin yanit1 olusmaktadir. Sinirh akut HBV infeksiyonunda Tip 1 hiicre yanitlarinin
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yaninda giiclii poliklonal ve multispesifik sitotoksik T hiicreleri (CTL) yanitlar1 da
gozlenmistir. Kor, zarf ve polimeraz proteinlerinin bircok epitopuna kars1 olan bu CTL
yaniti, virlisiin temizlenmesinde Onemli rol oynamaktadir. Fakat karaciger gibi
organlarda bu yanitlardan ¢ok, sitokinler viriisiin temizlenmesini saglamaktadir. TNF-q,
HBV mRNA’siin yikimim hizlandirir, ayrica “core promoter” TNF-a, IFN-y ve IFN-
o’ya duyarlidir ve bu sitokinlerin varliginda inhibe olmaktadir. HBV spesifik CTL’ler
karacigerdeki doku hasarindan da sorumludur, CTL infekte hepatositi taniyinca
apoptotik sinyal gonderir ve hepatositin Oliimiine neden olur. Biyopsi Orneklerinde
apoptotik hepatositler asidofilik olarak goriiliir. CTL’ler sitokinler aracilifiyla bolgeye
makrofaj ve dogal oldiiriicii (NK) hiicrelerini cagirir. Fazla HBsAg eksprese eden

olgularda bunun sonucunda fulminan hepatit gelismektedir (33).

2.8.1 HBV’niin immun Kacis Mekanizmalari

Gerek konaga gerekse viriise ait bazi 6zellikler HBV’nilin immun tanimasini
engelleyebilmektedir. HBV, revers transkriptaz enzimine sahip oldugu i¢in intraselliiler
evrimi sirasinda kendi DNA’sinin konak hiicre genomuna entegre etmekte ve bu sayede
bagisik yanitin ortaya ¢ikmasi ile ilgili siirecte goriinmez hale gelmektedir. Prekor/kor
geninde mutasyonlar meydana getirerek immun yanit i¢in anahtar hedeflerden biri olan
HBeAg ekspresyonunda kayba yol acarak saklanabilmektedir (34).

Yapilan c¢alismalar karaciger parankim yogunlugunun, HBV proteinlerini
eksprese eden hepatositlere T lenfosit girisini sinirhh hale getirdigini ve bazi1 T
lenfositlerin infekte hiicreler ile kisith bir sekilde temasa gectigini ortaya koymustur.
Pankreas ve bobreklerde karacigerden farkli olarak mikrovaskiiler bariyer sistemi
vardir. Mikrovaskiiler bariyerler bu dokulardaki HBsAg eksprese eden hiicrelere
HBsAg 6zgiil sitotoksik T hiicrelerin girisini ve saldirisim1 engelleyebilir. Viriisiin bu
organlarda bulunmasi immun kaynakli doku hasarina yol agmaz. Ancak pankreas ve
bobrekler potansiyel bir rezervuar haline gelir. Karaciger HBV ile tekrar tekrar infekte
olur, viral temizleme azalir. Bu durum viral persistansi kolaylastirir (34).

Akut HBV infeksiyonunda; kilif proteinlerine karsi olusan antikorlarin serbest
halde bulunan viriislere baglanarak bir kompleks olusturduguna, viriisiin duyarl
hiicrelere tutunup girmesinin engellendigine ve kan dolasiminin viriisten temizlendigine
inamlmaktadir. Iste bu asamada, degisik nedenlerle HBsAg ekspresyonunda bir kayip
olur veya yiizey proteinlerini kodlayan genlerde mutasyon olusur ise anti-HBs varligina

ragmen infeksiyon devam eder.
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Viral genomun kopyalanmasi sirasinda bir hata olusursa bu durum farkli
aminoasitlerin olusmas1 ve farkli proteinlerin sentezlenmesi ile sonuglanir. Yasamsal
Onemi olmayan proteinleri sentezleten kod degisikliklerinde, viriis yasamin1 siirdiirmeye
devam eder. Ancak viriisiin immun epitoplar mutasyona ugramustir. iste bu mutasyonlar
immun kacis mutasyonlari olarak adlandirilir. Immun kagista birbirinden farkli en az iic
mekanizma rol oynar (35).

1. MHC ile baglanmay1 saglayan bolgedeki peptid epitoplarini olusturan
aminoasitlerdeki mutasyonel degisiklikler antijen sunumunu etkileyebilir.

2. TCR temas residiilerinde veya bu bolgenin konformasyonundaki mutasyonlar
sonucu TCR’tin MHC-peptid kompleksine afinitesi kaybolur. T hiicreleri kendine
sunulan antijenleri tantyamaz. Bu durumda T hiicre aktivasyonu 6nlenir.

3. Proteinin peptid baglarinda degisiklikler meydana gelebilir. Bu durumda
antijen ayni MHC molekiiliine baglanir ve antijene 0zgii ayn1 TCR ile iliskiye girer.
HBV kor proteininin T yardimci hiicre epitoplarinda meydana gelen mutasyonlarin
antijen taninmasinda kayba yol acarak konak i¢in daha yararli olan hafif seyirli bir

hepatite neden oldugu bildirilmistir (36).

2.9 HBV’niin Yaptig1 Hastaliklar

2.9.1 Akut Hepatit B

Akut HBV infeksiyonun inkilbasyon zamam 6 hafta ile 6 ay arasinda
degismektedir. Bu donem hastaligin 1. evresine karsilik gelmektedir. Fakat ¢ogu olguda
bu aralik 60-180 giindiir. Hepatitin ortaya ¢ikmasi serumda HBsAg’nin saptanmasindan
ortalama 4 hafta (1-7 hafta) sonradir. Inkiibasyon zamam hastamin yiiksek viral yiikle
karsilagtiginda veya perkiitan yolla infekte oldugunda kisalir. Temastan sonra HBsAg
icin 6zgiil yiiksek titreli antikor uygulanmas1 (HBIG) inkiibasyon zamanimi uzatir ve
infeksiyonu engelleyebilir. Akut HBV infeksiyonunun klinik bulgulan yiiksek oranda
yasa baghdir. Infekte yeni doganlarin hemen tamami asemptomatiktir. 1-5 yas
arasindaki ¢ocuklarin yalnizca %5-10’unda klinik bulgu vardir. Daha ileri yastaki ¢ocuk
ve erigkinlerin yaklasik %10-30’u semptomatik hale gelir (37).

Akut HBV infeksiyonun klinik semptomlar1 gribe benzemektedir. Baz1 hastalar
sarilik, koyu renkli idrar ve hepatomegali gibi bulgulardan yakinmaktadir. HBV
infeksiyonunun prodromal periferik fazi; ¢cogu hastada 1-2 hafta kadar siirebilir ve HAV

infeksiyonundan daha sinsi ve daha uzun siirebilir. Akut viral hepatitin ikterik fazina
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siklikla klinik olarak sariigin takip ettigi koyu renkli idrar eslik eder. Ikterin
olusumuyla semptomlar geriler ve genellikle ates diiser. Ikterin faz ortalama bir ay
kadar devam eder.

Akut Hepatit B’nin klinik tanisi, karaciger enzimlerinin artmasi ve viral antijen,
antikor ve niikleik asitin saptanmasiyla konur. Semptomatik akut HBV enfeksiyonu
olan hastalarin %1’inden azinda fulminan hepatik yetmezlik gelisir. Bulgular HBV
infeksiyonuna kars1 infekte hepatositlerin masif nekrozu ile sonuclanan asin giiglii
immiin yanita sahip olduklarin1 diisiindiirmektedir. HBcAg’ye karst olusan bu immiin
yanit (anti-HBc IgM) hemen hemen her zaman pozitiftir. Bununla birlikte HbsAg ve
HBeAg her zaman 0lciilemez

Akut HBV infeksiyonunun patolojik 6zellikleri lobiiler bozukluga yol agan hem
dejeneratif ve hem de rejeneratif parenkimal degisiklikler icermektedir. T lenfositleri
akut HBV infeksiyonu sirasinda viral klirensin saglanmasinda 6nemli rol oynar. Ote
yandan; onlar infekte hepatositlerin yiizeyinde eksprese edilen HBV niikleokapsit

epitoplarini taniyarak hepatoselliiler hasara neden olurlar (37).

2.9.2 Kronik Hepatit B

En az 6 ay HBsAg pozitif hastalarin; kronik HBV infeksiyonu oldugu kabul
edilir. Bu hastalar siiresiz pozitif ve sonug¢ olarak enfeksiyonun 2. evresinde kalir. Alt1
aydan uzun siire serumda HBsAg tespit edilmesi tasiyicilign ifade eder. Serum
transaminaz degerleri normal olan ve karaciger hastaliginin diger belirtileri olmayan
HBsAg pozitif kisilere saglikli tasiyici terimi kullanilmaktadir. Kronik hepatit B’nin
semptomlar1 belirsiz ve nonspesifiktir. Hastalarin serum aminotransferaz enzimleri biraz
yiikksek olabilir. Ek olarak HBV virionlari, aktif viral replikasyonu gosteren DNA
polimeraz aktivitesi ve HBV DNA kanda tespit edilebilir. Karaciger biopsisinde,
hepatoselliiler nekrozun eslik ettigi aktif inflamasyon ve bazen fibrozis saptanabilir.
Kronik hepatit siklikla sessiz bir hastaliktir. Cogu hasta akut bir hastalik donemi
gecirdigini hatirlamaz. Tam genellikle donor olarak kan verme esnasinda veya rutin kan
taramasi sirasinda HBsAg pozitif bulundugu ve serum transaminazlarinda orta derecede
yiikseklik tespit edildigi zaman konabilir.

HBsAg tastyiciligr ile kronik hepatit arasindaki ayirim, karacigerdeki kronik
nekroinflamatuar hastaligin histolojik olarak ortaya konmasi ile miimkiindiir. HBsAg

pozitif, serum transaminazlar1 yiilksek olan kronik hepatitli bir hastada
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immiinohistokimyasal yontemlerle HBsAg ve HBcAg’'nin gosterilmesi kesin teshis
koydurucudur (38).

Kronik hepatit B’de en 6nemli genel semptom yorgunluktur. Diger semptomlar
bulanti, {ist abdominal agri, kas ve eklem agrilar1 seklindedir. Klinik bulgular sarilik,
nadiren Oriimcek neviis, biiyiikk veya kiiciik karaciger ve splenomegalidir. Ascit ve
Ozefagus varis kanamalar1 gec ortaya cikan portal hipertansiyon belirtileridir.

Siroz gelistiginde; semptomlar genellikle daha belirgin hale gelir. Kronik HBV

enfeksiyonu ve sirozlu hastalarin %12-55’inde hepatoselliiler karsinom gelisir (37).

2.9.3 Gizli Hepatit B

HBYV infeksiyonunun iyilesmesi, HBsAg’nin kaybolmasi ile birlikte HBV-
DNA’nin negatiflegsmesi olarak tanmimlanir. Bununla birlikte spontan veya tedavi ile
HBsAg’'ni kaybolan bazi hastalarda serum ve/veya karacigerde hassas PCR teknikleri
ile diisiik diizeyde HBV-DNA (genellikle<103 viral genom/ml) varligr gosterilmistir
(39). Boylece saptanamayan HBsAg ile birlikte kronik HBV infeksiyonunu tanimlayan
bu yeni durum gizli: sessiz veya latent HBV infeksiyonu olarak adlandiriimaktadir.
Gizli HBV infeksiyonlularin bir kisminda anti-HBc ve/veya anti-HBs pozitiftir.
Hastalarin 6nemli bir kisminda her ikisi de negatifdir.

Smiflandirilmamis kronik hepatit veya HCC (Hepatoselliiler Karsinoma)'l
hastalarda, hepatit C viriistine kars1 olusan antikorlarin olmadigi durumda (HCC’ye
iligkin en yaygin ikinci etiyoloji), HBsAg’nin yoklugunda HBV DNA’larn diisiik
seviyeleri karaciger dokularinda ya da kanda belirlenmektedir. HBsAg ve Anti-HCV
testine negatif sonu¢ veren kronik karaciger hastalarinin karaciger dokularinin %13-
71’inde ve serumunun da %5-55’inde gizli HBV bulunmustur. HCC’de, anti-HBc
tastyicilariin %14-100’unda gizli HBV ve HBV gostergeleri olmayan hastalarin %8-
87’sinde gizli HBV bulunmustur. HBV infeksiyonunun klinik ve biyolojik
spektrumunda GHB(Gizli Hepatit B)’nin asil yeri iyi bilinmemektedir. Kronik HBV
izerine yapilan ¢alismalar, HBsAg belirlenemedikten sonra, HBV DNA’sinin serumda
(%28) ya da karacigerde (%94) yillarca kaldigim gostermistir. Bunun yaninda, kan
goniilliileri, normal karaciger fonksiyon testleri olan bireyler gibi karaciger hastalig
olmayan kisilerde ve normal kisilerde gizli hepatit B gdzlemlenmistir.

Gizli HBV tasiyicilarinin epizomal karacigerlerinin varlifina ve serbest HBV
genomlarina ragmen nicin HBsAg negatif olduklari hala cevaplanmanus bir sorudur. Bu

bireylerin bazilar; ya antijenik olarak degisiklige ugrayan HBV S proteini iireterek; ki
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bu (en hassas olanlar kullanilsa bile) mevcut HBsAg yontemleriyle saptanamamaktadir,
ya da S geni ekpresyonunu ve/veya viral yenilenmeyi engelleyen mutasyonlar tagiyarak
viral degiskenler tarafindan etkilenmektedirler (40). Ancak virilisin genomik
heterojenligi vakalarin ¢ogundaki gizli durumda goriilmemektedir. Gizli HBV’niin
kisiden kisiye gectigine ve alicida klasik akut hepatit B tetikledigine ve gizli HBV
tasiyicilarmin tipik hepatit B serolojik profilinin yeniden goriilmesiyle birlikte
infeksiyonun yeniden akut bir aktivasyon gosterdigine dair gozlemler (sempanzeler
iizerinde yapilan deneyler ve insanlarda kan ve organ nakli sonuglarinin gozlemlenmesi
ile) yapilmistir (41). HBV aktivitelerinin engellenmesinden sorumlu mekanizmalar
genis Olciide hala belirsizdir ve ortaya konan biitiin hipotezler dolayli kanitlara
dayanmaktadir. Mevcut veriler ortaya koymaktadir ki; (a) tasiyicimin bagisiklik tepkisi,
(b) diger bulasic1 etmenlerle koenfeksiyon, ve (c) epigenetik faktorler gizli durumunun

tetiklenmesinde 6nemli rol oynayabilmektedir.

Transfiizyon tespitinde, non-A, non-B hepatiti icin yerini tutucu gostergeler
olarak en basta anti-HBc kullanilmistir. Anti-HCV izlenmesi uygulamasindan bu yana,
bu test artik gerekli degildir fakat gizli HBV bulagmasin1 engelleme nedeniyle
kullanilmaktadir (42). Bazi calismalarda gecikmis HBV DNA vericileri test edilirken
anti-HBc degerleri bulunmustur. ilgili alandaki HBV’nin epidemiyolojisine bagh
kalarak, anti-HBc pozitif kan iinitelerindeki diger HBV belirteclerinin dagilimi oldukga
farkli olabilmektedir. Kuzey Avrupa ve Kuzey Amerika gibi diisik prevelanslh
bolgelerde, anti-HBc-pozitif orneklerinin ¢ogu ayni zamanda anti-HBs tasimaktadir.
Yiiksek anti-HBs seviyeleri olan ornekler devamli olarak HBV DNA negatiftir fakat
yukarida belirtildigi gibi bazi diisiik seviyeli anti-HBs pozitif birimleri HBV DNA

igerebilir.

Yiiksek antikor titreli ornekler genellikle anti-HBe icermesine ragmen, anti-
HBs’si olmayan anti-HBc genellikle ‘izole-anti-HBc’ diye adlandirilir. Avrupa’daki ve
Kuzey Amerika’daki izole-anti-HBc prevelansi olduk¢a diisiiktiir. HBV DNA iceren
orneklerin yiizdesi, ya kan verenlerden ya da genel popiilasyonda, %0 ve %7-7
arasinda degismektedir. izole anti-HBc prevelans: ingiltere’de %0- 07 ve Almanya’da
9%1-5 olarak bildirilmistir (43). HBV infeksiyonunun yiiksek frekansh oldugu
iilkelerde, 6rnegin Yunanistan (% 15 - 8), Cin (%70 - 0) ve Gana (%83 - &), izole anti-
HBc sirasiyla su degerlerdedir: %1-9 %2-7 %12 -7 (50). Ancak raporlar arasinda

anti-HBc prevelansinin karsilastirilmasi zorlukla yapilmaktadir. Gergek reaktiviteyi
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belirlemek i¢in ¢oklu ardisik testler de dahil algoritimler gereklidir (43). Bu zorlugu
agmak icin, Japon kan bankalar1 son zamanlarda > 32 seviyede anti-HBc cut-off
agliitinasyon titresi olusturmuslardir, bu seviyenin altinda, kan vermelerin
enfeksiyonsuz oldugu goriilmiistiir (muhtemelen yanlis pozitif ya da belirlenemeyen
anti-HBs) .

Rutin yapilan anti-HCV ve HBsAg taramalar1 ile bulagsma riski diisiikk olmasina
ragmen, hala transfiizyon ile HBV infeksiyonu bulagsma riski 1/63.000, HCV
infeksiyonunun ise 1/103.000’diir. Gizli HBV infeksiyonunun da buna katkisi vardir.
Organ nakilleri sirasinda, vericideki gizli HBV infeksiyonu aliciya HBV infeksiyonunu
bulastirabilir. Hemodiyaliz hastalarinda gizli HBV infeksiyon oram %14-36’dir; Bobrek
nakli sonrasinda HBsAg negatif, anti-HBs pozitif bir hastada HBV infeksiyonu
bildirilmistir. Bu hastanin nakil oncesindeki serumu retrospektif olarak incelendiginde
PCR ile HBV-DNA’nmin pozitif oldugu goriilmiistiir (44). Kriptojenik karaciger
hastaliklarinda gizli HBV prevalanst cografik bolgeye gore degismektedir.
Hindistan’dan yapilan bir ¢alismada HBV ve HCV acisindan serolojik gostergeleri
negatif olan kronik hepatitli hastalarda PCR ile bakilan HBV DNA oran1 %10.8 olarak
bulunmustur (45). HBsAg negatif fulminan karaciger yetersizligi vakalarinin 6nemli bir
kisminda (%0-47) HBV-DNA pozitif bulunmustur (46). Oranlardaki bu degiskenlik
HBV’nin cografik dagilim ile ilgilidir. Fulminan B hepatitli hastalarda cesitli HBV
mutasyonlart bildirilmistir (47).

