T.C.
GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBI MiKROBIYOLOJIi ANABILIM DALI

HEMODIYALIZ HASTALARINDA GiZLi HEPATIT B
ENFEKSIiYONUNUN POLIMERAZ ZiINCIR REAKSIYONU ILE
ARASTIRILMASI

Ars. Gor. Unsal SAVCI

UZMANLIK TEZI

TOKAT
2014



T.C.
GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBi MIKROBIYOLOJi ANABILIiM DALI

HEMODIYALIZ HASTALARINDA GiZLi HEPATIT B
ENFEKSIiYONUNUN POLIMERAZ ZiINCIR REAKSIYONU iLE
ARASTIRILMASI

Ars. Gor. Unsal SAVCI

UZMANLIK TEZI

TEZ DANISMANI
Dog. Dr. Yunus BULUT

TOKAT
2014
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Uzmanlik egitimim siiresince bilgi ve deneyimleri ile bana daima yol
gosteren ve tez caligmalarim boyunca desteklerini esirgemeyen Gaziosmanpasa
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Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji A.D. arastirma gorevlileri ve teknisyen
arkadaslarima, ayrica destekleri ile bana her zaman giic veren esime ve aileme

gosterdikleri sabir ve anlayis i¢in tesekkiir ederim.



OZET

Serumda hepatit B yiizey antijeninin (HBsAg) negatif oldugu
durumlarda hepatit B virusu DNA’sinin (HBV-DNA) diisiik titrede varligi gizli
hepatit B olarak bilinmektedir. HBsAg testi negatiflesen bazi hastalarin plazma ve
karaciger dokusunda HBV varlig1 devam edebilmektedir. Bu durum tanisal sorunlara
neden olmaktadir. Bu klinik tabloya sahip kisilerin HBV bulastiriciligi yoniinden
toplumda potansiyel bulas riski olusturmalari nedeniyle tespit edilmeleri ¢ok
onemlidir.

Gizli hepatit B enfeksiyonu; hepatoseluler kanser, kronik HCV
enfeksiyonu, hemodiyaliz hastalari, kriptojenik sirozlu hastalar, madde bagimlilar1 ve
intraven6z madde bagimlilarinda, HIV enfeksiyonlu hastalarda, c¢ok sik kan
transflizyonu yapilanlarda ve kan donérlerinde siklikla bildirilmistir.

Bu caligmada Tokat’ta bulunan iki farkli hemodiyaliz merkezinde,
hemodiyaliz uygulanan HBsAg negatif 160 hasta ¢alismaya alinmistir. Kontrol grubu
olarak hemodiyaliz uygulanmamis kronik bobrek yetmezligi olan 28 prediyaliz
hastas1 olmak tizere toplam 188 hasta ¢alisma kapsamina alinmistir. Bu gruplarda
HBV-DNA varligi1 polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile arastirilarak gizli
hepatit B prevelansinin belirlenmesi amaglanmustir.

Polimeraz zincir reaksiyonu yontemi (PCR) ile hemodiyaliz
hastalarinin % 11,3iinde (18/160) HBV-DNA varlig1 saptandi. Kontrol grubunda 28
kronik bobrek yetmezligine sahip hasta vardi. Hemodiyaliz tedavisi uygulanmayan
bu prediyaliz hastalarimda HBV-DNA varligina saptanmadi.

Sonug olarak calismamizda ¢ikan sonuglarin hemodiyaliz hastalarinda
gizli HBV enfeksiyon oraninin (% 11,3) azzimsanamayacak diizeyde oldugu goriildii.
Bu durumun diyaliz iinitelerinde bulas riski olusturmamasi igin, hemodiyaliz
hastalarinin HBsAg negatif olsalar bile analitik duyarlilign yiiksek molekiiler

yontemler kullanilarak taranmasinin yararli olabilecegini diisiinmekteyiz.



ABSTRACT

Serum hepatitis B surface antigen (HBSAQ) is negative in cases where,
hepatitis B virus DNA (HBV-DNA) in the presence of low titer is known as occult
hepatitis B. The HBV presence may continue in plasma and liver tissues of some
patients whose HBsAg tests are negative. This situation causes diagnostic problems.
Determination of these people who has this clinical picture is very important due to
the potential risk of being infectious HBV in the community.

Occult hepatitis B infections have been frequently reported in
hepatocellular cancer, chronic HCV infection, hemodialysis patients, cryptogenic
cirrhosis patients, substance abusers and intravenous drug users, HIV-infected
patients, more frequent blood transfusions and blood donors.

In this study, a total of 188 patients were examined in two different
hemodialysis center in Tokat. 160 hemodialysis patients with HBsAg negative were
included in the patients group, 28 chronic renal failure patients who have not yet
taken hemodialysis were assigned to the control group. In these groups, determining
of the prevalence of occult hepatitis B is aimed by using HBV-DNA by polymerase
chain reaction (PCR) method.

The presence of HBV-DNA was detected in 11,3% hemodialysis patients
(18/160) by using polymerase chain reaction method (PCR). In the control group
there were 28 patients with chronic renal failure. HBV-DNA presence was not
detected in these patients who were not previously hemodialysis.

As a conclusion of our study, a considerable level of HBV infection 11,3%
in hemodialysis patients was observed. We suggest that screening with high
analytical sensitivity of molecular methods may be useful for not taking the

contageous risk in dialysis units even if hemodialysis patients were negative.
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KISALTMALAR ve SIMGELER

HBV: Hepatit B Virusu

DNA: Deoksiriboniikleik asit

HIV: Human Immunodeficiency Virus (Insan Immiin Yetmezlik Viriisii)
HBsAQ: Hepatit B ylizey antijeni

HBCcAQ: Hepatit B kor antijeni

HBeAg: Hepatit B e antijeni

RNA: Ribontkleik asit

DR: Direct Repeats (Dogrudan tekrarlar)

rcDNA: Relaxed-circular Deoksiribonikleik asit (Gevsek sirkiiler DNA)
ORF: Open reading frame (Agik okuma bolgeleri)

LHBs: Large HBs

MHBs: Medium HBs (Orta HBS)

SHBs: Small-HBs (Kugik HBs)

Anti-HBs: Hepatit B yiizey antijenine (s antijeni) kars1 gelisen antikor
Anti-HBc: Hepatit B kor antijenine kars1 gelisen antikor
Anti-HBe: Hepatit B “e¢” antijenine kars1 gelisen antikor

HCC: Hepatoselluler karsinom

HCV: Hepatit C virisu

Bp: Base pair (Baz cifti)

CDC: Centers for Disease Control and Prevention

EIA: Enzyme immunoassay (Enzim immino testi)

PCR: Polymerase chain reaction (Polimeraz zincir reaksiyonu)
PKMH: Periferal kan mononikleer hiicreleri

PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu

AST: Aspartat aminotransferaz

ALT: Alanin aminotransferaz

CRP: C-reaktif protein

Anti-HCV: Hepatit C Virisilne kars1 olusan antikor

GHB: Gizli hepatit B

WHO: Diinya Saglik Orgiitii

SAPD: Sirekli ayaktan periton diyalizi



SEKILLER

Serumun elektron mikroskobik goriintiisiinde {i¢ farkli morfolojik yapinin varlig
Hepatit B viriisiiniin Yapisi

HBV’nin genleri ve sentezlenen RNA’lar

HBYV replikasyonunun sematik gdsterimi

HBV’nin diinya tizerindeki dagilimi

Akut HBV enfeksiyonunun seyri

Kronik HBV enfeksiyonunun seyri

Hastalarin cinsiyetlerine gore dagilimi
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Hastalarin hemodiyaliz siirelerine gore dagilimi

10. Hastalarin yaslarina gore dagilimi
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TABLOLAR

HBYV genotip ve subgenotiplerinin cografik dagilim1

HBYV enfeksiyonun farkli donemlerinde serolojik gostergeler

Gizli hepatit B enfeksiyonu i¢in risk altinda olan gruplar

Hemodiyaliz hastalarinda cinsiyet ve hemodiyaliz siirelerinin dagilimi
Hemodiyaliz ve prediyaliz hastalarinin hepatit belirteglerinin karsilagtirilmasi
Hemodiyaliz ve prediyaliz hastalarinin AST, ALT ve CRP belirteclerinin
karsilastirilmasi

Gizli hepatit B hastalarinin genel 6zellikleri

Gizli HBV pozitif ve negatif hemodiyaliz hastalarinin karsilastiriimasi
Gizli HBV pozitif ve negatif hemodiyaliz hastalarinin yas gruplarina gore
karsilastirilmasi

Gizli HBV pozitif ve negatif hemodiyaliz hastalarinin hepatit belirteclerinin
karsilastirilmast

Anti-HCV pozitif ve negatif hastalarin yas, AST, ALT, CRP ve diyaliz

siirelerinin karsilastirilmasi

12. izole Anti-HBc pozitif ve negatif hastalarin yas, AST, ALT, CRP ve diyaliz

stirelerinin karsilastirilma
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1.GIRiS

HBV enfeksiyonu; global bir halk sagligi problemidir ve diinyada en sik
goriilen bulasic1 hastaliklardan birisidir. WHO; diinya popiilasyonunun 1/3’{inden
daha fazlasinin HBV ile enfekte oldugunu tahmin etmektedir (1).