HCV infeksiyonu HCC gelisim riskini artirmaktadir. HBV ve HCV
koinfeksiyonu bu riski daha da artirmaktadir. Sadece HCV infeksiyonu olan hastalarla,
HCV ile birlikte gizli HBV infeksiyonu olanlar, HCC gelisim siiresi agisindan
karsilagtirildiklarinda; gizli HBV infeksiyonu olanlarda daha erken siirede HCC gelistigi
goriilmiistiir (48).

HBV ve HCV ko-infeksiyonu sik goriilen klinik bir durumdur. HCV ile gizli
HBYV infeksiyonunun birlikteliginin klinik 6nemi bilinmemektedir. Baz1 ¢alismalar bu
birlikteligin siroz gelisme riskini daha ¢ok arttirdigin1 vurgulamaktadir (49).

Sonug olarak, PCR gibi hassas testlerin gelismesi ile gizli HBV infeksiyonu
tanimlanmistir. Bu klinik durumu saptamada anahtar HBV-DNA oldugu icin kullanilan
teknik ve standardizasyonu c¢ok Onemlidir. HBV’nin cografik dagilimi ve risk
faktorlerinin varlifi prevalansi etkilemektedir. Patogenez ve klinik Oneminin

belirlenmesi icin ise ilave ¢aligmalara gereksinim vardir.
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2.10 Hepatit B infeksiyonunun Laboratuvar Tanisi

Hepatit B infeksiyonu, viriise ait antijenik yapilar ve bunlara karsi olusan
antikorlarin kolay belirlenebilmesi nedeniyle rutin tanisinin kisa zamanda konabildigi

bir infeksiyondur. Tanida kullanilan testler;

2.10.1 Biyokimyasal Testler

Akut hepatit B’de asparat aminotransferaz (AST) ve alanin aminotransferaz
(ALT) diizeylerinde normalin iist simir seviyesinin 10-100 katina kadar olabilen
yiikkselmeler saptamir. AST/ALT oran1 1’in altndadir (50). Aminotransferaz
diizeylerinin en iist seviyeye ulagmasinda 1-8 giin sonra serum biliriibin diizeyleri
zirveye ulasir. Cogu ikterik hastada maksimum biliriibin diizeyi 10mg/dl’nin altindadir.
Serum alkalen fosfataz diizeyleri normaldir veya hafif diizeyde artis s6z konusudur.

Kronik hepatit B’de AST, ALT orta derecede yiikselmektedir. Serum biliriibini
ciddi hastalik disinda normaldir. Serum amino transferaz diizeyleri karacigerdeki

hasarin derecesini tam olarak yansitmaz (51).

2.10.2 Direkt inceleme, Hiicre Kiiltiirleri ve Hayvan Modelleri

Klinik laboratuvarlarda ve HBV taramalarinda uygulanabilir olmasa da HBV ile
iligkili antijen veya partikiil varlig1 belirlenmesinde immiinfloresan inceleme, ince
kesitlerin elektron mikroskobu ile incelenmesi zaman zaman kullanilmaktadir.

Incelemelerde hepatositlerde HBsAg’nin sitoplazmada, HBcAg’nin ise
cekirdekte yerlestigi goriilmiistiir. Aktif replikasyon doneminde HBcAg’lerin
sitoplazmada da bulundugu gozlenmistir.

Saglikli yetiskin ve fetal hepatosit primer kiiltiirlerinde HBV iiretilmesine
yonelik calismalar devam etmektedir. Ancak diisitk yogunlukta viriis iiretimi miimkiin
olabilmektedir.

Sempanze ve yiiksek diizey primatlarda hepatit B infeksiyonu olusturmak
olasidir ancak c¢ok kullanigh bir yontem degildir. Infeksiyon insanlardakine ¢cok benzer
ama daha hafif gidislidir. Sempanze modeli viral inaktivasyon, as1 giivenlik ve etkinligi
kontrolii, dezenfeksiyon kinetigi, infektivite belirlenmesi ve immiinopatoloji,
seroepidemiyolojik calismalarda kullanilmaktadir. Son zamanlarda Pekin ordegi, fare

gibi yeni hayvan modelleri denenmektedir.
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2.10.3 Serolojik Testler:
HBV infeksiyonunun serlojik tanisinda geg¢misten giiniimiize c¢ok farkh
yontemler kullanilmistir. Bunlar igerisinde yakin ge¢miste ve bugiin halen en yaygin

kullanim alan1 bulanlar radio immiinoassay (RIA) enzim immiinoassay (EIA) ‘dir.

Radio immiinoassay (RIA): Yillarca EIA’dan daha popiiler bir yontem
olmustur. Ancak raf omriiniin kisa olmasi, radyoaktif atiklarin ortadan kaldirilmasinin

giicliigii ve calisanlart icin risk tasimasi nedeniyle tiim diinyada vazgecilmektedir.

Enzim immiinoassay (EIA): Duyarli ve 6zgiil bir yontemdir. Hasta serumuna
arastirilan antijene 6zgii antikor eklenerek antijen- antikor ciftlerinin olugsmas1 saglanir.
Bu antikorlara baglanabilen, enzimle isaretli antikorlar ortama eklendikten sonra
enzimle reaksiyona giren kromojen substrat karisimina konur. Olusan renkli reaksiyon

iriinleri ol¢iiliir (52).

Tekrarlayan yalanci pozitiflikler yontemdeki diizenlemelerle ile azaltilmaya
calisilmaktadir. EIA Kkitlerinin raf omrii RIA kitlerininkinden daha uzundur. Bu yontem

ile 0.25-0.5 ng/ml diizeyinde HBsAg tespit edilebilmektedir.

EIA tekniginin , enzim multiplied immiinoassay test (EMIT) ve ELISA olmak

tizere iki 6nemli tipi vardir.

ELISA’da antijen veya antikor kapl yiizeylerden yararlanilmakta ve her reaktif
eklenmesinden sonra reaksiyona girmeyen maddelerin yikanma ile ortamdan
uzaklagtinlmas1 gerekmektedir. Yikama islemi gerektiren bu teknik ‘’heterojen
sistemler’” olarak bilinir. ELISA ile enzim bagh bir antikor kullanarak antijen veya
antikorlar saptanabilir. Degerlendirme enzim ile substratin olusturacagi renk
reaksiyonuna gore yapilir.Olusan renkli renkli reaksiyon iiriinlerinin miktar1 enzim bagh
reaktiflerin ve dolayisiyla kat1 yilize baglanan antijen ve antikorun miktarin1 belirler

(52).

ELISA’da kat1 yiizey olarak seliilloz, poliakrilamid dekstran, polistiren veya
polipropilenden hazirlanan tiipler boncuklar veya mikro kuyucuklu plaklar kullanilir.
Boncuklarin kati1 yiizey olarak kullamildigi sisteme makro sistem ELISA, mikro
kuyucuklu plaklarin kullanildig: sisteme mikro sistem ELISA denir. Deneyde kullanilan
enzim bagh antikorlar konjugat adim alir. Konjugatlarin 6zellikleri deney sonucunu
etkileyebildiginden, kullanilan enzimlerin stabil ve yiiksek aktiviteye sahip olmalari

gerekir. Giiniimiizde enzim olarak peroksidaz va alkalen fosfataz kullanilmaktadir.
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Reaksiyonun son asamasinda eklenen substratin baslangigta renksiz, enzimle
etkilestikten sonra renkli iiriin olusturmasi gerekir. Alkalen fosfataz konjugatlarinda
substrat olarak p-nitrofenil fosfat, peroksidaz konjugatlarinda ise , o-fenilendiamin

kullanilir.

2.10.3.1 Serolojik Gostergeler

HBsAg: Cok duyarl: testlerle, temastan sonra en erken 1-2 hafta, en ge¢ 12 hafta
icinde saptanabilir. Ozellikle fulminan hepatitlerde HBsAg negatif olanlarin
prognozunun daha iyi olabilecegi bildirilmistir. HBsAg'nin serumda en az alt ay

varligin siirdiirmesi kronik infeksiyonun gostergesidir (27).

Anti-HBc: Infeksiyonun seyrinde baslangici takiben birkag haftada
saptanabilen, ilk ortaya c¢ikan antikordur. Akut donemde IgM ortaya cikar ve 10 ay
kadar pozitif kalir, HBsAg kaybolduktan sonra, ALT yiikselmesinden 6nce, IgG ortaya
cikar, siirekli pozitif kalir ve IgM’nin yoklugunda geg¢irilmis infeksiyon veya kronik
infeksiyonu gosterir. Bu bilgi, anti-HBs pozitif oldugunda bu durum asilanmadan mi
kaynakli, yoksa gecirilmis infeksiyon mu anlamada bize yardimci olur. Bu antikorlar
viriisii etkisizlestiremezler (28). Salt anti-HBc pozitifligi goriilme sikhign %2-12
arasinda degismektedir. Anti-HBc’nin yanlis pozitifligi, tim salt anti-HBc

pozitifliklerinin %60-70’ini olusturur (53).

Anti-HBe: HBeAg'nin kaybolmasindn birka¢c hafta sonra, HBsAg
negatiflesmeden anti-HBs olusmadan ortaya ¢ikar. Akut hepatitli hastalarda diizelmeyi,
kronik HBV infeksiyonu olan hastalarda ise viriis replikasyonunun ortadan kalktiini
diisiindiiriir (pre-core mutantlar harig). 1-1,5 y1l pozitif kalabilir ve bulastiriciligin diisiik
oldugunu gosterir (27). Uzakdoguda HBeAg pozitif emziren annenin bebeklerinde bir
yasina kadar %90’nin {istiinde tasiyicilik belirlenmesine ragmen anti-HBe olusmus

annelerin bebeklerinde bu oran %10-30’dur (28).

Anti-HBs: Ortaya c¢ikan son antikordur ve hepatit B’yi etkisizlestirebilir.
Serumda saptanmasi viicudun infeksiyonla bas edebildigini gosterir. HBsAg
kaybolduktan sonra ve genellikle baslangictan ii¢ ay sonra ortaya ¢ikar. Cogu kiside
hayat boyu kalicidir. Immiinkompleks olusumu ile birlikte artrit ve dokiintii gelisen
hastalarin %10-20’sinde klinik hepatiti bulgular1 baslamadan ©nce ve antijenemi

esnasinda anti-HBs’nin ortaya ¢iktig1 gosterilmistir. HBsAg tasiyicilarinin %10-40’1nda
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diisiik titrede anti-HBs pozitif olabilir. Bu durum; mekanizmasi kesin olarak
bilinmemekle birlikte, farkli subtiplerle aym zamanda infeksiyon olmasina
baglanmaktadir. Asilama ile de anti-HBs pozitiflesir fakat bu koruma %10 olmayabilir
nadirende olsa mutant suslar suglanmaktadir. Tek basina anti-HBs pozitifligi

asilanmayi, anti-HBc ile pozitifligi ise dogal bagisiklig1 gosterir (28).

2.10.4 HBV Tamisinda Molekiiler Yontemler

2.10.4.1 Hibridizasyon Yontemi

Hibridizasyon fizyolojik kosullardaki kararl cift zincirli DNA yapisinin direkt
sonucudur. Bu reaksiyonun temelini iki ayn zincirin geriye doniislii ve baz dizisine
Ozgiil baglanmas1 olusturmaktadir. DNA zincirlerinden hi¢ birisi isaretlenmediginde
isleme baglanma (annealing) adi verilir. Zincirlerden biri isaretli ise bu zincir probe
olarak adlandirilir ve isleme hibridizasyon denir.

Hibridizasyon reaksiyonu niikleik asit icerigi bilinmeyen bir 6rnegin analizinde
kullanildiginda yontem hibridizasyon yontemi olarak adlandirilir. Komplementer baz
ciftlesmesinde kompozisyonu bilinen bir fragman ile kompozisyonu bilinmeyen bir
baska fragmanda komplementer dizinin var olup olmadig: arastirilir.

Hibridizasyon reaksiyonunun oOzgiilliigli probe ile saglamir. Probe iyi
tanimlanmig bir niikleik asit (DNA veya RNA) dizisidir. Cogunlukla problar

rekombinan teknoloji ile iiretilirler.

2.10.4.1.1 Siv1 veya Soliisyon-Faz Hibridizasyonu

Sivi hibridizasyon yonteminde hem oOrnek hem de probe sivi igerisinde
etkilesirki bu reaksiyon kinetigini maksimum hale getirir. Oncelikle 6rnekteki protein
ve lipid temizlenir. Bu arada olusacak niikleik asit hasar1 en az diizeydedir. Daha sonra
ornek denatiire edilir, randomize formda kesilir, ardindan tek zincirli problar eklenir.

Hibridizasyon hidroksiapetit gibi kati bir matrikse hibridlerin baglanmasi ile
sabitlenir. Hibridler baglandiktan sonra hibridize olmamis yapilar yikanarak
uzaklastirilir.

Soliisyon-faz hibridizasyon yodnteminde baska bir varyans kullanimdadir.
Belirleme yontemine gore reaksiyon iiriinii dlciiliir. Diisiik pozitif reaksiyonun yorumu
zordur. Ciinkii soliisyonda 6zgiil hedeften az miktarda bulunmast durumunda da, zayif
capraz reaksiyon veren hedeften bol miktarda bulunmasi durumunda da diisiik pozitif

reaksiyon ile karsilasilabilir.
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2.10.4.1.2 Kat1 Destekli Hibridizasyon

Dot blot hibridizasyon, Southern ve Northern hibridizasyon ve in situ
hibridizasyon gibi ¢esitleri vardir. Bu yontemlerde hibridizasyon bifazik ortamda yani
kati faz (genellikle 6rnek) ve sivi faz (genellikle probe) birlikteliginde gerceklesir.

Dot Blot Hibridizasyon: HBV-DNA aramak i¢in kullanilan bu klasik teknikte,
serum Ornekleri NaOH ile muameleden sonra nitroselilloz membranlar iizerine damla
seklinde yerlestirilir; daha sonra isaretli prob (daha 6nceden klonlanarak hazirlanmis ve
uygun bicimde isaretlenmis HBV-DNA) kullanarak hibridasyon asamasina gegilir.
isaretlemede genellikle p** den yararlanilir ve sonuglar otoradyografi ile degerlendirilir.
Pozitif orneklerde, serumun kondugu bolgede siyah lekeler goriilmektedir. Bu tip

3]

uygulamalarin sonunda “pg/ml’’ diizeyinde HBV-DNA saptanmakta olup, deneyin
duyarlihigr 0.1-1 pg veya 10° partikiil/ml kadardir. Dot blot tekniginin duyarligi bir
laboratuvardan digerine farklilik gostermekte olup, belirli bir standardizasyonu
saglamak amaciyla “’s1v1 faz hibridasyonu’’ teknigi gelistirilmistir. ' jsaretli problarin
kullanildigr bu uygulamada kolon kromatografisi ile ornekteki DNA ile hibride olan ve
olmayan problar1 ayirmak miimkiindiir (hibride olmamis problar kolonda kalirken,
eliisyon sonucu serumdaki HBV-DNA ile birlesmis isaretli prob tiiplerde toplanir
).Gama sayicilarda yapilan ol¢iimler ile, ornekteki HBV-DNA’nmin varligi ve miktar
hesaplanabilir. Dot-blot teknigine oranla yinelenebilir sonuglar veren bu teknigin pahali
olmasi ve ¢ok sayida 6rnekte ¢alismak i¢cin uygun olmamasi kullanimi kisitlamaktadir.

Southern ve Northern Hibridizasyon: Her ikisi de niikleik asitlerin kati
destege transferi, elektroforetik ayrimi ve ardindan hibridizasyona dayanir. Boylece
hem hibridizasyonun olup olmadigi hem de hibridize olan molekiillerin molekiil
agirliklan belirlenir (54).

Her iki yontem i¢inde 6rnek hazirlanmasi zaman alicidir. Northern hibridizasyon
icin RNA toplanir.

Agaroz jelde boyutlarmma gore ayrilmis parcalar naylon veya nitroseliiloz
membrana standart kapiller transfer, basingli/vakumlu transfer gibi yontemlerle transfer
edilir. Naylon membranin daha fazla gerilmeye dayanikli olmasi, niikleik asit baglama
kapasitesinin daha fazla olmasi gibi iistiinliikleri vardir. Isitilarak veya UV capraz
baglama ile niikleik asitler sabitlenir ve tiim membran isaretli prob ile hibridlenir. Daha
sonra hibridizasyonu otoradyogarafik veya kolorimetrik bant belirlenmesi izler. Bu

bantlarda problara komplementer diziler bulunmaktadir.
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In situ Hibridizasyon: In situ hibridizasyon basit olarak 6zel genetik bilgi
belirlenmesidir. Bu 6zel tip kat1 destekli metod, lam iizerine fiske edilmis morfolojik
olarak biitiin doku, hiicre veya kromozomlarin hibridizasyonu iglemini kapsar.
Belirlenmede otoradyografik, kolorometrik ve floresan yontemler kullanilir. Hedefin
doku veya hiicre i¢inde yerlesiminin 6nemli oldugu durumlarda yontem kayda deger,

ancak zaman alicidir.

2.10.4.2 Amplifikasyon Yontemleri
2.10.4.2.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu ;dizisi bilinen iki bolge arasindaki gen pargasini in
vitro kosullarda cogaltmak icin kullanilir. PCR, in vitro kosullarda genomik DNA’nin
istenilen bolgesine 6zgii primerler kullanilarak, konsantrasyonunun molekiiler agidan
degerlendirilebilir diizeye cikartilmasi islemidir (55).

Amplifikasyon isleminde ilk o©nce iki oligoniikleotid (primer) ve dort
deoksiniikleotid trifosfatin (ANTP) varliginda DNA 95°C’ye kadar 1sitilarak denatiire
edilir. lkinci asamada 1s1 55°C-65°C arasina diisiiriilerek spesifik primerlerin
koplementer dizilerine yapismasi (anneling) gergeklestirilir. Son asamada 72°C’de DNA
polimerazin yerini tutan ve yliksek 1sidan etkilenmeyen Taq polimeraz enzimi, ortamda
bulunan deoksiniikleotid trifosfatlarin 5’—3’ yoniinde eklenmesiyle zincirin uzamasini
saglar. Bu 1s1 degisimi dongiisiinde DNA iki katina ¢ikmakta ve bu tekrarlanan her
dongiide DNA geometrik olarak artmaktadir (55).