HBV’nin tek dogal konakg¢isi insandir. HBV enfeksiyonunun gegis yollari;
vertikal gecis (perinatal olarak anneden ¢ocuga), seksiiel aktivite (heteroseksiiel ve
erkek homoseksiiel), intravendz ilag kullanimi ve diger enfekte viicut sivilar ile
fiziksel temas (mesleki temaslar, kontamine kan Urlnleri ile temas, insandan insana
bulas) ile olmaktadir (1).

Hepatit B viriis enfeksiyonunun tanisi viriise ait olan ¢esitli antijenlerin veya
bu antijenlere kars1 konak cevabi ile olusan antikorlarin spesifik serolojik testlerle
tespit edilmesi sonucu konulmaktadir. Hepatit B yiizey antijeni (HBsAg) HBV
enfeksiyonun en 6nemli belirteclerinden biridir. HBsAg 6 ay pozitif olarak kalir ise
hastalik kronik HBV enfeksiyonudur (2,3).

HBV sonucu gelisen hepatit olgularinin bir kismi1 kroniklesir veya siroza
ilerleyebilir. Kronik HBV enfeksiyonu ve sirozlu hastalarin % 12-55’inde
hepatoseliiler karsinom gelisir (4).

HBYV enfeksiyonunun tanisinda serolojik gdstergeler baz1 durumlarda yetersiz
kalabilir. Gizli HBV enfeksiyonunda viral replikasyonun gosterilmesi icin HBV
DNA arastirilmalidir (5). Hepatit B viriis replikasyonunun en duyarli gostergesi
HBV-DNA’nin serumda gosterilmesidir. Antiviral tedavi ve tedavinin izlenmesinde
de HBV-DNA seviyesinin takibi gereklidir (5).

Gizli Hepatit B virus enfeksiyonu; HBV yizey antijeni (HBsAgQ) negatif olan
kisilerde karaciger dokularinda (bazi durumlarda serumda da) viral genomlarin
(HBV-DNA) uzun sire kalmasi olarak tanimlanmustir (6, 7).

Gizli HBV enfeksiyonunun tanisi igin, duyarliligi yiiksek HBV-DNA
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) testi gerekir. PCR testleri kullanilarak 10
kopya/ml DNA dahi, ¢cogaltilarak tespit edilebilir (5,7).



Gizli HBV enfeksiyonu, kriptojenik hepatit ve hepatoselliler karsinom
(HCC) durumlarinda daha sik gozlendigi, enfeksiyonun gizli bir seyir gostermesinde
Human Immunodeficiency Virus (HIV) ve Hepatit C virus (HCV) ile ko-enfeksiyon
olgularinda, hemodiyaliz, transplantasyon ve intravendz ila¢ bagimmliligi gibi

faktorlerin etkili olabilecegi bildirilmistir (8, 9).

Gizli hepatit B prevalansinin net olarak bilinmemesinin nedeni cografik
degiskenlik ve PCR metodlarinin farklilik géstermesidir. Cok uluslu bir aragtirmada
farkli sebeplerle (kronik idiopatik hepatit, alkolik hepatit, HCC gibi) karaciger
biyopsisi yapilan HBsAg (-) hastalarin parafin bloklar1 incelenmis, bu hastalarin
karaciger dokularinda nested PCR metoduyla gizli hepatit B prevalanslari; italya’da
% 11, Hong Kong’ta % 6,9, ingiltere’de % 0 olarak bildirilmistir (10).

HBV- DNA’nin tespiti i¢in farkli yontemlerin uygulanmasi ve toplumdaki
HBV risk faktorlerinin farklilik gostermesi nedeniyle prevalans c¢alismalarinin
karsilastirilmasinda zorluklar yasanmaktadir. ilk olarak topluma dayali arastirma
Kanada’da yapilmistir. Daha Once hepatit B geciren bireylerde gizli hepatit B
prevalanst %18 olarak bildirilmis, seronegatif (HBV belirteclerinin tamami negatif )
bireylerde % 8,1 olarak bildirilmistir (11).

Uzun donem hemodiyaliz uygulanan hastalarinda gizli hepatit B enfeksiyonu
prevalansiyla ilgili calismalar smirlidir. Yapilan bu ¢aligmalarda hemodiyaliz
hastalarinda gizli hepatit B enfeksiyon oran1 % 0-58 arasindadir. Kronik hepatit C’li
hemodiyaliz hastalarinda ise gizli HBV enfeksiyonu %36,4” dir (12).

Bizim c¢alismamizda Tokat’ta bulunan iki farkli hemodiyaliz {initesinde

HBsAg negatif olan hastalar arasinda gizli hepatit B siklig1 arastiriimistir.



2.GENEL BIiLGIiLER

Viral hepatitler, ilk defa M.O. besinci yiizyilda tanimlanmustir. Hepatit B
virusu (HBV) kan yoluyla bulasan sarilik etkeni olarak ilk defa Blumberg ve Alter’in
1965°de ‘Avustralya antijeni’ni bulmasiyla tanimlanmustir. Avustralya kokenli
16semili bir hastanin serumunda hepatit B ylizey antijenini gostermislerdir. Bunun
arkasindan akut hepatit B gegiren bir hastada ayni antijen gosterilmis ve enfeksiyon
icin spesifik bir test olarak tanimlanmistir (13).

Bu Avustralya antijeninin hepatit B yuzey antijeni (HBsAg) oldugu
tanimlanmis ve HBSAQ’nin akut ve kronik hepatit B enfeksiyonu ile iligkisi ortaya
¢ikartimistir (1).

1970’li yillarin  baglarinda serum orneklerinde glnimizde ‘Dane
partikilleri’olarak isimlendirilen genis kiiresel yapilar tanimlanmustir (14).

Krugman, 1s1 ile inaktive edilen hepatit B ylizey antijeni pozitif serumlarin
immunojenik oldugunu ve asi olarak kullanilabilecegi gosterilmistir. 1972°de
Magnius ve Espmark virusun “e antijeni”ni tamimlamiglardir. 1979’da ise DNA’s1

klonlanarak tam niikleotid dizisi ¢ikarilmistir (13).

2.1. Hepatit B Virusunun Yapisi

HBYV; kismi ¢ift sarmalli ve zarfli bir DNA viriisiidir ve Hepadnaviridae
ailesinin prototip bir tyesidir. Hepadnaviridae ailesindeki viriisler, dag sigani, tarla
sincabi, 6rdek ve balik¢ildan izole edilmistir (1).

HBV ve dag sicam1 ile tarla sincabinda bulunan hepadnavirusler
ortohepadnaviriis grubundadir. Ordek ve balik¢ildaki HBV ise avihepadnaviriis
grubunda yer alir (15).

HBV ile enfekte hastalarinin serumlarinin incelenmesi Ssonucu ¢esitli

oranlarda 3 farkli morfolojik yapinin oldugunu gdsterilmistir.



Sekil 1: Serumun elektron mikroskopik goriintiisiinde ii¢ farklt morfolojik yapinin
varligi (16).

Sekil 1. de goriildigi gibi virlisiin yapisinda en fazla bulunan 22 nanometre
capinda pleomorfik, sferik, non-infeksiyoz partikiler formlardir. ikinci form
flamentdz ve tiibiiler formlardir ve bunlarda non-infeksiyozdir. Ugiincii form ise
HBV virionudur. 42 nm gapinda bu kiresel partikiller infektiftir ve HBsAg'den
olusmaktadir. HBV'niin ¢ekirdeginde; kismi ¢ift sarmal DNA, hepatit B kor antijeni
(HBcAg), hepatit B e antijeni (HBeAg) ve DNA bagimli RNA polimeraz
bulunmaktadir (16).

Bu Uc¢ tip partikilin hepsi anti-HBs antikorlar1 ile reaksiyon verir. Bunun
nedeni hepsinin yapisinda da HBs olarak bilinen ortak yiizey antijeninin
bulunmasidir. Hepatit B virusu yiizey antijeni 24 kD biiyiikliigiinde bir protein olup,
glikozillenmis veya glikozillenmemis sekilde bulunabilir. Hepatit B virusu ile
enfekte bireylerin serumlarinda bol miktarda enfeksiyon olusturmayan HBsAg
saptanir. As1 tretiminde Ozellikle enfeksiyon olusturmayan 22 nm’lik sferik ve

filamant6z HBsAg yapilart kullanilir (17).



22nm’lik  partikiillerin tamami ylizey antijeninden olusurken, Dane
partikillerinin sadece 7 nm kalinhigindaki dis bolgesi, lipid tabakasi igine integre
olmus ylizey antijeninden olusur. Bu tabakanin altinda ise 25-27 nm ¢apindaki ‘Kor
Bolgesi’ bulunur. Akut hepatit B olgularinda tespit edilen anti-HBc (Hepatit B kor
antikoru) ile bu bdlgenin reaksiyon verdigi belirlenmistir. Glnimuzde HBCAg
(Hepatit B kor antijeni) olarak isimlendirilen bu kor bdlgesinin, kilif tabakasindan
farkli bir antijenik yapiya sahip oldugu bilinmektedir. Niikleokapsit bolgesi, HBCAg
Ozelliginin yanisira bu antijenin yapisal degisiklige ugramis sekli olan HBeAg
(Hepatit B e antijeni) 6zelligini de tasir. Kor bolgesi bu iki antijenin disinda, virus
DNA’sini, DNApolimeraz enzimini ve DNA’ya kovalent baglarla birlesmis bir
polipeptidi de icermektedir.

Enfektif 6zellikte olmayan formlar Dane partikillerinden daha fazla Uretilir
(%85). Dane partikiillerinin sayis1 10*-10%ml arasinda iken, enfeksiydz olmayan
kiiresel partikiillerin sayisinin 10%3/ml veya daha fazla oldugu bildirilmistir. (18, 19).