PCR’nin etkinligi; onun 6zgiilliigii, verimliligi ve dogrulugu ile ol¢iiliir. Yiiksek
oranda 6zgiil PCR, tasarlanmis hedef dizisi olan bir amplifikasyon iiriinii olusturur.
Daha verimli amplifikasyon birka¢ dongii ile daha cok iiriin olusturur. Ideal bir PCR,
yiiksek 6zgiilliik, verim ve dogruluga sahip olmalidir. Calismalar bu ii¢ degiskenin her
biri tampon sartlar;, PCR dongii rejimi (Ornegin her bir basamagin 1s1 ve siiresi) ve

DNA polimerazi ¢esitli PCR bilesenleri tarafindan etkilenir (56).
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Polimeraz Zincir Tepkimesinin Bilesenleri: Polimeraz zincir tepkimesinin
kesin kosullar1 ve dongiiniin her bir basamaginin zamani; ornek, amplifiye olacak
bolgenin uzunlugu ve primerlerin dizisi tarafindan belirlenir. Tepkime kosullar
degisken olup en yiiksek duyarlilik icin dikkatlice yonetilmeye ve en verimli hale
getirilmeye gereksinim duyar. Bu nedenle en uygun kosullar asagida siralanmig PCR
bilesenlerinde yapilacak diizenlemeler ile saglanir.

a) Enzim (Taq DNA polimeraz)

b) Deoksiniikleotit Trifosfatlar (ANTP)

¢) Magnezyum derisimi

d) Tampon

e) Oligoniikleotit (primer)

f) Hedef Diziler

g) Isilar ve Dongii Sayisi

a) Enzim: Taqg DNA polimeraz enzimi Thermus aquaticus’dan elde edilmis
1siya dayanikli bir DNA polimeraz enzimidir. Bu enzimin degisik rekombinat tipleri
iretilmistir ve bu enzim 5’-3” polimerizasyona bagimli ekzoniikleaz etkisi tasirken 3’-5’
ekzoniikleaz etkisi yoktur. PCR tepkimesinde diger degiskenlerin elverisli oldugu
kosullarda bu enzimin Onerilen degisim araligi, 100ul’lik tepkimede 1-5 {inite
arasindadir. Taq polimeraz enzim derisimi yiiksek ise jel goriintiisiinde 6zgiil olmayan
arka plan iriinler olusabildigi gibi diisiikk oldugu durumlarda istenilen PCR tepkime
tirtinleri elde edilemez.

b) Deoksiniikleotit Trifosfatlari: PCR tepkimesinde hedef dizinin bilesimi ve
uzunlugu i¢in uygun en diisiik ANTP derisiminde karar kilinmaldir. Ornegin, 100ul’lik
tepkimede 20uM’lik her bir ANTP derisimi teorik olarak 400 b¢’lik bir dizinin 10
pmol’tinii ya da DNA’nin 2,6pg’ i sentezlemek igin yeterlidir. Her bir ANTP’nin 20-
200uM arasindaki derisimi verim, Ozgiillik ve dogruluk arasindaki en iyi denge ile
sonu¢lanmaktadir. PCR’nin hem 6zgiilliigi hemde dogrulugu diisiikk ANTP derigimleri
kullanilarak artirilir. Diisiik ANTP derisimleri hedef olmayan yorelerde hatali kullanimi
en aza indirger ve hatali birlesmis niikleotitlerin uzama olasilig1 azaltir (56).

¢) Magnezyum Derisimi: PCR tepkimesinde magnezyum derisimi primer
yapigsmasini, hem kalip hem de PCR iiriinliniin zincir ayrisma 1silarinm, {iriin
ozgiilliigiinii, primer-dimer kalintilarinin olusumu ile enzim etkinligini ve dogrulugunu

etkiliyebilmektedir. Taq DNA polimeraz kalip DNA, primerler ve dNTP’ler ile
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baglanmigin iizerinde serbest magnezyum gerekmektedir. Bundan dolayr PCR’ler
toplam dNTP derisiminin iizerinde 0.5-0.25 mM magnezyum i¢ermelidir.

d) Tampon Icerigi: PCR icin onerilen tampon 10-50 mM derisimdeki 20
arasindaki Tris HCI’dir. Tamponun igerisine primer yapismasin kolaylastirdig igin
potasyum kloriir (KCl) veya sodyum kloriir (NaCl) eklenebilmektedir. NaCl ve KCI 50
mM iizerindeki derisimlerde Taq polimeraz enziminin etkisini engellemektedir. Jelatin
ve Bovin serum albumin (BSA, 100 pg/ml) ve Tween 20 veya Laureth 12 (%0.05-0.1)
gibi iynik olmayan deterjanlar enzimi kararli kilmada yardimci olurlar (56).

e) Oligoniikleotidler (Primer): Bir PCR’de basarili bir amplifikasyon icin
oligoniikleotidler (primerler) dogru tasarlanmalidir. Secilmis primer dizilimi PCR
iiriiniiniin  bityiikliigii ve yerini belirlemesi yaninda {iriin veriminde onemli oldugu
gosterilmis bir fiziksel degisken olan amplifiye iiriiniin primer yapisma sicakligini
tanimlar. Primerin 0.1-0.5uM arasindaki deisimi genellikle en elverisli olanidir. Daha
yiiksek primer derisimleri hatali dizilimlemeye neden olabilmektedir (56).

Tipik olarak primerler %50-60 Guanin+Sitosin (G+C) bilesimine sahip 18-28
baz uzunlugundaki niikleotitlerdir. Bir primer ciftinin hesaplanmis primer yapisma
sicakligi dengelenmis olmalidir. Bu amag igin pratik olarak Adenin (A) veya Timin (T)
icin 2°C, Guanin (G) veya Sitosin (C) igin 4°C’lik hesaplama kullanilabilir.
Uygulamaya bagli olarak 55°C ile 80°C arasinda istenilir. Primer-dimer kalintilarinin
olusumuna neden olmasi ve istenilen {iiriin verimini azaltmasi nedeniyle primer
ciftlerinin 3’ uc¢larindaki eslesmeden sakinilmalidir. Ayrica primerlerin 3’ uglarinda C
ve G’lerin serbestce kullanimi (3 ya da daha fazla ) G+C’den zengin dizilerde hatah
dizilimlemeler olusturulabilir. Olasi ise primerler i¢inde palindromik diziler olmasindan
sakinilmalidir (56).

f) Hedef Diziler: Hedef diziler dogrusal DNA’lardan ¢ok kapali dairesel
DNA'’lan da tasidigindan belirgin sekilde daha az etkin olarak amplifiye edilir. Bundan
dolay1 polimeraz zincir tepkimesinde kalip olarak kullanilmadan 6nce plazmit DNA’lar
dogrusal hale getirmek istenir. Kalip DNA’daki hedef dizilerin derisimi belirgin olarak
kosullara gore degisir ve siklikla deneycinin kontrolii altinda degildir (56).

g) Isilar ve Dongii Sayisi: Tipik denatiirasyon kosullart 95°C de 30 saniye
veya 97°C de 15 saniyedir. Zincir ayrisma 1sisinda DNA’y1 denatiire etmek yalnizca
birkac¢ saniye almakla birlikte geri kalan tepkime tiipiiniin i¢ kenarinin zincir ayrigma
1sisina ulasma zamanidir. Primer yapigmasi icin gerekli zaman uzunlugu ve 1sist

amplifikasyon primerlerinin baz icerigine, uzunluguna ve derisimine baghdir.
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Uygulanabilir yapigsma 1sis1 amplifikasyon primerlerinin gercek primer yapisma
sicakliginin 5°C altindadir. Tag DNA polimeraz 1silarin sinir araliklari iizerinde etkin
oldugundan primer uzamasi yapisma basamagin da kapsayan diisiik 1si1larda olusacaktir
(56).

Polimeraz zincir tepkimesinde diger degiskenlerin en elverisli oldugu
kosullarda dongii sayisi, hedef DNA’nin baslangi¢ derisimlerine bagh olacaktir. Bir tek
kopya geni amplifiye etmek amaciyla 40 dongiiden daha fazla dongii yapiliyor ise PCR
ile ilgili baz1 ciddi hatalar vardir.

PCR Tipleri:Multipleks PCR
Broad- Ranger PCR (Consensus PCR)
Nested ve Semi- Nested PCR
In Situ PCR
Real-Time PCR

Real-Time PCR: Niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis
gosteren floresans sinyalin Olgiilmesiyle kisa siirede, kantitatif sonu¢ verebilen PCR
yontemidir. Ticari olarak gelistirilmis tipleri bulunmaktadir. Bunlar:

LightCycler sistem: Yalmizca ¢ift zincirli DNA’ya baglandiklarinda floresans
veren boyalar (Cyber green) kullanilarak, sentezlenen cift zincirli DNA artig1, ortaya
cikan floresansin miktar1 ile Olgiilmektedir. Primerin baglanmasimi takiben
gerceklestirilen uzama asamasinda hedef DNA’nin ¢ift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya
baglanan ‘‘cyber green’’ miktar1 artmakta ve buna bagli olarak yayilan floresans
miktarinda artis gozlenmektedir.

Bu uygulamada, floresans artisti her zaman spesifik amplifikasyonu
gostermeyebilir. Ciinkii, ¢ift sarmal DNA’ya entegre olan ‘‘Cyber green’’, ortamda
hedef molekiiller olmadiginda, primerlerin kendi aralarinda gergeklesecek olan
baglanmalar (primer dimerleri) sonucunda da yapiya katilarak floresans olusumuna
sebep olabilmektedir. Bu olumsuz faktorii gidermek i¢in amplifikasyon iirtinlerinin
““melting curve’’ (erime egrisi) analizi yapilmaktadir. Her ¢ift sarmal DNA, kendine
ozgii ‘‘melting temperature, Tm’’ (Cift sarmal DNA’nin %50 sinin tek sarmal hale
gecmesi icin gerekli sicaklik) degerine sahiptir. PCR amplifikasyonunun ardindan
sicaklik yavas yavas yiikseltilerek, belirli araliklarla tiipteki floresans miktar1 kaydedilir.
Cift sarmal DNA zincirleri birbirinden ayrilmaya baslaymca ‘‘Cyber green’’ boya
serbest kalmakta ve floresans miktar1 azalmaktadir. Denatiirasyon oldugunda floresans

sinyal aniden diigmektedir. Erime egrisinden yararlamilarak amplikonun Tm derecesi
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saptanabilmektedir. Klinik 6rnege ait Tm derecesi, ayn1 kosullarda isleme alinan pozitif
kontroliin Tm derecesiyle karsilagtirilarak, PCR sonucunun dogru veya hatali olduguna
karar verilmektedir.

Light Cycler’in bir diger uygulama sekli, hedefe 6zgiil problar kullanmaktir.
Burada amplifikasyon {iriiniiyle 6zgiil olarak baglanan problarla testin duyarlilig
arttirllmistir. Farkli boyalarla iseretli iki spesifik problardan biri 3° ucundan floresans
boya ile isaretli (donor boya), digeri 5° ucundan alici boya (acceptor dye) ile
isaretlenmistir. Problar hedef amplikonlar {izerinde birbirine yakin (1-5 niikleotit
uzaklikta) yerde baglanmakta ve isaretli uglar yanyana gelmektedir. iki boyanin yan
yana gelmesiyle agiga c¢ikan enerji ikinci prob iizerindeki alici boyay: etkileyerek
floresans olusumuna yol a¢cmaktadir. Floresans miktari, ortamdaki hibridizasyonun
derecesine diger bir ifade ile PCR siklusu siiresince olusan amplikonlarin miktarina
bagl olarak artmaktadir.

TagMan sistem: Bu sistemde 5° ve 3’ uglarinda florokrom maddelerle isaretli

prob kullanilmaktadir. Prob’un 5’ ucunda raportor florokrom (6-carboxyfluorescein=6-
FAM), 3’ ucunda ise baskilayici florokrom (6-carboxy-tetramthyl-rhodamine=TAMRA)
bulunmaktadir. Prob, tek sarmal hale getirilen hedef molekiil iizerinde, primerlerin
baglanma bolgesi arasinda kalan yere baglanir. Prob-hedef molekiil arasindaki
hibridizasyon devam ettigi siirece raportor florokrom maddenin sinyal olusturmasi,
3’uctaki baskilayict florokrom tarfindan engellenmektedir. Primerlerin hedef niikleik
asite baglanmasini takiben baslatilan primer uzamasi probun baglandig1 noktaya kadar
geldiginde, sentezin devam edebilmesi i¢in Tag DNA polimeraz enzimi 5’—3’ niikleaz
aktivitesini kullanarak probu 5’ ugtan yikamaya baslar. Boylece raportd florokrom
serbest hale gecer ve sinyal olusturur. Her siklusta iiretilen amplikon miktarina paralel
olarak sinyal siddetide artmaktadir.

Real-time PCR kisa siirede kantitatif sonuc verebilmektedir. Tiipler agilmadan
tamya gidildigi icin kontaminasyon riski diisiiktiir. Elektroforeze gerek kalmadan
amplifikasyon esnasinda sonug¢ alinabilmektedir. Ayrica floresan veren problar
kullanilarak hedef niikleik asitteki mutasyonlar saptanabilmektedir (57).

Tipik nested amplifikasyon protokoliinde ilk amplifikasyon dongiisii tek bir
primer cifti ile 15 ila 30 dongii olacak sekilde tamamlanir. Bu basamak sonrasinda elde
edilen amplifikasyon iiriinii bagka bir tiipe aktarilir. Burada ilk primer ¢ifti ile ¢cogaltilan

dizinin igeriine o©zel, farkli primer cifti kullanilarak yeni amplifikasyon islemi
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gerceklestirilir. Ikinci amplifikasyon yine 15 ila 30 dongii ile tamamlanir ve iiriin jel
elektroforezi ile belirlenir.

Nested amplifikasyon isleminin duyarlilifi oldukc¢a yiiksektir. Siklikla tek bir
kopya hedef dizisi bu islem sonrast kolaylikla belirlenebilecek kadar amplifiye

edilebilir.

2.10.4.2.2 Sinyal Amplifikasyon

Hibridizasyona dayali yontemlerde duyarliligi arttirmanin bir baska yoludur.
Ancak enzimatik amplifikasyon yontemlerinin duyarliligina yaklagsmak heniiz miimkiin
olmamistir. Bu yontemde radyoizotop, enzim veya florokrom gibi hedef niikleik asiti
isaretleyen maddelerin konsantrasyonu artirtlarak sinyal giicliniin artirillmas1 sz
konusudur. En basit formu her bir proba ¢ok sayida sinyal baglanmasi seklindedir.
Hedef molekiiliin farkli bolgelerine baglanan kisa fakat cok sayida problarla veya bir
ucu ile hedef molekiile baglanan normalden uzun bir proba baglanmis ¢ok sayida
isaretli kisa problarla sinyal amplifikasyonu yapilir. En son gelistirilen sekilde hem
hedef molekiiliin farkli bolgelerine fazla sayida uzun problarin baglanmas1 hem de bu
uzun problara isaretli cok sayida kisa problar baglayarak oldukca gii¢lii sinyal olusumu

gerceklestirilmistir.

2.10.4.2.3 Zincir Yer Degistirme Amplifikasyonu

DNA polimeraz, cift zincirli hedef DNA molekiiliiniin tek zincirindeki kesilmis
bir bolgesinden baslayarak ve bir zinciri ayirp digeri iizerinde ilerleyerek DNA
sentezleyebilme yetenegindedir. Yeni olusan bu iiriin yeni ¢entikler ve yer degistirmeler
icin substrat gorevi goriir.

Bu teknolojide asil nokta restriksiiyon endoniikleaz enziminin kalip DNA’y1
bir noktadan kesmesidir. Olusan 3’ ucu DNA polimeraz tarafindan uzatilir. Bu sirada 5’
ucu ile baslayan zincir serbest kalir. Serbest kalan zincirin 3’ucuna diger primer
baglanir ve uzayarak cift zincirli DNA haline getirir. Primer igerisinde bulunan
restriksiyon bolgesinden yeniden DNA kesilir ve aym islem en basindan tekrar

gerceklesir. Bu tekrarlar ile 6zgiil bir bolge ¢ogaltilmis olur.
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2.10.4.2.4 Probe Amplifikasyon

Hedef molekiil belirlenmesinde bir baska alternatif strateji; probu amplifiye
etmektir.

Ligaz Zincir Reaksiyonu (LCR): LCR yonteminde dort adet ve hedef dizinin
tamamin1 kapsayan isaretli oligoniikleotid primer kullanilir. Test Ornegine yiiksek
miktarda oligoniikleotidler ve 1siya dayanikli DNA ligaz eklenir. Hedef DNA 94°C’ye
isitilarak denatiire edilir. 65°C’ye sogutularak oligoniikleotidlerin hedefe baglanmasi
saglanir. Her iki oligoniikleotid birbirlerine yakin ve agik olan kisimlardan DNA ligaz
yardimiyla aralarindaki bosluk doldurularak baglanirlar. Ikinci denaturasyonda hedef
DNA’dan ayrilan bu bagh oligoniikleotid primer ciftleri kalip gibi davranarak yeni
primerlerin baglanmasina, aradaki boslugun ligaz enzimi ile doldurulmasina ve boylece
amplifikasyona olanak saglar.

Dongiisel Probe teknoloji: Oldukca hizli, izotermal, lineer probe
amplifikasyon sistemidir. DNA-RNA-DNA probu gereksinir. Yontemde DNA-RNA-
DNA probundaki RNA kismi hedef DNA’nin komplementeridir ve hedef DNA ile
hibridlenir. Reksiyon karisimindaki RNaz H, hibridlenmis bu RNA’y1 yikar ve hedef ile
uyumsuz olan kenardaki DNA’lar hedeften uzklasir. Bir taraftan uzaklasan DNA’lar
soliisyonda birikirken diger taraftan ayn islem bir baska probe segmenti ile tekrarlanir.

Q-Beta Replikaz Sistemi: Q-Beta replikaz Q-Beta bakteriyofajinin genomik
RNA’sin1 ¢ogaltan, 215 KDa’luk RNA bagimli RNA polimerazdir. Q-Beta genomuna
kisa problar sokuldugunda bile enzim, genom ¢ogaltma islemine devam edebilmektedir.
Q-Beta replikaz sistemi enzimin bu aktivitesine dayanir (58).