2.2.Viral Genomu

HBYV birgok sira dis1 6zellige sahip kiigiik zarfli bir DNA virtistidiir. Spesifik
olarak genomu kiigiik, ¢embersel, yalnizca 3200 niikleotidden olusan kismi ¢ift
iplikli DNA igerir (1).

. —Kiglk yizey
' D 4 proteini (S)
L - Orta ylzey proteini
Y (S+Pres2)
RN Biyik yizey proteini
- (S+PreS1+Presz)

Polimeraz

Sekil 2. Hepatit B Viriisiiniin Yapisi(20).



Virus proteinlerini kodlayan uzun zincir (L veya negatif zincir) 3200
niikleotid tasir ve tam bir halka olusturur. Daha kisa olan zincirin (S veya pozitif
zincir) uzunlugu ise degiskendir (1800-2700 nukleotid). Bu nedenle DNA
molekdliiniin bir kism1 tek sarmallidir. Bu zincirler ortak baz ¢iftlerine sahip olup,
sirkiiler bir yap1 halinde bulunmakla birlikte, 3 ve 5’ uclart ile birbirleriyle
birlesemediklerinden gergekte lineer molekiillerdir. Hepatit B virusu DNA’sinin
cembersel sekildeki yapisal biitiinliigii her iki zincirin 5’ uclarindan birbirlerine
hidrojen baglari ile tutunmalar1 sonucu gerceklesir. Bu bolgeler 10-12 nukleotidlik
yinelenen dizinlerden meydana gelmis sabit bdlgeler olup, DR (Direct Repeats)
olarak adlandirilirlar. Hepatit B virusunda iki adet DR (DR1 ve DR2) bulunur.

Negatif iplik¢igin 5° ucunda kovalen baglanmis viral polimeraz ve pozitif
iplik¢igin 5’ ucunda kovalen baglanmis oligoniikleotid RNA bulunur. Viral genomun
bu yapist gevsek sirkiiler DNA (rcDNA= relaxed-circular, partially double —stranded
DNA) olarak adlandirilmaktadir (18).

Hepatit B virusunun kodlanmis genetik bilgisinin tamami negatif sarmal
tizerindedir. Sarmal {izerinde 4 tane agik okuma alani (ORF=open reading frame)
bulunur. Bunlar S, C, X ve P holgeleridir. Bu dort gen bolgesi birbiri ile i¢ igedir.
Genomun en uzun geni olan P geni X ve C geni ile kismen, S geni ile tamamen
cakismig durumdadir. Bu sekilde uzun sarmal 1,5 defa okunur. HBV’nin S geni;
virionu cevreleyen yuzey proteinlerini, C geni; kapsid proteinlerini, X geni; X
proteinini ve P geni de; revers transkriptaz aktivitesine sahip DNA polimerazi kodlar.
Gen Uzerinde bulunan her bdlge (S geni Uzerindeki pre-S1, pre-S2 ile C geni
Uzerindeki pre-C ve C bolgeleri) i¢in farkli baslangi¢ kodonlart bulunmaktadir. Bu
sekilde birbiri ile iligkili, birden fazla proteinin sentezi saglanmis olur. Sekil 3’de

gosterilmistir (19).



Sekil 3: HBV’nin Genleri ve Sentezlenen RNA’lar (20)

Hepatit Bvirusu, dort adet agik okuma boélgesine (ORF) sahip olmasina
ragmen yedi farkli polipeptit Uretebilmektedir. (Large HBs, Medium HBs, Small
HBs, HBeAg, HBcAg, DNA polimeraz ve HBxAQ) (21).

2.3. HBV Virusuniun Replikasyonu

Replikasyonun ilk asamasinda; viriis hedef hiicreye baglanarak hiicre i¢ine
girer. Hepatositler, bu virlsin spesifik hedefidir. HBV'nin konak hicreye
baglanmasinda fibronektin, transferrin reseptorii, apolipoprotein H, polimerize insan
serum albimini, pre-S2 glikan, HBV baglayan faktor gibi birgok reseptor adayi

tanimlanmustir (22).

1.Tutunma, adsoprsiyon ve penetrasyon.

2. Kor’un ¢ekirdege tasinmasi.

3. Covalently closed circular DNA’nin meydana gelmesi.
4. Transkripsiyon ve viral RNA’larin sentezlenmesi

5. Translasyon ve viral proteinlerin sentezlenmesi

6. Pre-genomik RNA ve viral polimerazin enkapsidasyonu.



7. Revers transkripsiyon sonucu DNA sentezi.
8. HBeAg salinimi.
9. Sferik ve filamentoz partikiillerin salinima.

10. Olgun, enfeksiyoz virionun (Dane partikiilii) salinimi.

Sekil 4:HBV replikasyonunun sematik gosterimi (20)

Son yillarda, hepatit B viriisiiniin hepatositlere tutunmasinda gorev alan L ve
M proteinlerinin de 6nemi tespit edilmis, in vitro kosullarda pre-SI ve pre-S2'de
karacigere spesifik tutunma bolgeleri tanimlanmustir (23,14).

Hepatit B viriisiiniin replikasyon kapasitesi ¢ok yiiksektir ve giinde 10 - 103
viriis salinir (24).

HBYV replikasyonu sitopatik degildir ve hiicrede belirgin olarak morfolojik
degisiklikler yapmaz (25).

Prodiiktif enfeksiyon ¢ok smirli hiicrede meydana gelir ve HBV’nin
replikasyonu icin hepatositler tek ispatlanmis bolgedir. Safra kanali epitelyum
hiicreleri, pankreasin bazi ekzokrin ve endokrin hucreleri, bobrek ve lenfoid doku da
enfeksiyon hedefi olabilir. Fakat hepatosit dis1 replikasyon bolgelerinin viral

patogenezde rolii olmadigi diistiniilmektedir (26).



Viriis hepatosite baglandiktan sonra konak hiicrenin ¢ekirdegine nasil ulastigi
hakkinda kesin bilgiler yoktur. Viriis biiyiik olasilikla reseptdre bagimli endositozile
hlicreye girer, viris DNA’s1 ve niikleokapsid viryondan ayrilmakta ve konak
hlcrenin ¢ekirdegine yerlesmektedir.

Serbest HBV DNA'sinin kisa zincirinin eksik bolimu endojen DNApolimeraz
enzimi tarafindan tamamlanarak, tamamen ¢ift sarmalli, uclar1 kapali, sirkiiler yapida
bir HBV-DNA meydana gelir. Kalip olarak konak hiicre RNA polimerazin (RNA
polymeraz 2) yardimi ve viral diizenleyicilerin (4 adet promoter, 2 adet enhancer)
aktiviteleriyle DNA'dan viral RNA'lar sentezlenir. Bunu konak hicre
sitoplazmasinda devam eden replikasyon stresince 3.5 kb’lik RNA(+RNA)’dan (-)
DNA sarmalinin sentezlenmesi takip eder. Kalip olarak kisa zincirin sentezi igin
uzun zincir kullanilir. Kismi ¢ift sarmalli sirkiiler yapidaki kor kismi kilif proteinleri
tarafindan cevrelenir ve ayn1 zamanda polimeraz tikenerek kisa zincirin sentezi
tamamlanamadig1 i¢cin bu sarmal eksik olarak kalir. Meydana gelen kismi cift
sarmalli DNA molekiiliine sahip viral partikiil, konak hiicreden disar1 ¢ikar yada yeni
bir replikasyon icin hucrenin nukleusuna gecer (23, 27, 21, 28). Sekil 4’de

gosterilmistir.

2.4. Viral Proteinlerin Sentezi

Zarf veya ylzey proteinleri (HBsAQ): S geni tarafindan biiyiik yiizey proteini
(LHBs-Large HBs), orta ylzey proteini (MHBs-Medium HBs) ve kicuk yizey
proteini (SHBs-Small HBs) olmak Uzere bu gen (¢ adet ylzey proteini sentezler. Bu
proteinler hem Dane partikiillerinin ylizeyinde hem de enfekte hastalarin karaciger ve
serumlarinda tespit edilen 22 nm gapindaki kiiresel ve tiibiiler partikiillerin yapisinda
bulunurlar (19, 20).

Tek bir gen tarafindan kodlanan bu proteinlerdeki farkliliklar aslinda sentezin
aynt  gen  izerindeki farkli  baglangic  kodonlarindan  baslamasindan
kaynaklanmaktadir. Her ti¢ bolgenin baslangi¢c kodonlar1 farkli olmakla beraber ortak
3' ucuna sahip olduklarindan, sentez hangi kodondan baslarsa baslasin ayn1 3' ucunda

sonlanarak tg¢ farkli protein molekilu sentezlenmektedir.



Okuma islemi gen iizerindeki ilk kodondan basladigi zaman preS1+preS2+S
boélgelerinin tamami okunacagindan blyUk yiizey proteini (LHBs-Large HBs), S geni
Uzerindeki ikinci kodondan baslar ise preS2+S bdlgelerin okunur ve orta yiizey
proteini (MHBs-Medium HBs) ve yalnizca S bdélgesini icerir ise kigik yiizey
proteini (SHBs-Small-HBs) sentezlenir (29, 30).

Blyuk ylizey proteini (LHBs-Large HBs)’nin; virion konak hicreye
baglanmasinda, hepatositlere adsopsiyonu, kor proteinlerinin kiliflanmasinda, bunun
yaninda T ve B lenfositleri i¢in 6nemli antijenik bdlgeler igerdiginden viral
enfeksiyonlardan da korunmada rolii oldugu disiiniilmektedir. LHBs’nin 21-47.
aminoasitleri arasindaki bdlgenin, hepatositlere baglanma 6zelligi oldugu, burada
lezyon olusturabilecegi tespit edilmis ve bu bodlgeye karsi olusan antikorlarin
baglanmay1 onledigi gosterilmistir (31, 32).

Orta ylzey proteini (MHBs-Medium HBs)’nin  HBV’nin hepatosite
adsorbsiyonunda rol aldig1 diisiiniilmektedir. M proteininin replikasyon olmadigi
zamanlarda HBsAg icerisinde yer almadiginin saptanmasiyla, pre-S2 varliginin
tespiti, viral replikasyonun bir gostergesi olarak kabul edilir (33).

HBsAg partikiillerinin ana bileseni kuglk ylzey proteini (SHBs-Small
HBs) dir. Serumda bulunan filamenttéz HBsAg partikiilleri cogunlukla S ve daha az
miktarlarda M ve L glikoproteinlerini icerir (1).

Enfeksiyonun erken doneminde olusan buyik yizey proteinleri (LHBs) ve
orta ylizey proteinleri (MHBs) ve bu proteinlere karsi antikor olusumu iyilesmenin
gostergesi olarak kabul edilir (28).

HBsAg glikoproteinleri gruba 6zgii (‘a’ diye adlandirilan) ve tiire 6zgi (‘d’

ya da ‘y’ ve ‘W ya da ‘r ) determinantlar tasir. Bu antijenlerin farkli
kombinasyonlart sonucu epidemiyolojik belirleyici olarak kullanilan sekiz HBV

subtipi ortaya ¢ikar (1).
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2.4.1. Kor proteinleri

C geni, lzerinde Pre-C ve C olmak tizere okuma isleminin basladig1 iki ayr1
gen bolgesi icermesi nedeniyle iki farkli protein (HBeAg ve HBCAQ) sentezler (34,
35).

Okuma iglemi pre-C’den baslarsa her iki bolge (pre-C ve C) de okunur ve
HBeAg proteini sentezlenir. Eger okuma islemi C bélgesinden baslarsa HBcAg
proteini sentezlenir (36).

Kanda dolagan HBeAg spesifik olarak serum albumini, immunglobulin ve
alfa-antitripsine baglanma 6zelliginden yapisindaki HBcAg ile ilgili determinantlar
maskelenir ve 6zgiil olarak Hepatit B enfektivite antijenine kars1 antikor (anti-HBe)
baglanabilirken, anti-HBc ile reaksiyona girmez.

HBeAg ekstraselliler ortama sekrete edilir, fakat HBcAg icin boyle bir
durum s6z konusu degildir. Bundan dolay1 dolasimda serbest halde HBCAg
bulunmaz. Kanda sadece Dane partikullerinin iginde bulunur (13, 29).

HBeAg, yapisal bir protein olmamakla birlikte, hepatositin dis yiizeyinde ve
serumda ¢Ozundr halde bulunur. Anti-HBe’ye baglanabildigi halde, anti-HBc ile
reaksiyon vermez. HBeAg’nin fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. Fakat viral
replikasyonun bir gostergesi oldugu diisiiniilmektedir. Ancak yapilan bazi
arastirmalar, HBeAg’nin replikasyon i¢in gerekli olmadigin1 ve anti-HBe ile birlikte
vireminin tespitinde glvenilir bir parametre olamayacag: ileri siiriilmektedir (21,
28,37).

HBcAg ve HBeAg'nin imminojiteleri ¢ok gicludur. HBcAg'nin
immunojenitesi HBsAg'den daha yiksektir ve T hiicre bagimsiz antijen 6zelligine
sahiptir. Hepatit B virlsu ile enfekte olan hastalarin neredeyse hepsinde HBeAg ve
HBcAg’ye karst hem hiicresel ayn1 zamanda da humoral cevap gelisir. HBCAQ’ye
Ozgul olan T hiicreleri, HBsAg’ye humoral cevabi baglatabilir ya da bu yanita
fonksiyonel yardim saglayabilmesine ragmen, anti-HBSAg’nin tersine HBCcAQ’ye
kars1 gelisen antikorlar koruyucu 6zellikte degildir.

Anti-HBc antikorlar1 erken tespit edilir ve uzun siire kalici olmasindan dolayz,
hepatit B enfeksiyonu gegiren saglikli bireylerlerle beraber kronik HBV enfeksiyonlu

hastalarin serumlarinda da tespit edilir.
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Anti-HBc IgM antikoru akut dénemde; HBsAg'in kayboldugu anti-HBs'nin
heniiz tespit edilemedigi pencere doneminde pozitiflesir. Fakat bu antikor tek bagina
akut enfeksiyonu géstermez. Bunun sebebi bazi HBsAg tasiyicilarinde ve kronik
hepatitli hastalarin ¢ogunda diisiik titrelerde de olsa Anti-HBc IgM antikorlarinin
bulunmasidir. Sonug olarak anti-HBc IgM antikorunun negatif olmasi pozitifliginden

daha degerli bir parametre olarak kabul edilmektedir (21, 33).

2.4.2. P Proteini

P geni en uzun gendir, genomun %80’ini kapsar ve diger ii¢ genle ortak
dizileri kullanir. Kodladigi polimeraz proteini pgRNA’dan sentezletilir. Polimeraz
proteini multi fonksiyonel bir proteindir, revers transkriptaz, DNA polimeraz ve

RNaz H aktivitelerine sahip boltmleri bulunur (13).

Pol geni;

a) Terminal protein (tp),

b) Spacer ( birlestirici) bolge,

c) Revers transkriptaz/ DNA polimeraz (rt),

d) Ribontkleaz (rn) bolgesi.

Olmak tzere dort farkli bolgeden olusmaktadir (38).

2.4.3. X Proteini

Dogal enfeksiyondaki rolii tam bilinmemekle birlikte virls replikasyonu igin
gereklidir. In vitro ortamda viral genleri ve konagin MHC genlerini aktive ettigi
gosterilmistir (39).

Bununla birlikte, X proteini timor supressor gen triintiniin (p53) islevini
bozar. Bundan dolayr HBV ile iligkili hepatokarsigonez siirecinin ilk asamasinda
etkili oldugu ve HbxA’nin hepatoselliler karsinom (HCC) gelisiminde rol aldigi
diisiiniilmektedir. Bu sebepten X sekansina ait sentetik peptidler kullanilarak
hastalarin serumunda Anti-HBx antikorlarinin tespitinin HCC’nin erken tanisinda

icin yararl olabilecegi bildirilmektedir (40, 41).
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2.5. HBV Genotipleri

HBV A’dan H’ye isimlendirilmis 8 farkli genotip olarak gruplandirilmistir
(61,91). HBV’nin ilk olarak tiplere ayrilmasinda HBSAgQ’nin antijenik
heterojenitesinin tespiti igin serolojik analizler kullanilmistir. 9 HBSAg subtipi
belirlenmistir. Bunlar ayw1, ayw?2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4q, adrg* ve adrq
subtipleridir (91). Belirlenen antijenik farkliliklar ve genetik tiplendirmeler
sonucunda HBV izolatlarinin birbirinden %8 ve daha fazla farkliliga sahip 8 farkh
genotip olusmustur (91,92). Yapilan sonraki arastirma ve raporlar genotipleri farkli
cografik kokenli subgruplara ayirmistir (5, 63, 91). Tablo 1’ de gorilmektedir (42-
46).

Tablo 1: HBV genotip ve subgenotiplerinin cografik dagilimi (16)

Genotip Subgenotip En sik goriildiigi cografi bélge
A A1 Avrupa, Hindistan, Afrika, Kuzey
A2 Amerika
B B1 Japonya
B2 Cin
B3 Endonezya
B4 Vietnam
C C1 Japonya, Cin, Kore
c2 Cin, Guneydogu Asya
C3 Yeni Zelanda
C4 Polonez Adalar
D D1,2,3,4 Tim diinyada
Yok Bati Afrika
F FA1 Orta Amerika
F2 Glney Amerika
G Yok ABD, Meksika, Avrupa
H Yok Orta Amerika ve Kaliforniya
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HBV’nin genotipi; hastaligin aktivitesini, prognozunu ve tedaviye cevabi
etkilemektedir. HBsAg negatif gizli HBV enfeksiyonu olan hastalarin %61°i genotip
D’ye sahiptir. Buna karsiik HBsAg pozitif olan hastalarin %53’ genotip A’dur.
Belirtilen sonuclar gizli HBV enfeksiyonu gelisiminde genotipin etkili olabilecegini
diistindiirmektedir. Tiirkiye’deki HBV virus genotipi D’dir, diger tipler nadir olarak
gorulmektedir (47).

Yapilan subtip c¢alismalarinda Ulkemizde HBV subtipi “ayw” olarak
belirlenmistir (48). Hepatit B virusunun subtipleri serolojik olarak ayrilabilmesi igin
monoklonal antikorlar kullanilir ve HBV enfeksiyonunun takip edilmesinde yardime1
olabilir (49).