Burada hedefe komplementer bir RNA dizisi Q-Beta RNA dizisine sokulur.
Hedef niikleik asitin bulundugu soliisyon cift zincirli formlarin ayrilmasi icin 1sitilir.
Icinde hedefe komplementer probe bulunan Q-Beta RNA dizisi soliisyona eklendikten
sonra soliisyon sogutulur ve boylece hedef ile probun hibridlenmesi saglanir. Baglanmis
problar uzaklastirilir. Q-Beta replikaz ve bol miktarda riboniikleotid trifosfat eklenir. Q-
Beta replikaz icinde probe bulunan ve bu kismiyla hedefe baglanmis RNA zincirini

cogaltir (58).
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2.11 Laboratuar Testlerinin Yorumlanmasi

2.11.1 Akut HBV infeksiyonu

Akut infeksiyonda ilk tespit edilen antijen HBsAg’dir. HBsAg en erken viriisiin
viicuda girisinden sonraki 1. veya 2. haftada, en ge¢ 11. veya 12. haftada tespit edilir ve
3 ay sonra kaybolur (59). HBsAg’'nin 3 aydan daha uzun siire sebat etmesi kronik
hepatit B infeksiyonu gelisecegini isaret etmektedir. Yetigkinlerin %95’inde HBsAg
kaybolur, %5’inde kronik HBsAg tasiyiciligi gelisir.

Anti-HBs, HBsAg kaybolduktan sonra ve genellikle hastaligin baglangicindan 3
ay sonra ortaya cikar, iyilesmeyi ve immiiniteyi gosterir. Anti-HBs ¢ogu kisilerde hayat
boyu kalicidir. Anti-HBs ile birlikte anti-HBclgG pozitifligi dogal immiiniteyi, sadece
Anti-HBs pozitifligi asilama ile olusan koruyuculugu gosterir (59,60).

Anti-HBclgm ve IgG semptomlarin baslamasiyla ortaya cikar, IgM birkac ay
pozitif kalir ve hastaligin baslangicindan 4-8 ay sonra serumda tespit edilemez.
HBsAg’nin serumdan kaybolup anti-HBs gelisinceye kadar gecen pencere doneminde
anti-HBcIgM’in varligi akut infeksiyonu gosteren en O©Onemli markerdir. Anti-
HBcIgM’in sebat etmesi hastaligin kronikleseceginin isaretidir. Anti-HBcIgM kronik
HBV infeksiyonunda diisiik titrede bulunur. Anti-HBcIgM’in 7-8S formunun kronik
HBV infesiyonunda, 19S formunun ise akut infeksiyonda dominant oldugu
bildirilmektedir (59,60).

HBV’ne maruz kalanlarda Anti-HBcIgG yillarca veya hayat boyu pozitif
kalabilir. HBsAg tasiyicilarinda anti-HBcIgG yiiksek titrede bulunur. Anti-HBs
olmadan yiiksek titrede anti-HBcIgG olmasi viral infeksiyonun devam ettigini gosterir.
Anti-HBs ile birlikte anti-HBcIgG’nin diisiikk titrelerde bulunmasi hepatit B
infeksiyonunun ¢ok eskiden gegirildigini gosterir (60).

HBeAg, viral replikasyonun devam ettigni ve infektiviteyi gosterir, HBsAg’den
kisa bir siire sonra pozitiflesir, 10 haftadan daha uzun siire devam etmesi infeksiyonun
kronikleseceginin belirtisidir. Anti-HBe nisbeten diisiik infektivitenin ve hastaligin
tamamen iyileseceginin giiclii bir gostergesidir. Anti-HBe genellikle akut infeksiyondan
yillar sonra kaybolur. HBV-DNA viral replikasyonun en sensitif gostergesidir. HBsAg
varliginda PCR ile serumda HBV-DNA tespiti viremi diizeyini ortaya koyan en iyi

markerdir ve serum transaminaz diizeyleri ile koreledir (60).
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2.11.2 Kronik HBV Infeksiyonu

Saglikli yetigkinlerde akut infeksiyondan sonra kroniklesme riski %35
civarindadir (51). Kronik hepatit B’li hastalarin hemen tamaminda HBsAg ve anti-
HBclgG pozitifitir. HBeAg’nin pozitif olmasi viral replikasyonun oldugunu,
HBeAg’nin negatif anti-HBe’nin pozitif olmasi replikasyonun sona erdigini gosterir.
Ancak bazen anti-HBe’nin negatif olup HBV DNA’nin pozitif oldugu belirlenmektedir.
Bunun HBeAg kodlama boélgesi ile ilgili bir mutasyondan kaynaklandig bilinmektedir
(23,26,27).

Hastaligin kroniklesmesi karacigerde viral replikasyonun devam etmesine ve
hastanin immiinolojik durumuna bagldir. Viriisiin atilamamasi muhtemelen HBV
antijenini taniyan spesifik T hiicre yetmezligiyle iliskilidir. Eger konagin immiin cevabi
zayif ise, karaciger hasar1 olugsmaksizin normal karaciger fonksiyonu ile birlikte viriis
cogalmaya devam eder. Boyle hastalar saglikli tagiyicidir. Hiicresel immiin cevabi biraz
daha iyi olan hastalarda hepatoselliiler nekroz devam eder, fakat hiicresel cevap viriisii
temizlemek icin yetersiz oldugundan hastalik kronik hepatitle sonuglanir.

Kronik HBV infeksiyonunda hastaligin gidisi aktif viral replikasyon ve
karaciger hasarinin derecesiyle siki iliskilidir. Kronik infekte olgularin yarisinda aktif
viral replikasyon vardir ve serum aminotransferazlan yiiksek diizeydedir. Bu olgularin
%15-20’sinde 5 y1l i¢inde siroz gelisir. Kronik infekte olgularin her yi1l %7-20’sinde

kendiliginden HBeAg negatiflesmesi goriillir ve bu da karaciger hastaliginin
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alevlenmesi ile birliktedir. HBsAg’nin kendiliginden kaybolmas: ise daha nadirdir, her
yil olgularin %1-2’sinde goriiliir ve bu hastalar yine de omiir boyu infektif kalirlar.
“saglikli tasiyic1” denilen gruptaki hastalarda da HBeAg negatif, enzimler ve patoloji
normaldir ve bunlarda hastaligin alevlenmesi nadir, HBsAg negatiflesmeside %15

civarindadir (28).

2.11.3 Gizli HBV Infeksiyonu

HBsAg (-), ama anti-HBc pozitif sahistan yapilan kan nakli ile HBV bulasi
olabildigi gosterilmistir (62). HBV’nin biitiin serolojik gostergelerinin negatif oldugu
sahislarin karaciger ve serumlarinda HBV DNA saptanmistir. Kronik karaciger
hastalikli ve primer hepatoselliler karsinomali kisilerde diisik seviyeli HBV
infeksiyonu bildirilmistir. HBsAg (-) hastalarda bobrek naklini takiben yapilan
immunsupresyon veya kanser kemoterapisi sonrasinda HBsAg(+) olanlar saptanmustir.

Bu gozlemlerden sonra gizli HBV infeksiyonu kavrami onemli yer tutmaya
baslamistir. Gizli HBV infeksiyonu, saptanamayan HBsAg ile birlikte kronik HBV
infeksiyonu olarak tanimlanmaktadir; bu hastalarda serumda ya da karacigerde diisiik
miktarda (<10* genom/ml) HBV DNA, PCR veya diger molekiiler yontemlerle
gosterilebilmektedir (63). Baska bir ifadeyle gizli HBV infeksiyonu HBsAg negatif,
akut fazin pencere dis1 donemde HBYV iligkili antikorlar pozitif ya da negatif iken HBV
DNA’nin diisiik titrede pozitif olma durumudur. Gizli HBV infeksiyonun tam
gostergeleri kismen degisken olup, HBsAg-, AntiHBs-/+, AntiHBc total-/+, HBeAg-/+,
AntiHBe-/+, HBv DNA +(<10* kopya) seklinde goriilebilir (64). Gizli HBV
infeksiyonunda HBV DNA aralikli pozitif olabileceginden negatif DNA sonucu
varliginda testler tekrarlanmalidir.

Gizli HBV infeksiyonlu olan hastalarin ¢ok biiyiik bir kisminda anti-HBc
ve/veya antiHBs negatif olmakla birlikte, az bir kisim hastada bu tami gostergeleri

pozitiftir.
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Cizelge 4 HBV Serolojik Gostergeleri (20)

HBsAg AntiHBs AntiHBc AntiHBc HbeAg AntiHBe HBV

IeM IeG DNA

+ - + +/- - + Akut
infeksiyon

- + + - + - Iyilesmis
infeksiyon

+ - + - + +*  Saglikh
Tas1yict

+ - + + - +**  Kronik
Infeksiyon

- -/+ -/+ -/+ -/+ +¥#F% Gizli
HBV
Infeksiyonu

Not: *<10° kopya/ml ; **>10 5 kopya/ml; #4510 kopya/ml

2.11.4 Olagan Dis1 Tam Kaliplar:
Izole Anti-HBc Pozitifligi

Izole anti-HBc pozitifligi %2-12 oraninda saptanmaktadir (65). Anti-HBs’nin
kaybolup anti-HBc’nin devam ettigi veya anti-HBs’nin hi¢ gelismeden sadece anti-HBc
totalin gelistigi olgular vardir.

Izole anti-HBc pozitifliginin ana nedeni yalanc1 pozitifliktir (%60-70); yalanci
pozitif olgularda anti-HBs titresi genel olarak diisiiktiir (66). Bu durum 6zellikle HIV ve
HCV infeksiyonlu hastalarda rastlanmaktadir. Ornegin kronik HCV’li hastalarin
yaklagsik yarisinda anti-HBc pozitiftir (65). Ozgiil olmayan capraz reaksiyona neden
olan bu antikorlar IgM yapisinda olup bazi indirgeyicilerle elimine edilebilir. Izole anti-
HBc yalanci pozitifligi s6z konusu ise uygulanan hepatit B asisina primer cevap alinir;
yani antikor titresi ag1 uygulamalar1 sonrasinda yavas yavas ylikselip 4. ay civarinda pik

yapar. Eger ilk doz asidan sonra kuvvetli bir antikor yanit1 gelisirse anti-HBc’nin pozitif
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olduguna karar verilir. Asiya cevap olmayan olgularda diisiik diizeyde tasiyicilikla
birlikte kronik hepatit B infeksiyonu var oldugu diisiiniiliir (66).

Izole anti-HBc pozitifliginin diger bir nedeni diisiik diizey tasiyicilik olup,
bunlarda HBsAg mevcut metotlarla saptanamayacak diizeydedir. Bu olgularin bir
kismindan mutant kokenler sorumludur.

Izole anti-HBc’li olgularin %5-15’lik kismindan anti-HBs yanit1 gelismemesi
sorumludur. Diyabet hastalari, bobrek yetmezlikliler ve HIV infeksiyonu ve diger
bagisiklik yetmezligi olanlarda anti-HBs gelismeyebilir. Bazi1 olgulardan ise anti-HBs
ve anti-HBc olugsmakta, ama zamanla anti-HBs kaybolup sadece anti-HBc
saptanmaktadir (67).

Akut hepatiti dogal seyrinde goriilen pencere doneminde (2hafta-2 ay) izole
anti-HBc pozitifligi saptanir.

Izole anti-HBc pozitifliginin diger nedenleri arasinda HBcAg digindaki
antijenlere konagm yanit verememesi, pasif transfer, kan transfiizyonu ve transplasental

gecis sayilabilir (67).

Tek basina HBsAg pozitifligi

Bu durum degisik nedenlerle olusabilir:

1) Infeksiyonun baslangi¢ devrinde anti-HBcIgM ve HBeAg’nin ge¢ gelisimi.
2) Anti-HBc cevabi gelistiremeyen kronik HBv infeksiyonu

3) HBV tip 2 infeksiyonu

4) Perinatal olarak infekte olma

5) Ozgiil olmayan reaksiyonlar

6) Klinik 6rnegin kontaminasyonu.

HBsAg ve anti-HBs’nin birlikte pozitifligi

HBsAg’nin “a’’ determinantim1 kodlayan gen bolgesindeki mutasyonlar, adwr ve
adyr subtiplerinde birliktelikle (farkli alt tiplerle ayn1 anda infekte olan kisilerde) iligkili
olabilir.

Bu durum bagsiklik yaniti bozulanlarda saptanabilmektedir. Ozellikle kronik
aktif hepatitlilerde (birliktelik viral replikasyon ve aktif inflamasyonla iligkili), damar
i¢i uyusturucu kullananlarda, hemodiyaliz uygulananlarda bu tablo goriilebilmektedir.
Ayrica gostergeleri bilinmeden hepatit B asis1 yapilanlarda gercekte kronik HBV

infeksiyonlular arasinda da boyle bir birliktelik saptanmistir (68).
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Tek basina anti-HBs pozitifligi

Bu olagan dis1 kalip, hepatit B asis1 veya hiperimmunglobulin uygulanmasi ya
da kan {iriinleri kullanimina bagli olabilir. Hasta kanlariyla siirekli temas edenlerde
infeksiyoz olmayan viryonla tekrarli kargilagma da izole anti-HBs yanitina neden
olabilir. Anneden bebege pasif transferle gecen antikorlar bebekte izole anti-HBs

pozitifligi yapabilir (69).

2.11.5 HBV DNA ile Birlikte Olagan Dis1 Serolojik Kaliplar
HBV DNA’nin belirlenmesi ile de farkli kaliplar saptanmistir. Bunlardan

klinikte sik rastlananlar agsagida dzetlenmistir.

HBsAg +, Anti HBc - , HBY DNA +

Incelemeler sonucu HBV tip 2 infeksiyonu oldugu bildirilenlerin aslinda yeni bir
tip virusle infeksiyon sonucu degil, anti-HBc negatifliginin bagisik yanitta selektif bir
eksiklikten kaynaklandigi belirtilmistir. Bu durumu mutant kokenlerin varligiyla veya

immun kompleks olusumuyla agiklayanlarda vardir (70).

Anti HBs +, HBV DNA +

Iyilesmis ve anti HBs gelismis akut viral hepatit B olgularnin bir kisminin
monuniikleer hiicrelerinde bes yildan fazla devam eden aktif halde viral genom
bulunabilir (70). Kato ve ark. bu durumun 6zellikle pre-s bolgesinde meydana gelen

mutasyonlarla iligkili oldugunu bildirmistir (71).

Anti HBe +, HBV DNA +
Bu durum Akdeniz bolgesinde daha sik goriilmektedir ve prekor bolgesinde
olusan mutasyonla iliskilidir. Bu profili gosteren kronik hepatit B olgular interferon

tedavisine daha direnclidir (70).

44



2.12. Tedavi

2.12.1 Kronik Hepatit B’de interferon tedavisi

1970’lerden beri denenen ve lizerinde en ¢ok arastirma yapilan ajanlardan
interferon (IFN) alfa2b kronik hepatit B’de kullanim icin onay alan ilk ila¢ olmustur.

IFN tedavisi, pahalidir ve yan etkileri fazladir. Ayrica etkinlik orani, vaka
secimine bagh olarak ¢ok degisir. Her kronik B hepatiti vakasina IFN kullanilmaz.
Hangi vakalara kullanilacaginin iyi anlagilabilmesi i¢in, oncelikle interferonlarin etki
mekanizmalari ile HBV infeksiyonunun seyrini anlatmak yararli olacaktir.

IFN tedavisi icin en uygun zaman, replikasyon doneminin immunaktivasyon
fazidir. Yani amac; II. fazdan III. faza ge¢isi Onlemek, replikatif virusu hepatositlerden
temizlemektir. IFN’dan oOncelikle beklenen etki, viral replikasyonu inhibe ederek
progressiv karaciger harabiyetini durdurmak olmalidir. Bagka deyisle faz I, III ve IV’de
tedavi genellikle gereksizdir. IFN’u, integrasyon safthasina girildikten veya karaciger
harabiyeti dekompanse hale (siroz, HCC) geldikten sonra kullanmanin bir anlami
olmayacaktir (72).

2.12.2 Akut Hepatit B’ de interferonTedavisi

Akut hepatit B’de az sayida caligmada IFN denenmistir. Bununla beraber akut
hepatit B’de IFN tedavisi gereksiz ve faydasiz kabul edilmektedir (73).

Interferon Dis1 Tedaviler
Immiinomodiilator ilaclar:
1- Kortikosteroidler,
2- Timozin alfa-1,
3-Hepatit B agilan,
4-Diger immiinomodiilator ilaglar:
Levamizol,
IFN beta ve IFN gama,
Interlokin-2,

Koloni stimiile edici faktorler
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5-Niikleozid Analoglari: HBV, RNA viriisleri gibi “reverse transcriptase”
enzimi sayesinde RNA’dan DNA sentezi yapabilmektedir. Bu enzimi inhibe eden pek
cok ila¢ son yillarda kronik HBV infeksiyonunda denenmeye baglanmistir. Bugiin icin
kronik B hepatiti tedavisinde en ¢ok {imit verici goriinen lamivudin ve famsiklovirdir

(74).

2.13.Korunma

Hepatit B viriisiiniin toplumdaki yayginligin1 onlemede iki konu biiyiik 6nem
tasimaktadir. Bunlardan biri genel onlemler olup, 6zellikle saglik personelinin bulasa
yol acabilecek riskli temaslardan kac¢inmalarini icerir. Kontrol énlemleri icin hepatit B
virusunun epidemiyolojik ve biyolojik o©zelliklerinin bilinmesi de gereklidir.
Korunmada biiyiik 6nem tasiyan bir diger konuda immunoproflaksidir.

HBYV bulasginin 6nlenmesi asagidaki bagliklar altinda incelenir;

1-Genel onlemler

2-Immunoprofilaksi

a-Pasif bagisiklama
b-Aktif bagisiklama
c- Pasif + aktif bagisiklama

Pasif Bagisiklama: B tipi hepatite karsi immiinite kazanmis kisilerin veya
hastaligin konvelasan doneminde olanlarin serumlarindan elde edilen hepatit B
immunglobulini ile saglanir.