2.6. HBV Mutasyonlari

HBYV ile enfekte bireylerde enfeksiyon yasinin biiyiimesiyle beraber, viral
popiilasyonda mutant viriislerin olustugu belirlenmistir. Deneysel olarak HBV’nin
mutasyon hizi, her enfeksiyon yilinda 10 000 bp i¢in bir niikleotid olarak
hesaplanmistir. Bu mutasyon hizi diger DNA viriislerinden 10-100 kez fazla olup,
HBV’nin RNA aracis1 kullanarak revers transkripsiyonla replike olmasina baglhdir.
Kronik uzun sureli bir enfeksiyon olan HBV enfeksiyonunda viral replikasyon
hizinin ve revers transkriptaz hata oraninin yiiksek olmasi, populasyon i¢cinde mutant

kokenlerin zamanla birikmesine neden olur (13).

2.6.1. Prekor/kor geni mutasyonlar:

Giliney Avrupa ve Asya’da agir karaciger hastalifi ve aktif viremisi olan
bir¢cok hastada HBsAQ’nin negatif oldugu goriilmiistiir (13).

Bu hastalarda diisiik seviyede ya da kaybolmus HBeAg ekspresyonu ile
iliskisi ortaya konulan iki mutasyon belirlenmistir. Burada belirtilen ilk mutasyon,
preC bolgesinde stop kodonu olusumu ile translasyonu durduran mutasyondur.
Normalde preC bdlgesinde stop kodonu yoktur ve sentez islemi preC bdlgesinin start
kodonundan baglar ve C bdlgesinin start kodonu ile devam eder.

Eger preC bolgesinin 1896. niikleotidindeki guanin’in (G) yerine adenin (A)
gelirse triptofan kodonu olarakta bilinen kodon 28 (TGG), stop kodon (TAG) haline
gelir ve HBeAg proteini olusamaz. Belirtilen bu nokta mutasyonu C bolgesinin start
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kodonundan o6nce meydana geldigi i¢in ve HBeAg ile HBcAg farkli mRNA
molekiillerinden sentezlendiginden HBeAg Uretilemez. Ancak HBCAQ’nin sentezi
devam eder (20, 50).

‘e-negatif olarak adlandirilan bu varyant viruslar, fulminan hepatit ve agir
kronik karaciger hastalarinda da tanimlanmistir. ‘Core promoter’ bolgesi, HBV’nin
replikasyonu ve morfogenezinde en 6nemli roll Gstlenen gen bolgesidir. Bu bolgede
HBV genotipine bagli olarak ‘precore’ mutasyonlari goriilir. Bu mutasyonlar
genellikle 1762. ve 1764. pozisyonlarda izlenir. Al762T ve G1764A ikili
transizyonlarinda precore mRNA transkripsiyonu baskilanmakta ve HBeAg salinimi

%70 oraninda azalmaktadir (13).

2.6.2. S geni mutasyonlari

HBV’ye kars1 noétralizan antikor yanitina neden olan ‘a’ determinantindaki
124-147. aminoasitler arasi, tiim subtiplerde oldukc¢a korunmus bir bolgedir. 145.
pozisyonda bulunan glisinin, arjinine degismesine neden olan mutasyon (sG145R)
viriiste biiyilik antijenik degisiklige neden olur.

HBsAg’nin ii¢ boyutlu yapisinda olan bu degisiklik, anti-HBs’nin notralizan
etkisinden kurtulmasimma ve replikasyona devam etmesine neden olur. Bu gen
bolgesinde sD144A, sD1261/T, sL141E mutasyonlar1 ve 122 ile 123. aa. ler arasina
insersiyon ile olusan mutasyonlarda bildirilmistir. Asinin korumadigi bu durum ‘as1
kagak mutantlar’ olarak adlandirilmaktadir. Karaciger transplantasyonundan sonra
HBV reenfeksiyonunu 6nlemek amaciyla hepatit B hiperimmiinglobulini (HBIG)
kullanim1 sirasinda da 12 ay icerisinde hastalarin %20’ sinde ‘a mutantlar’
secilmektedir.

Antikor etkisinden kagan bu virlislere ‘immiin kacak mutantlar’ adi
verilmektedir. Yine ‘a’ determinanti mutantlar1t HBsAg’nin antijenik yapisindaki
degisiklik nedeniyle HBsAg tanisinda kullanilan baz1 testler tarafindan
saptanamamaktadir. Bu durum da ‘tanisal kacak mutantlar’ olarak adlandirilirlar

(13).
2.6.3. P geni mutasyonlari

Revers transkriptaz inhibtori olan nukleotid/nlikleozit analogu ilaglarin

kullanimindan sonra gériilmeye baslanmistir. P geni en uzun gendir ve genomun
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%80’ini kapsar. Kodladigi polimeraz proteini pgRNA (pregonomik RNA)’dan
sentezlenir.

Polimeraz proteini multifonksiyonel bir proteindir, revers transkriptaz, DNA
polimeraz ve RNaz H aktivitelerine sahip bolumleri bulunur. Enzimin revers
transkriptaz aktivitesi gosteren C katlantisinda yer alan tirozin (Y), metiyonin (M),
aspartat (D), aspartat (D) aminoasitlerinden olusan bolimi (YMDD motifi)
niikleotid baglayan Kkatalitik bolgesidir. Lamuvidin kullanimi ile bu bodlgedeki
metiyoninin izolésin veya valine degismesi (rtM2041 veya rtM204V) virlsln
replikasyon kapasitesini diisliriir. Tedaviye devam edildiginde baska mutasyonlar da
gelisir. YMDD motifinde degisiklige neden olan mutasyonlar lamivudin yaninda
famsiklovir ve adefovir gibi revers transkriptaz enzim inhibitorlerine de direnc
gelismesine neden olmaktadir.

HBV’de lamivudin direnci, tedavinin birinci yilinda %14-32, dordinci
yilinda %70 olarak bildirilmistir (13).

2.6.4. X geni mutasyonlari

Viral genom transkripsiyonu i¢in gerekli olan X proteini HCC gelismesinden
de sorumlu tutulmaktadir. X proteini, birgok prom bdlgeyi aktive etmekte, viral
RNA’nin stabilitesini saglamakta, hiicre biiyiimesini ve apoptotik hiicre 6lumuni
etkilemektedir. Sitoplazmada mitojenik sinyal yolunu aktive etmekte, ¢cekirdekte ise
transkripsiyon faktorlerini etkileyerek hepatokarsinogenezi desteklemektedir (51,
13).

Bazal kor promoter bolgesindeki delesyonlar eksik HBx sentezine yol acar.
Bu mutasyonda p53 bagimli transkripsiyonel baskilama bolgesi kayboldugundan,
HCC olusumunda 6nemli olabilir (13).

2.7. Hepatit B Virustinun Epidemiyolojisi

HBV enfeksiyonu; kiiresel bir halk sagligi problemidir ve diinyada en sik
goriilen bulasict hastaliklardan birisidir. Diinya Saghk Orgiiti (WHO); diinya
popiilasyonunun 1/3’tinden daha fazlasinin HBV ile enfekte oldugunu ve HBV
tastyiciligimin ¢ogunun Asya ve Afrika’da ( yiksek prevalans > %8) yasadigini
tahmin etmektedir. Sekil 5’de diinyanin farkli bolgelerindeki HBV enfeksiyon sikligi
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gosterilmektedir. WHO, bu enfeksiyonun yilda 1 milyondan fazla 6liime yol agtigini
tahmin etmektedir (1).

HBV enfeksiyonunun gorilme sikligi ve yaygin bulasma yolu; diinyanin
farkli bolgelerinde degisiklik gostermektedir. Buna gore diinya ulkeleri ¢ gruba
ayrilir:

1.Yuksek endemisite dlkeleri: Toplumda HBsAg pozitifligi %8’in
Uzerindedir. Dunya ndfusunun %45°i bu Ulkelerde yasamaktadir. Japonya ve
Hindistan disinda kalan bir¢cok Asya iilkesi, Amazon bolgesi, Pasifik Adalari, Afrika
ulkeleri, Alaska, Avustralya ve Yeni Zelenda yerlileri bu grupta bulunur.

2. Orta endemisite ulkeleri: Dunya nifusunun %43’G HBsAg pozitifliginin
%2-7 arasinda oldugu endemisite iilkelerinde yasamaktadir. Kuzey Afrika ulkeleri,
Ortadogu tilkeleri, TUrkiye’nin de icinde yer aldigi Akdeniz Havzasi, Dogu Avrupa
ve Rusya bu grupta yer alir.

3. Diisiik endemisite tilkeleri: Toplumda HBsAg pozitifligi %2’ nin altindadir.
Dunya niifusunun %12’si bu iilkelerde yasamaktadir. ABD, Kuzey ve Bati Avrupa
ulkeleri, Avustralya bu gruptadir (13).

Orta endemisite lilkeleri arasinda yer alan iilkemizde HBsAg pozitifligi %]1-
14,3 arasinda bildirilmistir. Istanbul ve Izmir gibi bati illerinde %3-4,5 gibi daha
diisiik oranda HBsAg pozitifligi bildirilirken; Diyarbakir, Elazig ve Van gibi
Giineydogu ve Dogu Anadolu illerinden %8-14,3 gibi yiiksek oranlar bildirilmistir
(13).

Turkiye’de 1989-2004 yillar1 arasindaki 16 yillik verilerle kan dondrlerinde
HBsAg pozitiflik oranlarinin ve yillara gore degisimin degerlendirildigi bir
caligmada toplam 6.240.130 dontdrde HBsAg pozitifligi % 4.19 olarak saptanmis; bu
oranlar 1989 yilinda % 4.92, 1991 yilinda % 5.23 iken 2004 yilinda % 2,1 olarak
bildirilmistir. Ulkemizin degisik bolgelerinde yapilan kan donérlerinin verilerinin
degerlendirildigi gesitli arastirmalarda da bu diisiis g0zlenebilmektedir (52).