Aktif Bagisiklama: !970’li yillarda caligmalarina baslanan, 1981°’de ABD’de
lisans alan plazma kaynakli agilar 1986 yilindan sonra yerini yavas yavas rekombinant
teknoloji ile hazirlanmis asilara birakmislardir. Rekombinant ag1 gelistirme caligsmalar,
hepatit B viriis DNA’sinda yer alan ve HBsAg'ni kodlayan gen olan “s’’ geninin
izolasyonu ile baglamistir. “S’” geni bir plazmid igerisine yerlestirilmis ve E. Coli veya
maya hiicresinde (Saccharomyces cerevisiae) klonlanmistir. Maya hiicresinin genetik
yapisi igerisine yerlestirilen ve hiicrenin replikasyonu ile iiretilen HBsAg’i iki asamali
kromatografi islemi ile purifiye edilmistir .

Uc doz intramiiskiiler hepatit B asis1 uygulanan yenidogan, ¢ocuk ve geng
eriskinlerin %95-99’unda koruyucu antikor diizeyi (anti-HBs > 10mlU/ml) saglanir.
Ancak 40 yasin iizerindekilerde ve immiin yetmezliklerde bagisiklanma daha giictiir.

Asinin immiinojenitesi, hepatit B immunglobulini veya diger asilarla birlikte
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uygulanmasi ile azalmaz. Asilanan ve antikor titresi > 10mlU/ml olan kisilerin yaklasik
% 50’sinde 5-10 yil sonra antikor titresi saptanabilen diizeylerin altina inebilir. Ancak
bu durumda bile anamnestik antikor yaniti ile hastalifa karsi koruyuculugun devam
edecegi bildirilmistir (75).

Hepatit B asisinin standart uygulama semas1 0,1 ve 6. aylar olmakla birlikte,
infekte olma riski yiiksek kisilerde O, 1, 2, 12 semas1 onerilir. Her iki sema ile de aginin
etkinligi %90’ iizerindedir. ileri yas, obezite, sigara kullanini ve immiin yetmezlik
antikor olusumunu olumsuz etkileyen faktorler arasinda sayilabilir (76).

Yapilan caligmalar HBV ile temas etmis kisilerde uygulanan hepatit B
hiperimmunglobulinin (HBIG) koruyucu oldugunu gostermistir. Temas sonras1t HBIG
uygulama zamaninin, koruyuculuk iizerine etkisi net olarak belirlenememistir. Temas
sonrast proflaksinin en 6nemli gerekcelerinden birisi HBV ile infekte anneden dogan
bebeklerdir. Perinatal infeksiyonun %90 kroniklestigi bilinmektedir. Bu bebeklere
hemen dogumu takiben 0.5 ml HBIG ve hepatit B asis1 birlikte uygulanirsa, % 94

oraninda koruma saglanabilmektedir (77).

2.14. Hepatit B’nin Epidemiyolojisi

2.14.1 Bulasma yollar:

HBYV temel olarak parenteral yolla, infekte kan ve sivilarla perkutan ve mukozal
temas, infekte kisiyle cinsel iligki ve perinatal yolla bulagsmaktadir.

Parenteral yol: Kan ve kan iiriinleri nakil, damar ici uyusturucu kullananlarda
ortak enjektor kullanimi ve diger ortak kullanilan kesici ve delici aletler araciligiyla
bulasma en Onemli bulasma yoludur. HBsAg negatif anti-HBc pozitif olanlardan
yapilan kan ve dokularin aktarim ile de viriisiin bulasabildigi gosterilmistir (78).

Cinsel yolla bulasma: Tasiyicilarin cinsel salgilarinda HBV bulunmakta ve
cinsel eslerinin mukozal giris kapilarindan girerek infeksiyona neden olmaktadir.
Travmatik iligkilerde ve baska bir cinsel hastaligin bulunmasi durumunda bulasma riski
daha da artmaktadir.

Tasiyict anneden bebege bulagma: Transplansetal (in utero), perinatal veya
postnatal anne siitii ile bulasma olabilir. in utero bulasma %10-15 oranindadir. En sik
dogum sirasinda infekte kan ve salgilar araciligiyla bulagsma olmaktadir. HBeAg pozitif

olan annelerden bulagsma daha yiiksek orandadir.
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Diger bulasma yollari: Ayn ev icinde yakin yasama kosullar1 da HBV bulasina
neden olmaktadir. Viriisiin tiikiiriik ve idrarda bulunmasi, 6zellikle bu yollarla bulagma
oldugunu diistindiirmektedir. Yapilan bir calismada HBeAg pozitif olgularda, idrarda
HBV DNA pozitifligi %91 oraninda bulunmustur (79).

2.14.2 Diinyada HBV infeksiyonu

Diinya niifusunun yaklagik %5’inde kronik HBV infeksiyonu vardir. (300
milyon kisi). Her yil yaklasik 500 bin ile 1 milyon kisi HBV ile ilgili nedenlerden
O0lmektedir. HBV infeksiyonunun goriilme sikli§i ve yaygin bulagma sekli diinyanin
farkli bolgelerinde Diinya Saglik Orgiitii’'ne gore degisiklikler gostermektedir. Buna
gore diinya iilkeleri 3 gruba ayrilir:

Yiiksek endemisite bolgeleri: Toplumda HBsAg pozitifligi %8’in tizerindedir.
Diinya niifusunun % 45’1 bu bolgelerde yasar. Japonya ve Hindistan disinda kalan
bircok Asya iilkesi, Amazon bolgesi, Pasifik adalari, Avustralya ve Yeni Zelenda
yerlileri bu grupta yer alir. Bu iilkelerde hayat boyu HBV ile karsilagsma riski %60’tan
fazladir. Infeksiyonun cogu kroniklesme riskinin yiiksek oldugu yeni dogan ve erken
cocukluk doneminde kazanmilmaktadir. Anne HBsAg pozitif ve HBeAg pozitif ise
immunoproflaksi uygulanmadig1 takdirde bebek %70-90 oraninda infekte olur. Anne
HBsAg pozitif HBeAg negatif ise bu oran %5-20’ye iner. HBV tasiyicisi annelerin
bebekleri dogumda infekte olmamislarsa erken ¢ocukluk déneminde yakin temasla
infekte olurlar. Giineydogu Asya iilkelerinde HBsAg pozitif annelerin %35-50’si
HBeAg poziftiflerdir ve c¢ocukluktaki kronik HBYV infeksiyonlarinin %30-50’si
perinatal yolla kazamlmistir. Diger bolgelerdeki HBsAg pozitif kadinlarin HBeAg
pozitifligi diisiiktiir ve bulasma daha ¢ok erken cocukluk doneminde olmaktadir. Bu
iilkelerde cocuklarda kronik infeksiyon gelismesi %1-2 oraninda olup perinatal bulag
olgularinin %10-20’sinden sorumludur.

Orta endemisite bolgeleri: HBsAg pozitifligi %2-7 arasinda olup, Diinya
niifusunun % 43’ii bu bolgelerde yasar. Bu bolgelerde hayat boyu HBV ile karsilagsma
riski %20-60 olup, infeksiyon tiim yas gruplarinda goriiliir. Gebe kadinlarin %2-7’si
HBsAg pozitif olup bunlarin %20’den az bir kismu HBeAg pozitiftir. Kronik
infeksiyonlarin i¢inde perinatal infeksiyon daha seyrektir (%10-20). Kuzey Afrika
iilkeleri, Ortadogu iilkeleri, Tiirkiye'nin de i¢cinde bulundugu Akdeniz havzasi, Dogu

Avrupa ve Rusya orta endemisite iilkeleri arasinda yer alir.
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Diisiik endemisite bolgeleri: Toplumdaki HBsAg pozitifligi %2’nin altindadir
ve Diinya niifusunun %12’si bu bolgelerde yasar. ABD, Kuzey ve Bat1 Avrupa iilkeleri
ve Avustralya diisikk endemisite {iilkeleridir. Bu iilkelerde hayat boyunca HBV
infeksiyonuyla karsilasma riski %20’den azdir. Infeksiyonlarin ¢ogu eriskinlerde ve risk

gruplarinda goriiliir (80).

2.14.3 Tiirkiye’de HBV infeksiyonu

Ulkemizde 1972 yilindan giiniimiize kadar donorler, dondr dist normal
popiilasyon, cocuklar ve risk gruplart gibi cesitli gruplarda HBsAg seroprevalansinin
arastirildigl cok sayida calisma yayinlanmistir. Bu arastirmalardan elde edilen verilere
gore, Tiirkiye’deki HBsAg seroprevalansi, ELISA yontemi ile bdolgeden bolgeye
degismek lizere %3.9-12.5 olarak belirlenmistir. Giiney-dogu Anadolu bolgesinden,
ozellikle Diyarbakir’dan genellikle % 10’un tizerindeki degerler bildirilmektedir (81).
Bu sonuclar orta derecede endemik bir bolgede oldugumuzu ve yurdumuzda 4 milyon
civarinda tasiyict bulundugunu gostermektedir. HBsAg taramalarimin  yapildigi
calismalar icinde en ¢ok yer alan gruplardan biri dondrlerdir. Kizilay Kan Merkezi
verilerine gore 1985 yilinda incelenen 298.553 donére ait kanda HBsAg pozitifligi %6.7
oraninda iken daha sonraki yillarda bu oranin giderek azaldigi dikkat cekmektedir (82).

Kizilay Kan Merkezi 1998 yilinda 396.141 dondrde %1.4 oraninda HBsAg
pozitifligi belirlemistir. Saglik Bakanlig verilerine gore 1998 yilinda Tiirkiye genelinde
calisilan 1.377.688 kanda ise %1.0 oraninda HBsAg pozitifligi saptanmistir (82)
Ulkemizde yenidogan bebeklerde rutin olarak uygulanan hepatit B agilarmin HBsAg
prevalansindaki azalmada heniiz etkisi oldugu ise diisiiniilemez. Ciinkii asilama
programina yurt ¢capinda ancak 1998 yilinda baslanmistir. Kan verenler icinde asker,
mahkum ve parali donoérlerin sayisinin artmast HBsAg pozitifligi oranini1 yiikseltmesi
yaninda, tarama testlerinin yayginlasmasi ile HBsAg pozitifligi saptananlarin artik
dondr olmak ic¢in bagvurmamalart da HBsAg seropozitivitesini diigiitk gosterebilir. Bu
nedenle dondr verilerini normal yetigkin popiilasyonu veya kontrol verisi olarak
degerlendirirken dikkatli olmak gerekir. Kentten ve kirsal kesimden olgulan bir arada
iceren nadir calismalarin bir kisminda belirgin seropozitivite farkinin olmadigi,
bazilarinda da HBsAg pozitifliginin kirsal kesimde kentlere gore diisiikk bulundugu
belirtilmektedir. Bu calismalarin genel sonuglarma gore HBsAg sikligmin %1.1-12.4
arasinda degismekte oldugunun belirlenmesine ragmen, bu konuda ayrintili

arastirmalara ihtiya¢ vardir (82). Bu grupta yapilan c¢aligmalar icinde en yiiksek olgu
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sayisinin bulundugu arastirma (3544 olgu %4.5 HBsAg seropozitifligi) Sarpel ve ark.
tarafindan yapilmistir. Ayrica aymi yas gruplarindan olup sosyoekonomik gruplara
gore HBsAg durumunu inceleyen bazi calismalar da yapilmis ve sosyo-ekonomik
diizeyin diismesine paralel olarak HBsAg pozitifliginin arttig1 saptanmustir.

Tiirkiye’de c¢ocuklarda HBsAg seroprevalansinin incelendigi calismalar
olduk¢a yetersizdir. Arastirmalardan elde edilen verilere gore iilkemiz ¢ocuklarinda
9%?2.0-12.1 oranlarinda HBsAg pozitifligi saptanmistir (82). Tek basina HBsAg
seropozitifliginin bilinmesi bize ancak tasiyicilar hakkinda fikir verebilir. HBV
infeksiyonu i¢in seropozitifligin bilinmesinde 6nemli olan gostergeler HBsAg yaninda
anti-HBs ve anti-HBc’dir. Hepatit gostergelerini belirlemeye yarayan ELISA kitlerinin
yurtdisindan ithal edilmesi nedeniyle tiim gostergelerin arastirildigi seroepidemiyolojik
caligmalar iilkemiz ekonomik sartlarina uygun olmaz. Bu nedenle hem daha ekonomik,
hem de saglikli bir metod olarak kiside HBsAg ve anti-HBs gostergelerinin birlikte
belirlenmesi yerine, inceleme yapilacak grubun once anti-HBc yOniinden taranmast,
anti-HBc pozitif bulunanlarda HBsAg'ne bakilmasi, HBsAg negatif bulunanlarda ise
anti-HBs goOstergesinin aranmasi uygun olur. Yapilan taramalarda tek basina HBsAg
veya anti-HBs pozitiflikleri belirlenememektedir. Tek basina HBsAg veya anti-HBs
pozitiflikleri ise nadir goriilmektedir. HBsAg ve anti-HBs’nin birlikte incelendigi
calismalarda ise tek basina anti-HBc pozitifligi durumunu saptamak olanaksizdir. Tek
basina anti-HBc varligi ise daha sik goriilmektedir. Ayrica yalnizca HBsAg+anti-HBs
bakilmasinin baska sakincalar1 da olabilir. Bu iki gostergenin pozitiflik toplam1 gercek
HBYV infeksiyonu seropozitifligini tam olarak gostermez. Ciinkil anti-HBs pozitifligi
infeksiyonun gecirilmesi yaninda asilama sonucu da olusur. Anti-HBc ise yalniz
infeksiyonu gecirmekle meydana gelmektedir. Bu nedenle HBV infeksiyon
seroprevalansinin yapilacagi ¢alismalarda uygulanabilecek en iyi yol gelecekte hepatit
B agilamasinin daha da yayginlasacagi dikkate alinarak oncelikle anti-HBc’nin
taranacagl metoddur. Ulkemizde HBV infeksiyonu seroprevalansinin arastirildig
calismalar da oldukca yetersizdir. Bu grupta yapilan calismalar i¢inde en yiiksek olgu
sayisinin bulundugu arastirma (1190 olgu %7.1 HBsAg seropozitifligi, %21.9 anti-HBs
seropozitifligi) Pasha ve ark. tarafindan yapilmistir (82). Anti-HBs’nin tarandig
calismalardan elde edilen verilere gore anti-HBs pozitifligi oran1 %20.6-52.3 arasinda
degismektedir (82). Boylece Tiirkiye’de HBV infeksiyonu seroprevalansmnin (HBsAg
pozitifligi+anti-HBs pozitifligi) %25-60 arasinda oldugu soylenebilir ki bu oranlar
gelismis iilkelere gore oldukca yiiksektir.
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Yurdumuzda HBV infeksiyonu seroprevalansinin en ¢ok arastirildigi olgular
icerisinde risk gruplari, ozellikle saglik personeli ilk sirayr almaktadir. Bu grupta
ortalama %8 (3.5-16.4) HBsAg pozitifligi ve %40 (17.9-52.9) anti-HBs pozitifligi
bulunmustur (82). Calismalarin cogunda saglik personelinde kontrol grubuna gore 1.5-2
kat kadar yiiksek bir seropozitivite saptanirken, bazilarinda Onemli bir fark
bulunamamistir. Bazi ¢calismalarda kanla direkt temasi olan personelde seropozitivitenin
biraz daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica meslekte gecen yillar HBV
infeksiyonunun seroprevalansini arttirmaktadir. 1992 yilinda WHO (Diinya Saglik
Orgiitii) ve ILO (Uluslararas1 Calisma Orgiitii) hepatit B’yi saglik personeli icin meslek
hastalig1 olarak kabul etmistir. ABD ve Avrupa Toplulugu riskli personele iicretsiz ve
zorunlu hepatit B asis1 uygulanmasini 6nermislerdir (83). Yine iilkemizde yapilan diger
risk gruplariin incelendigi calismalarin ¢ogunda kontrol grubuna gore yiiksek
seropozitivite oranlar1 saptanmistir (82). Akut Hepatit B iilkemizde sporadik olarak her
mevsimde goriiliir. Hastaneye bagvuran akut viral hepatitli olgularin ¢ocuklarda %1.3-
30’undan, yetiskinlerde ise %39-85’inden HBV sorumludur (83). Toplam seropozitivite
orani ise %25-60 olduguna gore bazi yorelerimizde niifusun yaridan fazlas1 HBV ile
karsilagsmis demektir. Sonu¢ olarak; boylesine Onemli ve yaygin bir hastalifin
Tiirkiye’deki epidemiyolojisini izleyebilmek, morbidite hizindaki artis veya azalig
trendini saptayabilmek, hastaligin toplumumuzdaki kroniklesme oranini belirleyebilmek
ve HBV’niin yurdumuz icin baglica bulasma yollan ile infeksiyonun alindigi yas
gruplart hakkinda yorum yapabilmek, ayrica hastalifin eradikasyonunda gerekli
onlemleri ivedilikle alabilmek icin hepatit B konusunda iilkemizde yapilan daginik ve
nisbeten kiiciik sayilara dayali calismalarin biiyiitiilmesine ve bunlarin birbirine

eklenmesine gerek vardir.

2.14.4 Gizli Hepatit B infeksiyonu Prevalansi

Gizli HBV farkli cografi bolgelerde ve niifuslarda HBV’niin genel prevalansini

yansitmasina ragmen diinya ¢apinda yaygin bir durumdur.

HCV’den etkilenen hastalarin gizli HBV prevalansinin en yiiksek oldugu
bireyler kategorisi olarak diisiiniilmesinde genel bir mutabakat s6z konusudur (84,85).
Ozellikle HBV DNA Akdeniz havzasinda bulunan HBsAg negatif HCV tasiyicilarmin
yaklagik iicte birinde saptanabilmektedir ve bu prevalans Uzakdogu Asya iilkelerinde
daha da yiiksektir (86).
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Karaciger hastalarinin yam sira parenteral olarak gecen infeksiyonlardan yiiksek
risk kategoride olan bireylerde de genis bir sekilde gizli HBV arastirmasi yapilmistir.
Gizli HBV prevalans1 Baltimore’deki damar ic¢i uyusturucu bagimlilarinda %45 ve
Japonya’daki hemofilyaklar %51 olarak rapor edilmistir (87). Bunun aksine
hemodiyaliz hastalan iizerinde gerceklestirilen c¢alismalar olduk¢a degisken sonuclar
ortaya koymustur ve en son yapilan calismalarda gizli HBVnin prevalansinin %0 dan
%36 ya kadar degisiklik gosterdigi bildirilmektedir (88). Ancak ifade edildigi gibi
sonuclarda goriilen bu tutarsizliklar calismalarda kullanilan yontemlerin farkl duyarlilik
ve Ozgiilliiklerine baglidir. Bu dogrultuda, bazi yazarlarin gizli HBV’yi hemodiyaliz
iinitelerinde viriis salginina muhtemel bir neden olarak algiladiklarimi (bu durumda hem
hastalar hem de c¢alisanlar i¢in enfeksiyon riski olugturmaktadir) ve biitiin hemodiyaliz
hastalar icin HBV DNA taramasi dahil bazi 6nlemler alinmasi gerektigini 6nerdiklerini

dikkate almak 6nemli goriinmektedir (89).