Yiksek risk grubu igerisinde olan saglik ¢alisanlar1 arasinda yapilan degisik
caligmalar HBV ile ilgili tetkik sonuglarinin normal populasyondan cok farkl
olmadigin1 géstermektedir.

Ulkemizde HBV asilamasi tiim saglik calisanlarina  ‘Genisletilmis

Bagisiklama Programi’ gercevesinde rutin olarak ve Ucretsiz yapilmaktadir.
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Bu uygulamanin 6zellikle 2003 yilindan itibaren yayginlagsmasiyla saglik
calisanlarinin agilanma oranlar1 da giderek artis géstermektedir.

Son on yi1l i¢inde yapilan ¢alismalarda saglik ¢alisanlarinda HBsAg pozitifligi
%0,7-4,4 arasinda bildirilmistir (52).

Hepatit B viriisiiniin bulasmasi i¢in gerekli kosullar; konagin bagisik ya da
immiin (asil1) olmamasi, enfeksiydz bir kaynak varligi ve deri ya da miikoz membran
yaralanmasidir. HBV, viicut sivilariyla (serum, semen, tiikriik gibi) bulasabilir ama
kan ve serdz eksudalarda en fazla; tukriik, semen ve vajinal sekresyonlarda ise daha
diisiik diizeyde bulunmaktadir ve bu nedenle de giinlik yasam aktiviteleri ile
bulagmanin pratik olarak s6z konusu olmadigi kabul edilmektedir. Dovme, piercing,

akupunktur, diyaliz veya ortak enjektor kullanimi da bulasma kaynagi olabilir (52).

B vViksek HBsAg prevalans %%
[0 Orta HBsAg prevalans %2-7
[] Dusiik HBsAg prevalans < %2

Sekil 5: HBV “nin diinya iizerindeki dagilimi (CDC verileri)
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2.7.1. Korunma

HBV enfeksiyonundan korunmak ve hastalik yayilimini énlemek amaciyla
davranis degisiklikleri, pasif immiinoprofilaksi ve aktif immiinoprofilaksi olmak
Uzere (g temel strateji gelistirilmistir (53, 54).

Kan drinleri tarama yontemlerinde gelisme saglanmasi, gebe taramalart,
guvenli cinsel yasam ig¢in egitim verilmesi, damar i¢i uyusturucu bagimlilarinin
rehabilitasyonu ve egitimi, mesleksel HBV karsilasmalarinin engellenmesi ig¢in
tedbirler alinmasi, hastaligin bulasini azaltmada etkilidir. Pasif immunoprofilaksi,
HBV’li anneden dogan yenidoganlara, HBSAg pozitif olan kan ve viicut sivilartyla
perkutan ve mukozal temashilar, HBsAg pozitif kisi ile cinsel temasta bulunanlar,
karaciger transplantasyonlu hastalara HBIG kullanilir (51,13, 53, 54).

Aktif immunoprofilaksi ise sadece risk gruplarinin asilanmasi orta ve ylksek
diizeyde endemik bolgelerde viriisiin genel insidansi {izerine olumlu bir etki
gostermemistir.

Bu nedenle Diinya Saglik Orgiitii 1995 yilinda HBV tasiyic1 prevalansina
gore yuksek endemisiteye sahip iilkelere, 1997 yilinda ise diger tim ulkelere HBV
asisin1 ulusal as1 programlarina almalarmi Onermistir. Ulkemizde ise rutin asi
programina ilk kez Agustos 1998 tarihinde baglanmistir (55).

HBYV agsis1 standart uygulama semasi intramuskuler olarak 0., 1., ve 6. aylarda
U¢c doz olarak eriskinlerde 20 mikrogram, c¢ocuklarda 10 mikrogram’dir. HBV

asisinin etkinligi anti HBS gelismesi ile izlenebilmektedir (51, 56, 53, 54).

2.8. Hepatit B Viriis infeksiyonu

Hepatit B enfeksiyonunun seyri son derece degiskendir: HBV enfeksiyonu,
asemptomatik enfeksiyondan, karaciger yetmezligi ve ensefalopatinin eslik ettigi
fulminan hepatite kadar degisebilen farkli klinik tablolar gosterebilir. Hastalar
tamamen 1iyilesebilir, kronik hepatite ilerleyebilir veya fulminan hepatit gelisip
yasamlarin1 yitirebilirler. Klinik olarak belirtili hastalik yasa paralel artarken,
tastyicilik tersine azalir. HBV enfeksiyonu cocuklarda ve genclerde yetiskinlere
oranla daha hafif veya asemptomatik seyretmektedir. Yapilan ¢alismalarda dort yasin
altindaki c¢ocuklarda %90, 30 yasin iizerindeki yetiskinlerde ise 2/3 oraninda
asemptomatik gecirildigi bildirilmistir. HBV enfeksiyonu geciren kisilerin % 5’inde
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enfeksiyon kroniklesebilmekte, %0,5’inde de siroza ilerleyebilmektedir. Akut HBV
enfeksiyonu hikayesi olmayan kisilerde yiksek oranda tasiyicilik bulunmasi
hastaligin daha c¢ok subklinik gegirildiginin diger bir gostergesidir ve semptomsuz

olan bu olgularda kroniklesme egilimi daha fazladir (57, 58).

HBYV enfeksiyonunda klinikte su tablolar gordlir.
2.8.1. Akut Enfeksiyon

HBV inkiibasyon dénemi, alinan viriis miktar1 ve kisinin immiinite durumuna
bagli olarak 45-120 giin arasinda degisir. Akut enfeksiyon; asemptomatik
enfeksiyon, sarilikli kolestatik hepatit, nadirende fulminan hepatit seklinde farkl
agirlikta seyredebilir.

Viriisiin alinmasindan alt1 hafta sonra HBsAg ve diger aktif viral replikasyon
gostergeleri pozitiflesir, biyokimyasal testlerde bozulma ve klinik belirtiler ortaya
cikar. Okul oncesi ¢ocuklarda genellikle asemptomatiktir. Erigkinlerde ise %25
oraninda yorgunluk, istahsizlik, kas agrilari, hafif ates, kokulardan rahatsiz olma,
bulant1 ve/veya sarilik ve hepatomegali gibi hepatik fonksiyon bozuklugu belirtileri
goruldr.

Nadiren fulminan seyreden enfeksiyonda hepatik ensefalopati, hepatorenal
sendrom ve kanama diyatezi ile akut karaciger yetmezligi gelisir. Fulminan hepatitte
mortalite %75’in Uzerindedir (13).

Karaciger hasarinin klasik ikterik semptomlari; sarilik, koyu renkli idrar, agik
renkli digki gibi semptomlar ortaya ¢ikar (59).

Akut HBV enfeksiyonu gegirenlerin  %10-20’sinde  antijen-antikor
komplekslerine bagli olarak ekstrahepatik belirtiler goriiliir. Bunlar; serum hastalig1
benzeri sendrom, poliarteritis nodosa, membranoproliferatif glomerilonefrit ve
cocuklarda papuler akrodermatitdir. Bir¢ok olguda yeterli immiin yanit ile virls
karacigerden temizlenir ve iyilesme goriiliir. Olusan anti-HBs antikorlar1 kisiyi yeni

enfeksiyonlardan korur (13).
2.8.2. Kronik Enfeksiyon

Akut enfeksiyon sonrasinda hastalarin bir kisminda virlsin karacigerden

temizlenmesi bagarilamaz. Bu kisilerde HBsAg pozitifliginin alt1 ay1 agmasi, kronik
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enfeksiyon olarak kabul edilir. Anti-HBs antikorlar1 saptanamaz. Enfeksiyonun
kroniklesmesi ile yas ve immiin sistemin durumu arasinda siki bir iligki vardir.
Dogumda enfeksiyonu alan bebeklerde kroniklesme %80-90, alti yasin altinda
enfekte olanlarda %30, erigkinlerde ise %5-10 civarindadir (13).

Hastalarin aminotransferaz enzimleri biraz yiiksek olabilir. Karaciger
biyopsisinde, hepatoseliler nekrozun eslik ettigi aktif inflamasyon ve bazen fibrozis
saptanabilir. Siroz gelistiginde semptomlar genellikle daha belirgin hale gelir. Kronik
HBV enfeksiyonlu ve sirozlu hastalarin %12-55’inde hepatoseliiler karsinom gelisir.
Karaciger kanseri ve siroza bagli olim sikligi direk yasla orantili olarak artar;
bununla birlikte HBV enfeksiyonuna bagli HCC gelisimi i¢in siroz asamasi her

zaman gerekli degildir (1).