Gizli HBV prevalansinin mevcut verilerinin olduk¢a degisken oldugu bir hasta
kategorisi ise HIV tasiyan bireylerdir ve yayimlanan prevalans %0 ile %89 arasindadir
ve diger arastirmalarin 6nemli bir kismi bu iki u¢ arasinda sonuglar rapor etmektedir
(90). Bu cesitli calismalarda kullanilan yontemlerin hassasiyet ve spesifiklik
bakimindan biiyiik farklar1 bir 6nceki incelemede dile getirilmistir (91). Bu nedenledir
ki en yiiksek gizli HBV prevalansina ulagan ¢alismanin hem ¢ok hassas HBV DNA
amplifikasyon prosediirii kullandigina hem de her bir bireyden seri serum Ornekleri
inceledigi dikkate alinmalidir. Aslinda serum HBV DNA seviyelerinin gizli HBV
tasiyicilarinda bile dalgalanma gosterdiginden HBV testinin zamanla tekrar edilmesinin

gizli HBV durumunun tanimlanmasinda iyi bir yol oldugu ortaya cikmaktadir (92).

Saglikli goriinen bireylerin sayis1 goz Oniine alindiginda gizli HBV kan
bagiscilarinda genel niifusa oranla oldukca genis bir sekilde arastinlmistir. Yinede
mevcut veriler yeterli bilgi vermemektedir. Kan bagis¢ilart arasinda bu gizli enfeksiyon
bati diinyasinda nadiren goriilmekteyken gelismekte olan iilkelerde daha sik
saptanmaktadir (93). Kuzey Kanada da yasayan Inuit’ler arasinda HBsAg negatif
tasiyanlarin gizli HBV prevalasini degerlendirmek amaciyla yapilan son bir ¢calismada
anti-HBc pozitif tagicilarinin %18’inde ve HBV seronegatif bireylerin %8’inde HBV
DNA (94), bagka bir ¢alismada normal transaminaz degerleri olan HBV/HCV negatif
olan saglikli Koreli 195 kisinin 31inde (%16) gizli HBV bulunmustur. Hong Kong’dan
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124 saglikli hemotopoietik kok hiicre bagiscilariin 19’unda (%15.3) gizli HBV

genomu tespit etmislerdir.
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3. GEREC ve YONTEM

Subat-Haziran 2008 tarihleri arasinda, Sivas Numune Hastanesi Kan Merkezi ve
Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kan Merkezine goniillii olarak
bagvuran ve kan donérii olarak kabul edilen 987 kisinin serumu caligmaya alind.
Calismaya alinan serumlarda Anti-HIV, Anti-HCV antikorlar1 ve HBsAg negatifti. Bu
testler Numune Hastanesi Kan merkezi ve Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda yapildi.

Calismamizda 987 serumun tiimiinde total anti-HBc arastirildi. Anti-HBc total
pozitiflere anti-HBs testi uygulandi. Anti-HBs negatif olan serumlarda anti-HBc IgM,
HBeAg ve Anti-HBe varligi arastirildi. Anti-HBc total pozitif, diger tim serolojik
gostergeleri negatif olan serumlar izole anti-HBc pozitif olarak degerlendirilerek, bu
serumlarda HBV DNA varh@ arastirildi. Bu testler Cumhuriyet Universitesi Tip
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda yapildi.

3.1 Ornek Al ve Hazirlanmasi

HBsAg, HIV ve HCV yoniinden degerlendirilen ve kan donorii olarak kabul
edilen kisilerin serumlari steril mikrosantrifiij tiiplere her serum oOrnegi icin ikiser tane
olmak {iizere alindi. Her bir donore numara verildi ve her donériin yas ve cinsiyet

bilgileri kaydedildi. Serumlar ¢alisma yapilacag: giine kadar -20°C’de sakland.

3.2 Kullanmilan Sistem ve Cihazlar

Mikropipetler (10ul-200ul)

Mikrosantrifiij Tiipler (Ependorf tiipler)

Derin dondurucu (-20°C)

ELISA Mikroplak Yikayicist (Organon Teknika)
ELISA Mikroplak Okuyucusu (Bio-Tek EL 312)
Etiiv

HBV DNA izolasyon Cihaz1 (BIO ROBOT M48)
Real-Time PCR Cihaz1 (Corbett Research)

e o R A

3.3 Kullamlan Kitler
3.3.1 Anti-HBc (total) ELISA Kiti (Abbott Murex, UK): Kit 96 testlik ve
mikro ELISA tipindedir. Kitimiz Hepatit B core antijeni ile kapli kuyucuklar, tampon
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cozelti iceren Ornek sulandirici, peroksidaz bagli monoklonal anti-HBc enzim konjugat,
3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine (TMB) ve hidrojen peroksit igeren kromojen, anti-HBc
igeren pozitif kontrol, anti-HBc icermeyen negatif kontrol, glisin/borat iceren yikama

cozeltisi ve 1IN siilfiirik asit igeren stop ¢ozeltisi icermektedir.

3.3.2 Anti-HBs ELISA Kiti (Abbott Murex, UK): Kit 96 testlik, mikro
ELISA tipindedir. Kitimiz Hepatit B yiizey antijeni (HBsAg) ile kapli kuyucuklar,
tampon ¢ozelti iceren Ornek sulandirici, peroksidaz baglhi HBsAg antikor enzim
konjugat, 3,3°,5,5 - tetramethylbenzidine (TMB) ve hidrojen peroksit iceren kromojen,
anti-HBs ve HBsAg icermeyen negatif kontrol, 10 mlU/ml anti-HBs kalibrator, 100
mlU/ml anti-HBs kalibrator, glisin/borat igeren yikama c¢ozeltisi ve 1N siilfiirik asit

iceren stop ¢ozeltisi icermektedir.

3.3.3 Anti-HBc IgM ELISA Kiti (Abbott Murex, UK): Kit 96 testlik, mikro
ELISA tipindedir. Kitimiz IgM’e kars1 olusturulmus antikorlar ile kapli kuyucuklar,
tampon c¢ozelti iceren Ornek sulandirici, tampon ¢ozelti bovine protein iceren
sulandirici, peroksidaz bagli HBcAg igeren enzim konjugat, 3,3°,5,5-
tetramethylbenzidine (TMB) ve hidrojen peroksit iceren kromojen, pozitif ve negatif
kontroller, glisin/borat iceren yikama ¢ozeltisi ve 1N siilfiirik asit iceren stop ¢ozeltisi

icermektedir.

3.3.4 Anti-HBe / HBeAg ELISA Kiti (Abbott Murex, UK): Kit 96 testlik,
mikro ELISA tipindedir. Kitimiz monoklonal HBeAg ile kapli kuyucuklar, tampon
cozelti iceren sulandirici, peroksidaz bagli monoklonal HBeAg enzim konjugati,
3,3’,5,5’- tetramethylbenzidine (TMB) ve hidrojen peroksit igeren kromojen,
rekombinant HBeAg iceren neutralising antigen, negatif kontrol , HBeAg ve Anti-HBe
icin ayn pozitif kontroller, glisin/borat iceren yikama ¢ozeltisi ve 1N siilfiirik asit iceren

stop c¢ozeltisi icermektedir.

3.3.5 HBV DNA izolasyon Kiti (Qiagen, Hamburg): HBV DNA izolasyon
kiti 1zolasy0n asamasinda kullanilan (Internal kontrol, tastyic RNA, Elution AVE
buffer), Buffer AL (Liziz buffer) , MagAttract, 1sopr0panol, Buffer AW1, Buffer AW?2,
ethanol, Buffer AVE icermektedir.
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3.3.6 Real- time PCR Kiti (Qiagen, Hamburg): Real-time PCR kiti HBV
RG/TM Internal kontrol, HBV RG/TM Master, HBV RG/TM Standart], HBV RG/TM
Standart 2, HBV RG/TM Standart 3, HBV RG/TM Standart 4, HBV RG/TM Standart 5

icermektedir.

3.4 Testlerin Yapilhisi

3.4.1 Anti-HBc (total): Kit yonergesine gore su sekilde yapildi; 50 pl 6rnek
sulandiricidan reaksiyon kuyularina dagitildi. iki kuyuya 50 pl negatif kontrol iki
kuyuya 50ul pozitif kontrol ve her bir kuyuya 50 pl serumlardan eklendi. Etiivde
37°C’de 30 dak. bekletildi. Yikama islemi yapildi. Her kuyuya 50 ul konjugat eklendi
ve 37°C’de 30dk. bekletildi. Yikama islemi yapildi. Her kuyuya 100 ul substrat ¢ozeltisi
(kromojen) eklendi ve 37°C’de 30 dak. bekletildi. Siire tamamlandiktan sonra her bir
kuyuya 50 pl stop c¢ozeltisi eklendi. Mikroplak okuyucusunda 490 nm dalga boyunda
absorbans degerleri 0l¢iildii. Pozitif ve negatif kontrol degerlerine gore cutoff degeri
hesaplandi ve serumlarin absorbans degerleri cutoff degerle karsilastirilarak sonugclarin

pozitif ve negatifligi belirlendi.

3.4.2 Anti-HBs: Kit yonergesine gore su sekilde uygulandi: 25 pl sulandirict
reaksiyon kuyularma dagitildi. Iki kuyuya 75 pl negatif kontrol, iki kuyuya 75 ul 10
mlU/ml, iki kuyuya 100 mlU/ml kalibrator ve geri kalan her bir kuyuya 75 pl serumlar
eklendi. 60 dak. 37 °C nemli ortamda bekletildi. Yikama islemi yapildi. Her bir kuyuya
50 ul konjugat dagitildi. 60 dak. 37 °C nemli ortamda bekletildi. Yikama islemi yapildi.
Her bir kuyuya 100 ul substrat ¢6zeltisi (kromojen) eklendi ve tekrar 37°C’de 30dk.
nemli ortamda bekletildi. Siire tamamlandiktan sonra her bir kuyuya 50 pl stop ¢ozeltisi
eklendi. Mikroplak okuyucuda 490 nm dalga boyunda negatif kontrollerin,
kalibratorlerin ve serumlarin absorbans degerleri Olgiildii. Kalibratorlerin absorbans
degerleri kantitatif degerlere cevrildi. ( 210 — <100 IU/mL) zayif bagisik, (=100
IU/mL) kuvvetli bagisik olarak degerlendirildi. (< 10 IU/L ) bu degerden diisiik veriler

de negatif olarak belirlendi.
3.4.3 Anti-HBc IgM: Kit yonergesine gore su sekilde uygulandi: Her bir

serumdan 10 pl alindi ve o©rnek sulandiriciyla Iml’ye tamamlanip serum ve drnek

sulandiricinin homojen bir sekilde karigmasi saglandi. Kontrollere 6rnek sulandirici
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eklenmedi. Her bir kuyuya 75 ul sulandirict dagitildi. Iki kuyuya 25 pl negatif kontrol,
iki kuyuya 25 pl pozitif kontrol geri kalan her bir kuyuya 25 pl serum ve Ornek
sulandirict karigimindan dagitildi. 37°C’de 30 dak. bekletildi. Yikama iglemi yapildi.
Her bir kuyuya 50 ul konjugat dagitildi ve 37°C’de 30dak. bekletildi. Yikama islemi
yapildi. Her bir kuyuya 100 ul substrat ¢ozeltisi (kromojen) dagitildi ve 37°C’de 30 dak.
bekletildi. Siire tamamlandiktan sonra her bir kuyuya 50 pl stop ¢ozeltisi dagitildi.
Mikroplak okuyucuda 490 nm dalga boyunda negatif, pozitif kontrollerin ve serumlarin
absorbans degerleri ol¢iildii. Pozitif ve negatif kontrol degerlerine gore cutoff degeri
hesaplandi ve serumlarin absorbans degerleri cutoff degerle karsilastirilarak sonuglarin

pozitif ve negatifligi belirlendi.

3.44 Anti-HBe ve HBeAg: Kit yonergesine gore su sekilde uygulandi: 96
testlik plagimizin yaris1 Anti-HBe igin yarisida HbeAg testi icin kullamldi. Ik olarak
her bir kuyuya 25 ul sulandirict dagitildi. Anti-HBe calisicagimiz tarafa anti-Hbe positif
kontrolden iki kuyuya 75 pl, HbeAg calisicagimiz tarafa HBeAg pozitif kontrolden iki
kuyuya 75 pl, her iki tarafada iki kuyuya 75 pl negatif kontrolden ve 75 pl serumlardan
dagitildi. Anti-HBe calisilacak tarafa 50 pl neutralising antijen dagitildi. Biitiin kuyulara
50 ul konjugat dagitildi ve 90dak. 37°C’de bekletildi. Yikama islemi yapildi. Her bir
kuyuya 100 ul substrat ¢6zeltisi (kromojen) dagitildi ve 37°C’de 30 dak. bekletildi. Siire
tamamlandiktan sonra kuyulara 50 pl stop ¢ozeltisi dagitildi. Mikroplak okuyucuda 490
nm dalga boyunda negatif, pozitif kontrollerin ve serumlarin absorbans degerleri
olciildii. Pozitif ve negatif kontrol degerlerine gore cutoff degeri hesaplandi ve
serumlarin absorbans degerleri cutoff degerle karsilagtirilarak sonuglarin pozitif ve

negatifligi belirlendi.

3.4.5 HBV DNA’min izolasyonu: Bio Robot M48 cihazinin calisma yonergesi
uyarinca kitlerin, ve serumlarin 6n hazirlik asamalari yapildi ve cihaza yerlestirildi.
DNA izolasyonu cihazda gergeklesti. Mikrosantrifiij tiiplerinde viral DNA elde edildi.

On hazirlik asamalari: Internal control 20 pl x 26(serum sayimiz), carrier RNA 1
ul x 26, Elution buffer 39 ul x 26 karisim hazirland: 26 tiipe paylastirildi ve tizerlerine
400 pl serum eklenerk cihazda uygun yerlere yerlestirildi. Daha sonra sirayla; 23ml
etanol, Buffer AW2 66ml + 160ml etanol karisimi, Buffer AW1 27ml + 35ml etanol
kanigimi, Buffer AVE 10.1ml, Manyetik partikiil (Magattract suspension B) 2.1 ml,
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Proteinaz 5.5 ml, Buffer AL14.3ml + 99ml Carrier RNA, Isopropanol 18.8ml cihaza

verildi. Bilgisayardan uygun program secilerek izolasyon asamasi baglatildi.

3.4.5.1 Bio Robot M48 Calisma Prensibi

Niikleik asiti saf olarak elde etme islemi liziz, baglama, yikama ve saf niikleik
asiti elde etme asamalarindan olusmaktadir.

Liziz: Bu asamada hazir olarak bulunan Qiagen proteaz ve Buffer AL + carrier
RNA karisimi kullanilmaktadir. viral yapimin disinda yer alan protein tabaka
parcalanarak iceride yer alan niikleikasit aciga c¢ikar ve niikleik asitin manyetik
partikiillere yapigmasi saglanir.

MagAttract manyetik partikiillere niikleikasitin baglanmasi: Ornekler icerisinde
bulunan viral DNA manyetik partikiillere baglanir. Ortamin tuz ve pH kosullar
manyetik partikiillere protein ve ortamda bulunan diger kontamine maddelerin
baglanmasin1 engeller. Bundan sonraki diger enzimatik reaksiyonlara ve PCR
asamasina niikleik asitlerin katilimi gerceklesmis olur.

Manyetik partikiillere baglanan niikleik asiti yikama: Viral DNA’y1 manyetik
partikiiller tizerinde saf olarak birakmak icin sirayla yikama islemlerinden gegirilir. Saf
olarak niikleik asitler manyetik partikiiller tizerinde kalir.

Viral DNA’y1 manyetik partikiillerden ayirma: Bu asamada Buffer AVE
kullanilir. Buffer AVE RNase ve %0.04 oraninda sodium azide icerir. Sodium azide ,
RNase ile birlikte mikrobial kontaminasyonu 6nler. Manyetik partikiillerden viral DNA

cihaza yerlestirilmis steril bos tiiplere Buffer AVE soliisyonuyla yikanarak alinir.

3.4.6 Real-Time PCR: Kitin ¢alisma yonergesine uygun olarak islemler
yapildi. internal kontrol vorteklendi. Miks icerisine 26 ul internal kontrol konuldu.
Miksler (primerler var) hazirlandiktan sonra vortekslendi. PCR blogu buzdolabindan
cikarild1 ve PCR bloguna 26 hasta + 5 standart + 1 negatif kontrol i¢in 32 adet kiiciik
PCR ependorf tiip dizildi. Tiim tiiplere 30 ul miks dagitildi. ilgili tiiplere 20 ul dondr
DNA ekstrakti, standartlardan ve negatif kontrolden dagitildi. Standartlar 27 nolu

ependorf tiipten baslayarak 5,4,3,2,1 standarti ve negatif kontrol konuldu. En kiiciik

58



standarttan baglanir. Ependorf tiiplerin kapaklar1 hemen kapatildi ve tiim tiipler cihaza
yerlestirildi. Tiip yerlestirilen yerin kapagi ve cihazin kapagi kapatildi. Bilgisayardan
gerekli veriler girildi ve start verilerek cihaz calismaya basladi. Calisma bittikten sonra

sonuclar degerlendirildi.
3.5 Istatistiksel Yontem

Calismamizin verileri SPSS (ver:13.0) programina kaydedildi. Daha sonra ki

kare testi yontemi kullanilarak sonuglarin istatistiki degerlendirilmesi yapildi.
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4. BULGULAR

[zole anti-HBc pozitifligi bulunan kan donérlerinde HBV DNA varligimin
arastirildigl bu ¢alismada, calismaya alinan 987 bireyin 899’u (%91.1) erkek, 88’i
(%8.9) kadindi. Yaslar1 18-61 arasinda degisen bireylerin yas ortalamas1 35.2 olarak
saptandi1. Yaglar 18-29, 30-39, 40-49, ve 50" olarak gruplandirildi. 18-29 yas grubunda
433 (% 43.8) , 30-39 yas grubunda 327 (% 33.1), 40-49 yas grubunda 188 (%19.1), 50"
yas grubunda 39 (%3.9) kisi bulunmaktaydi (Cizelge 5).