2.9. HBV Enfeksiyonunun Tanis1
2.9.1. Serolojik Tan1

HBV’ye ait antijenlerin ve antikorlarin hasta serumunda saptanmasi;
enfeksiyonun 6zgtil tanisi igin yaygin kullanilan yontemlerdir. Viriise ait HBSAg ve
HBeAg ticari olarak bulunan birgok ‘enzyme immunoassay’ (EIA) kiti araciligiyla
saptanabilir. Viral HBcAg dolasima katilmadigi ve sadece hepatositler iginde
bulundugu igin serolojik olarak saptanamamaktadir. Viral antijenlere karsi gelisen
antikorlar (anti-HBc IgM, total anti-HBc veya anti-HBc IgG, total anti-HBs ve anti-
HBe IgG) yine ticari Kitler kullanilarak saptanabilir. Bu testler; HBV enfeksiyonunun
akut ve kronik donemlerinin ayrilmasinda, enfektivitenin degerlendirilmesinde,
immdanitenin arastirllmasinda, kan ve organ vericilerinin taranmasinda rutin olarak

kullanilmaktadir (13).
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Sekil 6 : Akut HBV enfeksiyonunun seyri (60)

Tablo 2: HBV enfeksiyonun farkli donemlerinde serolojik gostergeler (61)
Enfeksiyon HBV Anti-HBc ) )
) Anti-HBe | Anti-HBs
Dénemleri DNA HBsAg | HBeAg Total IgM
Erken
+ - - - - - -
inklibasyon
Geg inkiibasyon + + + veya - - - - -
Akut enfeksiyon + + + + + - -
HBsAg-negatif
- - - + + - -
akut enfeksiyon
Kronik
) + + + + + veya - - -
enfeksiyon
Saglikli HBsAg
- + - + + veya - + -
tastyicisi
Yakin gecirilmis
i + veya - - - + + + + veya ++
enfeksiyon
Uzak gegirilmis
. - - - - - - + veya-
enfeksiyon
As1 yaniti - - - - - - +
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Enfeksiyonun tanisinda ve izlenmesinde kullanilan serolojik belirtegler Tablo
2’de gosterilmistir.

Tipik bir akut HBV’de ilk antikor yanit1 anti-HBc IgM (core-M) olusmasidir.
Anti-HBc IgM 6 ay civarinda kaybolur. HBV ile temastan birka¢ hafta sonra
serumda HBsAg ortaya ¢ikar. Ardindan anti-HBc total yukselir. Klinik ise serumda
HBSsAQ’nin ortaya ¢ikisindan ortalama 4-10 hafta sonra belirginlesir.

Viral replikasyonun en iyi gostergesi HBV DNA’dir. HBsAg’nin ortaya

¢ikmasindan onceki ti¢ haftaya kadar olan donemde saptanabilmektedir.

p AT S
Fd

Anti-HBe _

- ‘4 -5 b 2 32 4 5 & T B 9 10

Sekil 7: Kronik HBV enfeksiyonunun seyri (60)

HBeAg’de replikasyonun varligi hakkinda siurli bilgi verir. Akut olgularda
HBeAg serumda HBsAg ile yaklasik olarak hemen hemen ayn1 donemde ortaya ¢ikar
ve HBsAQ’ den Once kaybolur. Bu antijen varligi, viral partikiillerin, serumda HBV-
DNA ve DNA polimeraz enziminin bulundugunu gosterir. Yani HBeAg aktif
replikasyon ve enfektivitenin 6nemli bir isaretidir. Bu antijen kaybolurken yerini

iyilesmeye dogru gidisi gosteren 6zgul antikoru olan anti-HBe’ye birakir (62).
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2.9.2. Direk Tan1 Metotlar1
2.9.2.1. Hicre Kultart

Saglikli erigkin ve fetal insan hepatositlerinin primer kiiltiirindeki HBV
blylmesinin gdsterilmesine ragmen, uzun bir donemde seri iiretim basarilamamuistir.

Bundan dolayi tani testi olarak HBV kiiltiirii yapilmamaktadir (61).

2.9.2.2. Viral Antijenlerin Gosterilmesi

HBsAg ve HBeAg serumda tespit edilmesinin yaninda, doku 6rneklerinde de
immunoperoksidaz ve immiinofloresan boyalar kullanilarak viral antijenler
gosterilebilir.

Hepatositler icerisinde HBsAg sitoplazmada bulunurken, HBCAg ise
genellikle cekirdekte saptanir. Viriis replikasyonunun aktif oldugu dénemlerde
HBcAg sitoplazmada da saptanabilir. Hizli sonug¢ alinmasi ve fazla Ornege
uygulanmas1 zor oldugu i¢in klinik laboratuvarlardan ziyade, arastirma amacina

yonelik kullanilan yontemlerdir (63).

2.9.3.Viral Niikleik Asitlerin Tespiti (Molekiiler Tani)

Gunimduzde, hepatit B virus (HBV) enfeksiyonunun tani ve prognozunun
arastirtlmasinda, viriise ait antijenlerin ve bunlara karsi olusan antikorlarin tespiti ile
yapilan serolojik yontemlerin yetersiz oldugu benimsenmektedir (64).

HBV DNA viral replikasyon igin bir gdostergedir. Saptanmasi HBV
enfeksiyonunun degerlendirilmesi ve tedavinin izlenmesinde 6nemli rol oynar. DNA
arastirilmasi klinik evreleme, tedavinin izlemi, tedavi siras1 ve sonrasinda relapslarin
belirlenmesinde yararli oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte HBV DNA testi,
tedavi diistiniilen kronik HBV enfeksiyonlu hastalarla sinirli tutulmalidir. HBV DNA
testinin tiim HBsAg pozitif hastalara uygulanmasi &nerilmemektedir. 10° ve Uzeri
genomik denklikteki degerler, kronik HBV enfeksiyonu igin tan1 koydurucu degerler
olarak belirlenmistir (61).
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HBV-DNA’nin  saptanmasinda  hibridizasyon ve PCR  yontemleri
gelistirilmistir. Hibridizasyon metodu HBV genomuna uygun komplementer DNA
problariin kullanilmasi esasina dayanir.

Bu sayede serumda tespit edilen viral niikleik asitlerin miktar1 da
belirlenebilmektedir. Hibridizasyon yontemi kullanilarak serumdaki 5- 2000 pg/ml
araligindaki HBV-DNA miktar1 6l¢ulebilmektedir.

PCR yontemi daha duyarlidir ve serumda bulunan HBV DNA’nin amplifiye
edilmesi sonucu viral niikleik asitler saptanir. Bu yontemde serumdaki 10 kopya/ml
HBV-DNA miktarlar1 bile tespit edilebilmektedir (65, 66).

2.10. Gizli Hepatit B Viriis infeksiyonu

Hepatit B Viriis (HBV) enfeksiyonunun iyilesmesi, klasik bilgiler icerisinde
Hepatit B yiizey antijeninin (HBsAg) kaybolmasi ile birlikte hepatit B viriisiinln
deoksiriboniikleik asidinin (DNA) negatiflesmesi seklinde tanimlanir (51).

Ayn1 zamanda akut kendini sinirlayan, kronik enfeksiyonda veya basarili bir
HBV tedavisi sonrast HBsAg’nin kaybolmasindan sonra bazi hastalarin serum,
periferal kan mononukleer hiicreleri (PKMH) veya karaciger dokusunda diisiik
seviyelerde HBV DNA kalabilir. ilk defa Hoofnagle ve ark. (67)’nm 1978 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada HBSAg ve anti-HBs negatif, anti-HBc IgG pozitif belirteclere
sahip bir durumda iken, kan transfizyonu sonrasinda HBV enfeksiyonu gelistigini
bildirmislerdir.

Sonradan yapilan g¢alismalarda izole anti-HBC 1gG pozitif olan hastalarin
cogunda HBV DNA pozitifligi belirlenmesi, yeni bir durumu ve bu tip hastalarin
HBV enfeksiyonunu bulastirma riskinin oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bu klinik
durum gizli (occult) hepatit B virus enfeksiyonu olarak tanimlanmistir (68, 9).

Bu durum, kriptojenik hepatit ve hepatoseliiler karsinoma olgularinda daha
sik bildirilmekte; ayn1 zamanda hepatit C virus (HCV) veya insan immin yetmezlik
virisii (HIV) ile enfeksiyon, hemodiyaliz ve transplantasyon uygulanmasi ve
intravendz ilag bagimlilig1 gibi faktorlerin de etkili olabildigi bildirilmistir (8, 9).

Bu hastalarin serumunda HBV-DNA diizeyi genel olarak 10* kopya/ml’den
diisiiktiir (10?2 kopya/ml serumda, 0,01-0,1 kopya/karaciger hiicresinde) (68,47).
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Gizli Hepatit B (GHB)’li bireylerde intrahepatik HBV DNA, serum HBV
DNA seviyesinden yuksek olmasi, karacigerin HBV replikasyonunda merkez olmasi
noktasindan agiklanabilir. Buna karsilik GHB’de serumda HBV DNA saptanirken,
intrahepatik olarak saptanamayabilir. Bu durum GHB’nin gegis fazidir veya HBV
replikasyonu bilinmeyen bir lokalizasyonda surmektedir (68, 69).

HBsAg negatif, PCR yontemiyle HBV-DNA pozitif olan hastalarin serumlari
sempanzelere verilmesi sonucu akut hepatit gelistigi goriilmiis, hem insanlarda hem
de sempanzelerde akut hepatit gelismesinden sonra alman DNA 6rnekleri
karsilastirildiginda insana ve sempanzeye ait DNA’larinin ayni oldugu goriilmistiir
(70).

Bu ¢alismanin sonucunda gizli hepatit B enfeksiyonunun bulas riskinin
oldugu gériilmiistiir. Kullanilan hibridizasyon yontemleriyle 10* kopya/ml’nin
altindaki HBV DNA miktarlar tespit edilemez. Bu yiizden gizli HBV enfeksiyonu
tanisi icin hibridizasyon yontemlerinden daha duyarli vir yontem olan PCR yOntemi
kullanilmaktadir (47).