Cizelge 5 Kan donorlerinin yas ve cinsiyete gore dagilimi

Yas Erkek Kadin Toplam
Gruplari n (%)* n (%)* n (%)
18-29 390  (90.1) 43  (9.9) 433 (43.8)
30-39 302 (92.4) 25 (7.6) 327 (33.1)
40— 49 170 (90.4) 18  (9.6) 188 (19.1)
50" 37 (91.7) 2 (8.9) 39 (3.9)
Toplam 899  (91.1) 88 8.9 987 (100.0)

*satir yiizdesi

4.1 Anti-HBc (total) Testi Sonucu:

Toplam 987 serumun 209’unda (21.1) anti-HBc (total) pozitif bulundu.
Erkeklerin 200’tinde (% 20.2), kadinlarin 9’unda (% 0.9) 209 anti-HBc pozitifti.
Anti-HBc  oranlarinin  cinsiyetler — arasindaki  dagilimi  istatistiksel — olarak
karsilastirildiginda aradaki farkin 6nemsiz oldugu bulundu (X?=6,938 p> 0.05). Yas
gruplarinda anti-HBc bulunma oranlarina bakildiginda; 18-29 yas grubundaki 433
bireyin 40’1inda (% 9.2), 30-39 yas grubundaki 327 bireyin 75’inde (% 22.9), 40-49 yas
grubundaki 188 bireyin 68’inde (% 36.1), 50" yas grubundaki 39 bireyin 26’sinda
(% 66.6) anti-HBc saptandi. Yas gruplarindaki anti-HBc oranlarinin  durumu
istatistiksel olarak karsilastirildiginda farkin 6nemli oldugu bulundu (X’=111 p <0.05).
Ayrica her yas grubu icindeki erkek ve kadin donorlerin anti-HBc oranlar istatistiksel
olarak karsilastirildiginda aradaki farkin dnemsiz oldugu saptandi ( Fisher’s Exact test
p> 0,05) (Cizelge 6).
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Cizelge 6 Anti-HBc pozitifliginin yas ve cinsiyete gore dagilimi

Yas Erkek Kadin Toplam
Gruplari n (%)* n (%)* n (%)*
18 — 29 (n=433) 39 ) 1 0.2) 40 9.2)
30 -39 (n=327) 73 (22.3) 2 (0.6) 75 (22.9)
40 - 49 (n=188) 63  (33.5) 5 (2.6) 68 (36.1)
50" (n=39) 25 (64.1) 1 (2.5) 26 (66.6)
Toplam (n=987) 200 (20.2) 9 (0.9) 209 (21.1)

*satir yiizdesi

4.2 Anti-HBs Testi Sonucu:

Toplam 209 Anti-HBc pozitif olan serumun 176’sinda (% 84) anti HBs pozitif,
33’iinde (% 16) negatif olarak saptandi. Anti-HBs’si pozitif olan 176 serumun 167’si
(% 79.9) erkek, 9’u (% 4.3) kadin donore aitti. 33 anti-HBs’si negatif bireylerin hepsi
erkekti. Cinsiyetler arasinda anti-HBs oranlarinin  dagilimi istatistiksel olarak
kargilastirildiginda farkin 6nemsiz oldugu bulundu (X?*=1.763 p> 0.05).

Yas gruplarinda anti-HBs bulunma oranlarina bakildiginda; 18-29 yas grubunda
39 kisinin 33’linde (% 84.6) pozitif, 6’sinda (% 15.3) negatif, 30-39 yas grubunda 76
kisinin 63’iinde (% 82.8) pozitif, 13’iinde (% 17.1) negatif, 40-49 yas grubunda 68
kisinin 55’inde (% 80.8) pozitif, 13’linde (% 19.1) negatif, 50" yas grubunda 26 kisinin
25’inde (96.1) pozitif, 1’inde (% 3.8) negatif bulundu. Anti-HBs oranlar1 yas gruplari
arasinda istatistiksel olarak karsilastirildiginda farkin  6nemsiz oldugu bulundu
(X?=3.460 p> 0.05). Her yas grubu i¢indeki erkek ve kadin donoérlerin anti-HBs oranlari
istatistiksel olarak karsilastirildiginda aradaki farkin dnemsiz oldugu saptandi (Fisher’s

Exact Test p>0.05) (Cizelge 7).
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Cizelge 7. Anti-HBc’si pozitif dondrlerdeki Anti-HBs oranlarinin yas ve cinsiyete gore dagilimi

Erkek (n=200) Kadin (n=9) Toplam (n=209)
Yas P N N | N
Gruplari n (%)* n (%)* n (%)* n % n (%)* n (%)*
18 — 29 (n=39) 32 (82.1) (15.3) 1 (2.5) - - 33 (84.6) 6 (15.3)
30 -39 (n=76) 61 (80.2) 13 (17.1) 2 (2.6) - - 63 (82.8) 13 (17.1)
40 — 49 (n=68) 50 (73.5) 13 (19.1) 5 (7.3) - - 55 (80.8) 13 (19.1)
50" (n=26) 24 (92.3) 1 (3.8) 1 (3.8) - - 25 (96.1) 1 (3.8)
Toplam (n=209) 167 (79.9) 33 (15.7) 9 (4.3) - - 176 (84.2) 33 (15.7)

*satir yiizdesi
P: Pozitif
N: Negatif



Anti-HBs pozitif 176 serumdaki antikor diizeyleri kantitatif olarak
degerlendirildiginde, 54’{iniin (%25.8) zayif bagisik (> 10 —< 100 IU/mL ), 122’sinin
(%12.3) kuvvetli bagisiklik (> 100 IU/mL ) 6zelligi gosterdigi bulundu (Cizelge 8).

Cizelge 8 Anti-HBs pozitifliginin kantitatif olarak degerlendirilmesi

Sonuclar
n (%)*
Zayif (=10-< 100IU/mL) 54 (25.8)
Bagisik
Kuvvetli (> 100 IU/mL) 122 (58.3)
AntiHBs (n=209)
Bagisik olmayan (< 10 IU/L) 33 (15.7)

*satir yiizdesi

4.3 Anti-HBc IgM Testi Sonucu
Anti-HBc pozitif, Anti-HBs negatif 33 serumun tiimiinde anti-HBc IgM negatif
olarak bulundu (Cizelge 9).

4.4 HBeAg/ Anti-Hbe Testi Sonucu
Anti-HBc pozitif, Anti-HBs negatif 33 serumun tiimiinde HBeAg negatif,
26’sinda (% 79) anti-HBe negatif, 7’sinde (% 21) anti-HBe pozitifti (Cizelge 9).

Cizelge 9 Anti-HBc (+), Anti HBs (-) serumlarda AntiHBc IgM, HBeAg ve Anti HBe
oranlar1

Pozitif Negatif
n (%)* n (%)*
Anti-HbcIgM (n=33) - - 33 (100)
HbeAg (n=33) - - 33 (100)
Anti-Hbe (n=33) 7 21 26 (79)

*satir yiizdesi
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Cizelge 10. Anti-HBc’si pozitif serumlarda arastirilan serolojik gostergelerin birlikte
bulunma durumu

Serolojik gostergeler Toplam
n (%)*
Anti-HBc (+) / AntiHBs (+) (n=209) 176 (17.8)
Anti-HBc(+) / AntiHBe (+) (n=33) 7 (0.7)
izole Anti-HBc (+) (n=987) 26 (2.6)

*satir yiizdesi

4.5 izole Anti-HBc Pozitifligi

Toplam 987 serumun 209’unda anti-HBc (total) pozitif bulundu. Anti-HBc
pozitif bulunan serumlarin 33’linde anti-HBs’nin negatif oldugu saptandi. Bu
serumlarin da 26’smmin anti-HBc IgM, HBeAg ve anti-HBe yOniinden negatif oldugu
belirlendi. Boylece toplam 987 serumun 26’sinin (% 2.6) izole anti-HBc profili tasidigi
bulundu.

Yas gruplan igerisinde izole anti-HBc pozitifliginin dagilimina bakildiginda;
18-29 yas grubundaki 433 kisinin 4’tinde (% 15.3), 30-39 yas grubundaki 327 kisinin
9unda (%34.6), 40-49 yas grubundaki 188 kisinin 12’sinde (% 46.2), 50" yas
grubundaki 39 kiginin 1’inde (%3.8) izole anti-HBc pozitifligi vardi. Yas gruplan
arasinda izole anti-HBc oranlarinin dagilimi istatistiksel olarak karsilastinnldiginda

aradaki farkin 6nemli oldugu bulundu ( X*=11.23 p< 0.05) (Cizelge 11).

Cizelge 11. izole-Anti-HBc pozitifliginin yas gruplarina gore dagilimi

Yas izole Anti-HBc
Gruplan Pozitifligi (%)*
18 — 29 (n=433) 4 (15.3)
30 -39 (n=327) 9 (34.6)
40 — 49 (n=188) 12 (46.2)
50" (n=39) 1 (3.8)
Toplam (n=987) 26 (2.6)

* satir yiizdesi
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4.6 izole Anti-HBc’li serumlarda HBV DNA’nin Saptanmasi
Izole Anti-HBc pozitifligi saptanan 26 serumun 1’inde (%3.8), toplam
dondrlerin yani 987 dondriin 1’inde (%0.1) HBV DNA saptandi. HBV DNA’nin miktar1

61 copies/ml veya 8.7 IU/mL olarak bulundu. (Cizelge 12).

Cizelge 12 Kan donorlerinde ve izole anti-HBc pozitifliginde HBV DNA’nin

bulunma durumu

HBYV DNA Pozitif HBY DNA Negatif
n (%)* n (%)*
izole Anti-HBc Pozitif (n=26) 1 (3.8) 25 (11.9)
Toplam Kan Donérii (n=987) 1 0.1) 25 (2.5)

*satir ylizdesi
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S. TARTISMA

Kan nakli modern tipta yasamsal 6neme sahip bir islemdir. Fakat bu yolla ¢ok
sayida infeksiyon etkeninin bulasma riski vardir. Bu nedenle kan iiriinlerinin giivenligi
transfiizyon tibbinda Onemlidir. Genis populasyonlardan toplanan kan iiriinlerinden
patojenlerin bulasma riski kagcinilmazdir. Giintimiizde; gelismis iilkelerde, genel olarak
transfiizyonla bulasan viral infeksiyon riski oldukca azalmistir. Kan bagiscisi se¢cme
kriterlerinin uygulanmasi, kan bagiscisi tarama testlerindeki gelismeler; antijen, antikor
ve viral genom tespitine yonelik duyarli ve gelismis yontemlerin kullanilmasi ile bu
iilkelerdeki transfiizyonla bulasan infeksiyon riski azaltilmistir. Ancak iilkemiz gibi
gelismekte olan iilkelerde halen transfiizyonla bulasan infeksiyon riski yiiksektir.

HBYV infeksiyonunun degisik donemlerinde (akut, saglikli tasiyici, kronik aktif
hepatit) ve viriisiin mutasyona ugramasi nedeniyle degisik serolojik tan1 kaliplar1 vardir.
Bazen olagan dis1 serolojik profillere de rastlanmaktadir. HBsAg negatif anti-HBc
pozitif kisilerden yapilan kan nakli sonunda HBV infeksiyonunun gelistigi gosterilmistir
(5,6). Biitiin serolojik gostergeleri negatif kisilerin serum ve karacigerlerinde HBV
DNA saptanmistir. Bunun nedenleri arasinda, akut HBV infeksiyonunun ge¢cmesinden
sonra virlisiin yok edilemeyebildigi ve cok diisiikk diizeylerde tutuldugu, HBsAg
mutantlariyla infeksiyonun bulundugu, tarama yontemleriyle saptanamayacak diisiik
diizeyde HBsAg’in varligi ve immun kompleks olusumu sayilabilir. HBsAg’si negatif
hastalardan bobrek naklinden sonra, immunsupresyon veya kanser kemoterapisi
alanlarda yapilan testlerde HBsAg pozitifligi saptanmistir (6,20). Bu goézlemlerden
sonra son yillarda gizli HBV infeksiyonundan s6z edilmeye baslanmistir. Gizli hepatit
olgularinin %20’sinde HBV DNA disindaki tiim hepatit gostergeleri negatiftir (95).
Gizli HBV infeksiyonunun tam gostergeleri HBsAg-, anti-HBs-/+, anti-HBc total-/+,
HBeAg-/+, antiHBe-/+, HBV DNA + (<10* kopya) seklinde de olabilir. Gizli HBV
infeksiyonunun nedenleri arasinda viriisiin mutasyona ugramis olmasi, viriis DNA’sinin
konak genomuna integrasyonu, immun komplekslerin olusmasi, konagm bagisik yaniti,
koinfeksiyon bulunur. Gizli HBV infeksiyonlu kisilerin genellikle anti-HBc ve/veya
anti-HBs gostergeleri negatif veya az bir kisminda pozitiftir. Kan ve organ nakillerinde
gizli HBV infeksiyonlu kisiler bulastiricilik agisindan risk olusturmaktadirlar (3).
Ciinkii, HBsAg’nin saptanamayacak kadar diisiik diizeyde oldugu anti-HBc’nin pozitif
oldugu serumlarda HBV DNA’s1 bulunabilmektedir (4).
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Kan transfiizyonu ve organ tranplantasyonlarinin artmasi ile genel toplumdaki
gizli hepatit B infeksiyonunun prevalansinin belirlenmesi son derece onemli hale
gelmistir. Dondr kanlarinin HBsAg yoniinden taranmasi HBV infeksiyon bulasini
Oonemli derecede Onlemesine karsin, yine de HBV transfiizyon sonrasi gelisen
hepatitlerin 6nemli nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir. Yapilan caligmalar
HBsAg’ni negatif, ancak HBV DNA ve anti-HBc pozitif kisilerin HBV bulagmasinda
onemli oldugunu gostermektedir (96). Bu tiir bulas1 6nlemek i¢in kanlarda niikleik asit
saptama yoOntemlerinin uygulandigi iilkeler bulunmaktadir. Kan bankalarn igin
havuzlanmig plazma orneklerinde calismaya uygun ticari kitler vardir. Bir ¢calismada
transaminazlari normal HBsAg’leri negatif donorlerin % 4’iinde, baska bir calismada
ise, %11’inde HBV DNA saptanmistir (97,98).

HBsAg’ni negatif olan ve HBV icerebilen kan donorlerini belirleyebilmek icin
bazi iilkelerde anti-HBc testi yapilmaktadir. Bu yolun gizli infeksiyonlar1 saptamak icin
yararli oldugu bildirilmistir (99). Bu nedenle kan giivenligini saglamak i¢in HBsAg
testlerinin yam sira anti-HBc antikor testinin de uygulanmasi onemli hale gelmistir.
Ulkemizde kan donérlerinde anti-HBc nin rutin olarak taranmasi zorunlu degildir.

Anti-HBc, HBV infeksiyonu ile karsilasildiginin bir gostergesidir. Akut, kronik
veya iyilesmis infeksiyonun belirteci olarak kullanilmaktadir. Gizli hepatit infeksiyonu
olan kisilerde anti HBc pozitifliginin anti-HBc negatifligine gore daha sik bulundugu
bildirilmistir (100,101).

Yurdumuzda saglikli kisilerde ve kan donoérlerinde anti-HBc total pozitifligini
arastiran bir ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Bal ve arkadaslari, HBsAg’ni negatif 9282 kan
bagiscisinda anti-HBc pozitifligini %18 olarak saptamislardir (102).

Durupinar ve arkadaslarinin  kan vericilerde anti-HBc seropozitifligini
arastirdiklan1 calismada, HBsAg’'ni negatif olan 152 kan verici, anti-HBc yoniinden
taranmig, 41’inde (% 41) anti-HBc pozitif ve anti-HBc’si pozitif vericilerin 29’unda
(%70.7) anti-HBs bulunmustur (103).

[zmir’de yapilan bir calismada HBsAg ni negatif 152 kan vericisinde anti-HBc
arastirilmistir. 152 kisinin 58’inde (% 38) anti-HBc pozitif bulunmustur. Anti-HBc’si
olumlu 18 bireyde (% 31) anti-HBs saptanmistir (104).

Ulkemizde saglikli kisilerde yapilan caligmalarda anti-HBc pozitiflik oraninimn
9%26.3-44.7 arasinda oldugu ve oranlarin, bolgeden bolgeye degistigi bildirilmektedir.
(105). Ayrica anti-HBc prevalansimin baz1 yerlerde % 51.8’e kadar yiikseldigi

saptanmistir.  (106). Calismamizda bu oran %21.1 bulunmus, yurdumuzdaki

67



calismalarla ve Diinya Saglik Orgiitiiniin yurdumuz igin belirledigi orta endemik bolge
kriterlerine uymaktadir. HBsAg ve anti-HBc testlerinin birlikte calisilmasi transfiizyon
ile HBV gecisini biiyiik Olciide engelleyecektir. Ancak bdyle uygulamalar HBV
prevalansinin diisiik oldugu (< %3) gelismis iilkeler i¢in uygun goriilmektedir. Fakat bu
uygulama, HBV infeksiyonunun endemik oldugu bolgelerde ve seropozitifligin yiiksek
oldugu gelismis iilkelerde, bagis¢ilarin ¢cogunun reddedilmesine neden olacagi seklinde
goriis bulunmaktadir (107).

Dizer ve arkadaslan tarafindan immiinizasyon amaciyla hastane personeli ve
saglikli kigilerde HBV’iiyle karsilagsma durumunun arastirildig bir calismada, anti-HBc
total yoOniinden taranan 1729 kisinin pozitiflik oranlari1  yas gruplarna gore
degerlendirilmis; Anti-HBc pozitifligi, 11 yas grubunda % 1.75, 12 yas grubunda %3.
28, 17 yas grubunda %10.76, 18 yas grubunda %12.42, 20 yas grubunda %?22.58, 25-40
yas grubunda ise %25.33 olarak belirlenmistir. (108).

Calismamizda anti-HBc pozitiflik oranlarinin yas gruplarina ve cinsiyete gore
dagilimi degerlendirildiginde, 18-29 yas grubunda % 9.2, 30-39 yas grubunda % 22.9,
40-49 yas grubunda % 36.1, 50" yas grubunda % 66.6 oldugu bulunmustur. Yas
gruplart arasinda anti-HBc pozitiflik oranlarinin  dagilimi  istatistiksel olarak
karsilastirlldiginda farkin 6nemli oldugu (p<0.05), cinsiyetler arasinda ise, farkin
onemli olmadig1 (p>0.05) saptanmistir. Anti-HBc¢ pozitiflik oraninin 50% yas grubunda
en yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu sonuca gore yas arttikca HBV ile karsilagsma
oraninin artmis oldugu sdylenebilir.

HBsAg’ni negatif, anti-HBc’si pozitif kisilerde HBV’niin varligin1 arastiran
calismalar yapilmistir. Hoofnagle ve arkadaslart bu serolojik gostergeleri tasiyan
bireylerde HBV DNA saptamis ve HBV infeksiyonu bulagtirma riskine dikkat
cekmislerdir (107).

Baska bir calismada, anti-HBs ve anti-HBc pozitifliginin birlikte olan kisilere
ait kan Uriinlerinin bulas riski tasimadigir gosterilmistir (109). Kan iiriinii ve bagisci
kayiplarin1 azaltmak i¢in anti-HBc’ni pozitif bulunan serumlarda anti-HBs nin
calisilarak, pozitif bulunan kisilerin donor olarak kabul edilebilecegi one siiriilmiistiir
(110). Ancak, anti-HBs pozitif kanlarda HBV’niin bulasgtiginin saptanmasiyla, bazi
iilkelerde anti-HBs’nin kantitatif degerini belirlemeye yonelinmistir (110, 111). Bu
iilkelerdeki gibi, anti-HBs diizeyi belirli bir titrenin iizerinde bulunan kan iiriinlerini
hastaya nakledip, diisiik titrelerde olanlar1 imha etmek, iiriin, bagis¢1 ve ekonomik

kayiplan azaltsa da yeterli olmamaktadir. Tiim bunlarin yaninda, ek testlerin yaratacagi
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personel sikintisi da sonu¢ alma siiresini uzatacak ve dolayisiyla torbalanan kanin
kullanima girmesi gecikecektir.

Anti-HBs antikorunun varligi, HBV infeksiyonunun gegirildiginin veya asilama
sonucu bagisikligin olustugunun bir gostergesidir. Ulkemizde ve diinyada toplumdaki
anti-HBs oranlarinin belirlendigi ¢ok sayida calisma bulunmaktadir. Yilmaz ve
arkadaglar1 acil servise bagvuran yaslart 7-90 arasinda degisen 447’si (%38) kadin,
727’s1 (% 62) erkek olmak iizere toplam 1174 hastanin anti-HBs antikoru varligim
arastirdiklan ¢alismada, anti-HBs pozitifliginin bulunma oranlarim cinsiyetler arasinda
karsilagtirdiklarinda farkin 6nemsiz oldugu bulmuslardir (p>0.05). Yas gruplan
incelendiginde ise, <20 yas grubunda anti-HBs oraninin %16.1 oldugu ve diger yas
gruplanyla kiyaslandiginda bu deger anlamli olarak diisiik oldugunu belirtmislerdir
(112).

Calismamizda 209 donériin 176’sinda (%17.8) anti-HBc ve anti-HBs pozitifligi
saptanmigtir. Toplam 176 serumun 54’iinde (%25.8) > 10 — < 100 IU/mL (zayif
bagisik), 122’sinde > 100 IU/mL (kuvvetli bagisik) diizeyinde anti-HBs antikoru
bulunmustur. Bu sonuca gore 176 bireyin HBV infeksiyonu gecirmis oldugu
anlasilmistir. Anti-HBs erkeklerin 167’sinde (%79.9), kadinlarin 9’unda (% 4.3) pozitif
bulunmustur. Anti-HBs bulunma oranlarinin cinsiyete ve yas gruplarina gore dagilimi
istatistiki olarak degerlendirildiginde farkin 6nemsiz oldugu saptandi (p>0.05). Erkek ve
kadin donorlerin anti-HBs pozitifliklerinin  yas gruplan igerisinde dagilimlar
istatistiksel olarak karsilastirnldiginda farkin 6nemsiz oldugu bulundu (p>0.05).
Yurdumuzda anti-HBc pozitif kan donérlerinde anti-HBs antikor titrelerinin
degerlendirildigi bir calismaya rastlayamadigimiz icin sonuclarimizin karsilastirilmasi
yapilamamistir. Fakat {ilkemizdeki anti-HBs prevalansinin % 50.0’ye kadar yiikseldigi
bildirilmektedir (113).

Calismamizda anti-HBc’si pozitif 209 serumun 33’iinde Anti-HBs negatif, 33
serumun 7’sinde anti-HBe pozitif, timiinde anti-HBcIgM, HBeAg negatif olarak
saptandi. Buna gore 7 bireyin serumlarinda anti-HBc ve anti-HBe’nin birlilkte
bulundugu ve HBV infeksiyonunu yeni gec¢irmis oldugu anti-HBs antikorlarinin
saptanamayacak diizeyde veya olugsma doneminde oldugu seklinde yorumlandi.
Calismamiz izole anti-HBc profili gosteren bireylerde HBV’nii arastirmaya yonelik
oldugu i¢in bu bireylerde HBV DNA’sina bakilmadi.

HBYV infeksiyonunun genel seyri yiiksek serum HBV DNA diizeyleriyle birlikte

HBeAg porzitif evreyi icermektedir. Daha sonra hastalar serokonversiyon siirecine
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girmektedir. Bu siirecte HBeAg kaybolur, anti HBe olusur. Genel olarak bu olay HBV
DNA’nin saptanamayacak diizeye diisecegini ve aminotransferazlarin normal seviyeye
gelecegini gostermektedir. Fakat bazi HBeAg negatif hastalar viremik kalmakta ve aktif
karaciger hastaliklar1 devam etmektedir (114, 115).

HBYV infeksiyonunun olagan dis1 serolojik gostergelerinden biri izole anti-HBc
pozitifligidir. HBcAg’ne kars1 olusan antikor yani anti-HBc infeksiyon sirasinda olusur
ve uzun siire kanda kalir (7). Izole anti-HBc pozitifligi bulunan kisilerin serumlarinda
sadece anti-HBc saptanmaktadir ve bu profil HBV’ne yonelik taramalarinin
yayginlagsmasiyla dikkat ¢cekmistir. Bu durumun nedenlerinin basinda yalanci pozitiflik,
gelmektedir. Diger bir neden HBsAg’'nin saptanamayacak diizeyde oldugu tasiyicilik
durumudur. Bu olgularda mutasyona ugrayan viriisler bulunmaktadir. Ayrica, diyabet,
bobrek yetmezligi ve HIV infeksiyonu gibi bazi hastaliklarda anti-HBs yanitinin
gelismedigi goriilmiistiir. Baz1 olgularda anti-HBs kaybolup, anti-HBc saptanmaktadir.
Izole anti-HBc akut hepatit B'nin dogal seyrindeki pencere doneminden de
kaynaklanabilir. HBcAg disindaki antijenlere konagin yanit vermemesi, pasif transfer,
kan nakli ve transplasental gecis izole anti-HBc pozitifliginin nedenleri arasindadir (3).

Izole anti-HBc sikhig1 cesitli calismalarda %20’ye varan oranlarda bildirilmistir.
Izole anti-HBc’nin prevalanst Avrupa ve Kuzey Amerika’da oldukca diisiiktiir.
Ingiltere’de %0.07, Almanya’da %1.5 olarak bildirilmistir. HBV infeksiyonunun fazla
goriildiigii Yunanistan’da %1.9, Cin’de %2.7 ve Gana’da %12.7’ye kadar c¢ikmistir
(107).

Istanbul’da degisik yas gruplarini iceren bir calismada izole anti-HBc oran1 %
4.64 olarak bulunmustur (116). Ozacar ve arkadaslarinin hepatit B serolojisinde salt
anti-HBc olumlulugu ve HBV agisina yanit konulu caligsmalarinda izole anti-HBc
oranimi % 3.23 olarak saptamislardir. (117). Simdiye kadar Sivas ilinde bu oram
bildiren bir ¢calisma yapilmamistir. Calismamizda 987 donoriin 26’sinda (% 2.6) izole
anti-HBc pozitifligi saptanmaistir.

Calismamizda izole anti-HBc profilinin yas gruplarindaki durumu
incelendiginde; Bu profilin, 18-29 yas grubundaki 433 kisinin 4’iinde (% 15.3)’, 30-39
yas grubundaki 327 kisinin 9’unda (%34.6)’, 40-49 yas grubundaki 188 kisinin 12’sinde
(% 46.2), 50" yas grubunda 39 kisinin birinde (%3.8)’inde bulundugu gériildii. Izole
anti-HBc pozitiflik oranlarinin yas gruplar1 arasindaki dagilimi istatistiksel olarak
karsilastirildiginda aradaki farkin 6nemli oldugu bulunmus (p< 0.05) ve bu oranin en

fazla 40-49 yas araliginda oldugu goriilmiistiir.
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Izole anti-HBc profili tasiyan bireylerde HBV DNA bulunma durumu
bulastiricilik agisindan onemlidir. Yapilan ¢alismalar HBsAg’ni negatif, HBV-DNA ve
anti-HBc’si pozitif kisilerin HBV’niin bulagsmasinda onemli oldugunu gostermektedir
(96).

Theris ve arkadaslarmin yaptiklan c¢alismada, seronegatif iic olguda PCR ile
HBV-DNA saptanmis ve bu oOrneklerle sempanzeler infekte edilerek, seronegatif
kisilerin de HBV yoniinden bulastirici olabilecekleri gosterilmistir (118).

Zerki ve arkadaslann 5043 donériin % 21.47°sinde izole anti-HBc profili
saptamis, anti-HBc’si pozitif serumlarin % 1.25’inde ise HBV-DNA bulmuslardir
(119).

Baska bir ¢alismada HBsAg’'ni ve anti-HBs’si negatif, anti-HBc total’i pozitif
hastalarin % 8.2’sinin karaciger igne biyopsilerinde HBV DNA pozitif bulunmus ve
anti-HBc pozitifliginin karaciger transplantasyonu reddinin sebebi olmasi gerektigi
bildirilmistir. (120).

Hui ve arkadaslarinin kok hiicre vericileri lizerinde yaptigi bir calismada ise,
HBsAg’ni negatif olan katilimcilarin %75,8’inde anti HBc’si pozitif olmasina ragmen
sadece %17’sinde PCR ile gosterilebilen gizli hepatit B infeksiyonunun oldugu
bulunmustur (121). Silva ve arkadaslarinin Brezilya’da, anti-HBc’si pozitif kan
vericilerinde yaptigi bir calismada, gizli hepatit B infeksiyonunun prevalansi % 3.3
bulunmustur (122). Bu oran Brezilya gibi HBV prevalansinin diisiik oldugu Almanya,
ABD ve Venezuella gibi iilkelerde bildirilen oranlara yakindir (%0-7.7). Bu ¢alismada
HBV DNA pozitifligi ile anti HBs pozitifligi arasindaki iligski incelenmis, anti HBs’si
bulunan 86 bireyin 3’iinde ve antikoru bulunmayan 64 bireyin 2’sinde HBV DNA
pozitif bulunmustur.

El-Zaatari ve arkadaslarinin Liibnan’da yaptiklart bir calismada, ii¢c biiyiik
hastaneden toplanan 5511 donor kam anti-HBc ve HBV DNA yoniinden incelemeye
alimmis ve 5511 donoriin 203’iinde (%3.7) anti-HBc pozitif bulunmustur. 203 pozitif
anti HBc’si bulunan 203 serumda real-time PCR yontemiyle HBV DNA c¢alisilmis ve
11’inde (%5.4) HBV DNA pozitif bulunmustur. HBV DNA diizeyleri 400
copies/ml’nin altinda saptanmustir (123).

Misir’da yapilan bir baska calismada ise, kan donorii olarak kabul edilen 712
kisinin 78’inde (%10.96) anti-HBc pozitif, bunlarin 9’unda (%11.54) HBV DNA pozitif
bulunmustur (124).
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Wang ve arkadaslarimin transaminazlari normal HBsAg’si negatif kan
dondrlerinin  %4’iinde, Pao ve arkadaslar1 ise, %11’inde HBV DNA’nin pozitif
oldugunu bildirmislerdir (125,126).

Yurdumuzda Altindis ve arkadaslar1 tarafindan yapilan “Kantitatif anti-HBc
Olctimii ile HBV-DNA varligimin arastinlmasi’” adli ¢calismada HBsAg negatif 232
bireyin 22’sinde (% 9.5) anti-HBc pozitif bulunmus, anti-HBc pozitif serumlarin
tamaminda HBeAg ve anti-HBcIgM negatif, 3’iinde (% 13.6) anti-HBeAg, 17’sinde
(%77.3) ise anti-HBs pozitif saptanmistir. Anti-HBc pozitif 22 serumdan 15’inde
(%68.2) diisiik, 7’sinde (% 31.8) yiiksek diizeyde pozitiflik bulunmus, diisiik diizeyli
antikor bulunan serumlarin hi¢cbirinde HBV-DNA saptanmazken, yiiksek diizeyli anti-
HBc pozitif serumlarin birinde HBV-DNA pozitif bulunmustur HBsAg negatif
olgularda, HBV DNA’nin saptanmis olmasinin 6zellikle kan donorlerinde izole anti-
HBc pozitifliginin aragtirllmasi gerekliligi belirtmislerdir (127).

Giliney ve arkadaslart ‘Kan vericilerin serumlarinda saptanan HBsAg
negatifliginin dogrulanlanmast’ ¢aligmalarinda, 198 saglikli erkek vericiden alinan
HBsAg’leri negatif olan kanlarda farkli bir ELISA kitiyle HBsAg, anti-HBc ve PCR ile
HBV DNA arastirmislar, serumlarin tiimiinde HBsAg negatif, 20’sinde (%10) anti-HBc
pozitif saptamislardir. Anti-HBc antikoru bulunan serumlarin birinde HBV-DNA
bulunmustur.

Pekbay ve arkadaslarmin c¢alismasinda da HBsAg negatif 57 hastanin 1
(%1.75)’inde HBV-DNA pozitif bulunmustur (128).

Bal ve arkadaslari ‘izole anti-HBc pozitif olgularda HBV DNA varligimin
arastirilmasi ve bu olgularin kan bankaciligl acisindan onemi’ adli ¢alismalarinda,
HBsAg negatif 9282 serumda HBsAg, anti-HBc ve anti-HBs testleri ELISA
yontemiyle, HBV DNA testi ise real-time PCR yontemiyle arastiritlmis, HBsAg negatif
dondrlerin %18 (1679/9282)’1 anti-HBc pozitif saptanmistir. Bunlarin 1504 tanesinde
anti-HBs ¢alisilmis ve 225 (%15)’i negatif olarak bulmustur. izole anti-HBc pozitif 225
serumun 218’inde HBV DNA arastirilmis ve 1 (%0.45)’inde pozitiflik saptanmistir
(102).

Calismamizda 987 kan dondriiniin 26’sinda izole anti-HBc profili saptanmis
ve bunlarin birinde (% 3.8), kan donérlerinin ise % 0.1’inde  HBV DNA pozitifligi
bulunarak bu bireyin gizli hepatit B’nin gostergelerini tagidigi belirlenmistir. Saptanan
HBV DNA diizeyinin 61 copies/ml veya 8.7 IU/ml oldugu hesaplanmistir. Yapilan
caligmalarda gizli hepatit B enfeksiyonlu olgularda HBV DNA diizeylerinin diisiik
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(<1000 copies/ml) oldugu bildirilmektedir (129,130,131). Calismamizdaki HBV DNA
diizeyinin de diisiik oldugu, bu durumun diger ¢alismalarla uyumlu oldugu gériilmiistiir.
Incelenen izole HBc profili tagiyan diger bireylerde HBV DNA bulunmamasi
bireylerdeki bagisiklik durumuna veya yapilan teste bagli olabilir.

Sonug¢ olarak, izole anti-HBc profili tasiyan kan donoérlerinin HBV’ nii
bulastirma riski tasiyabildikleri, HBsAg tarama testlerinin transfiizyonla iligkili HBV
enfeksiyonlarini tamamen 6nleyemeyecegi, HBsAg’nin yanisira anti-HBc total antikor
testlerinin de uygulanmasinin transfiizyon sonrasi hepatit B gelisme riskini aza
indirecegi, bunun yam sira iilkemizin hepatit B acgisindan orta endemik bolgede
bulunmasi nedeniyle, donor kaybiin da olacagi g6z oniinde tutularak, iilkemizdeki kan
bankaciligi yoOniinden dondr kanlarinda anti-HBc taramasinin degerlendirilmesinin

uygun olacagi goriisiine varilmistir.
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6. SONUCLAR

. Sivas il smirlar igerisinde yasayan ve goniilli olarak kan merkezlerine basvuran
987 dondriin 209’unda  (%21.1) anti-HBc pozitif bulundu. Anti-HBc pozitiflik
oranlar1 yas gruplar arasinda istatistiksel olarak karsilastirildiginda aradaki farkin
onemli oldugu (p<0.05), cinsiyetler arasinda ise, farkin onemsiz oldugu bulundu
(p>0,05).

. Anti-HBc pozitif serumlarin tamaminda anti-HBs calisildi ve 33’tinde (%15.7)
anti-HBs negatif bulundu. Bireylerin Anti-HBs sonuclan1 kantitatif olarak
degerlendirildiginde 54’iiniin (%25.8) zayif bagisik, 122’sinin (%12.3) kuvvetli
bagisik oldugu saptandi. Anti-HBs oranlarinin yas gruplari ve cinsiyetler arasindaki
dagilimlan istatistiksel olarak karsilastirildiginda farkin 6nemsiz oldugu bulundu
(p>0.05).

. Anti-HBs’si negatif serumlarin tamaminda HBeAg ve anti-HBcIgM negatif,
7’sinde (%21) anti-HBe pozitif saptandi.

. Toplam 987 kan donériiniin 26’smin (% 2.6) izole anti-HBc profili tasidig:

saptandi.

. Kan dondérlerinin birinde (% 0.1) HBV DNA (61 copies/ml veya 8.7 IU/ml)

bulundu.
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