Gergek zamanli PCR yOonteminin gelistirilmesiyle amplifikasyon reaksiyonu
sirasinda olusan iriinii her siklus sonrasinda Olgerek kantitasyon yapan bu yontem

sayesinde genis araliklarla ve daha dogru kantitasyon yapabilmektedir (13).

2.11. Gizli Hepatit B Enfeksiyonu Olusum Mekanizmalari

Gizli hepatit B enfeksiyonu patogenezi hakkinda cesitli hipotezler ortaya
atilmistir. Bunlar iginde en 6nemlileri hepatit B viriisiiniin S geninde mutasyon, HBV
DNA’nin genoma integrasyonu, periferal kandaki monontikleer hicrelerde (PKMH)
HBV enfeksiyonu, HBV igeren immiin kompleks olusumu, kisinin immiin cevabinin

degismesi ve HBV’nin diger viriislerle koenfeksiyonu olarak tanimlanmstir (68).

2.11.1. S geni mutasyonu

HBV genomunun pre-S/S bélgesinde meydana gelen mutasyonlar HBsSAgQ’
nin antijenitesinin azalmasi sonucu immun saldiridan korunmasina ve anti-HBsS

olusumunda azalmaya neden olur (68).
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Pre-S/S mutasyonlarinin yaninda, bazi donorlerde de “a” determinantinda
mutasyonlar gosterilmistir. Bunun sonucu HBsAg tespit edilememistir. Bu
serumlarda HBsAg negatif, anti-HBc pozitifken, yiksek diizeyde HBV saptanmistir
(71).

S bolgesinde bulunan 124-147 aminoasitleri anti-HBs antikor cevabi olusumu
icin dominant B hucre epitopu igermektedir. Bu bolgeye bir aminoasit eklenmesi
anti-HBs antikoru tiretiminin durmasina, HBV asis1 sonrasinda anti-HBs antikorunun
olusmamasina veya gizli hepatit B gelismesine yol acar (71, 72). PreS1 delesyon
mutasyonu ile GHB gelisimi arasinda da iliski vardir (68).

Diger bir S geni mutasyonu ise, pre-S2/S boélgesinde, niikleotidler arasinda
bulunan yiizey antijeni promoter bolgesinde tespit edilen delesyonlardir. Bu
delesyonlar S antijeninin ekspresyon dlzeyinde ve blyik-kicuk S proteini
oranlarinda degisiklik yaparak patogenezde rol oynayabilmektedir. Bunun disinda
polimeraz geninde alternatif baslangi¢ kodonu olusturan mutasyonlar da tespit
edilmistir (8).

2.11.2. HBV DNA’nin genoma integrasyonu

Okult HBV enfeksiyonlu hastalarda genoma entegre veya serbest episomal
HBV-DNA molekulleri gosterilmistir (73).

HBV DNA’nin genoma entegrasyonu virlis DNA zincirinin yeniden
duzenlenmesine neden olabilir ve bunun sonucunda HBsAg ekspresyonu azalabilir
veya durabilir. Gizli HBV enfeksiyonunda genoma entegre olmus veya serbest
epizomal HBV DNA molekilleri tespit edilmistir. Gizli HBV enfeksiyonu olan
HCC'lilerde de HBV entegrasyon siklig1 fazla ¢ikmustir (74).

2.11.3. Periferal kan monontkleer hicrelerinin HBV ile enfeksiyonu

Akut, gizli ve kronik HBV enfeksiyonlarinda PKMH’de HBV-DNA’nin sik
bulundugu bildirilmistir (75). HBV’ye bagh karaciger hastaligi sonucu karaciger
nakli yapilmig hastalarda yiksek doz hiperimminglobulin verilmesi serumda
HBsAQ’nin ve karacigerde HBV-DNA’nin negatif kalmasina yol acar. Ayrica bu
hastalarda PKMH’de HBV-DNA’nin varlig1 tespit edilmistir (76).
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2.11.4. HBV igeren immun kompleksler

Akut HBV enfeksiyonundan sonra anti-HBs olussa bile, kanda HBV
partikillerinin varligi immunkompleks seklinde devam edebilir. HBV iceren
immunkomplekslerin devamliligini ne sekilde siirdiirdiigii bilinmemektedir. Kronik
HBV enfeksiyonu sonrasinda HBsAg negatiflesen HBV-DNA PCR ile pozitif olarak
belirlenen gizli HBV enfeksiyonlu hasta serumlarinda ise HBV igeren immun

kompleksler bulunmamustir (77).

2.11.5. Koinfeksiyon:

Kronik HCV ve HBV enfeksiyonlarinin birlikte oldugu zaman hastalarin
HBV DNA dizeyinin daha diisiik oldugu, ayn1 zamanda HBsAg negatifliginin de
daha sik goriildiigii bildirilmistir (78). Yapilan ¢alismalarda HCV “core” proteininin
HBV replikasyonunu engelledigi gosterilmistir (79).

2.11.6. HBV genotipi

HBsAg pozitif olan hastalarin % 53’{ genotip A ile enfekte olmasina ragmen,
gizli hepatit hastalarinin % 61’1 genotip D ile infektedir. Bu durum ise genotip

farkliliklarinin gizli hepatit gelisiminde roli oldugunu gosterir (80).

2.12. Gizli HBV Enfeksiyonunun Klinik Onemi

Gizli hepatit B’nin klinik énemi halen tam olarak bilinmemektedir. Ik kez
HCC’li ya da kronik hepatitli hastalarda tanimlanmis olmasi karaciger hastaliklar
etyolojisinde yeri olabilecegini diisiindiirmektedir. Fakat daha cok kabul edilen
gorlis, gizli hepatit B tasiyicilarinin  asemptomatik oldugu ve sadece tarama
programlart ile belirlenebilecekleridir (81).

Yapilan bir ¢alismada 19 hastada gizli hepatit B tespit edilmis ve bu
hastalarin serum AST ve ALT degerleri normal olarak belirlenmistir (82).

Bagka bir ¢alismada ise serum ALT seviyelerinin yiiksek olmasi nedeniyle

arastirtlan 19 hastada ise gizli hepatit B saptanmistir (83).
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HBsSAg ve anti HCV negatif olan sirozlu hastalar {izerinde yapilan
aragtirmada gizli hepatit B enfeksiyonu olan ve olmayan hastalar arasinda HCC
gelisimi yoniinden anlamli farklilik saptanmistir. Bunun sonucunda gizli hepatit B
enfeksiyonunun HCC gelisimi agisindan bagimsiz bir risk faktorii oldugu
bildirilmistir (84).

HCV ve gizli HBV enfeksiyonu birlikteligi olan bireylerde karaciger hastaligi
daha ciddi bir seyir gosterir. Bu hastalarda daha ¢ok inflamasyon ve daha yiiksek
histolojik aktivite vadir. Ayrica ALT duzeyi daha ylksek seyretmektedir (85). Bir
Calismada 200 HCV (+) hastadan 33’tinde HBV DNA (+) saptanmustir (79).

Gizli hepatit B enfeksiyonunun bulasip bulagsmayacagi; diger viral
enfeksiyonlarda oldugu gibi HBV enfeksiyonunun seyri de alinan viral ylike ve
hastanin immiin durumuyla yakindan iliskilidir. Genel olarak benimsenen goriis;
aliman kanda HBV-DNA varsa enfeksiyon olusabilir seklindedir. Rutin yapilan
HBsAg taramalar1 sonucu HBV enfeksiyonu bulasma riski 1/63.000’diir (86).

Yapilan calismalarda, HIV (+) hastalarda gizli hepatit B enfeksiyonunun
prevalansi gittikce artmaktadir. Bir kisim c¢alismalarda HIV (+) HBs Ag (-)
hastalarda HBV DNA (+)’ligi %85’lere ¢ikmaktadir. Mphahlele ve ark. (87)’nin
HBV’nin endemik oldugu Giney Afrika’da yaptiklart bir ¢alismada HIV (+)
hastalarda gizli hepatit B enfeksiyonunun prevalansi %22,1 olmasina ragmen, HIV
(-) hastalarda bu oran %2,4 olarak bildirilmistir.

HBsAg negatif hemodiyaliz hastalarinda HBV-DNA pozitifligi % 0 ile % 50
gibi ¢ok farkli aralikta degisen oranlarda bildirilmektedir (88).
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Tablo 3: Gizli hepatit B enfeksiyonu icin risk altinda olan gruplar (74)

Gizli HBV
Klinik Gruplar Enfeksiyon Sikligt

Hemofili hastalar1 %53
Intravendz uyusturucu kullanicilari(HCV-RNA+) %45
Hemodiyaliz hastalar1 (HCV-RNA+) %36
Viral etiyolojiye sahip olmayan kronik karaciger hastalari %13-71
HIV (+) pozitif hastalar %20
Kriptojenik siroz %10-30
Immiinsiipresif hastalar %11
Diabetes mellitus %11
HBsAg tasiyicilarin aile bireyleri %10
Hepatoselller kanser %5-6
Hemodiyaliz hastalart (HCV-RNA-) %2,7

Sonug olarak, gizli hepatit B enfeksiyonunun tanimlanmasi igin anahtar test
HBV-DNA ‘nin saptanmasidir. Son yillarda PCR yontemi ve diger molekiiler
yontemlerin gelismesi gizli hepatit B enfeksiyonunun saptanmasina yardimci
olmustur. Gelecekte yapilacak calismalar ile gizli hepatit B enfeksiyonunun klinik

Onemi ve patogenezinin aydinlatilmasi iimit edilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alismada; Tokat Devlet Hastanesine Diyaliz Merkezi ve Tokat Ozel
GoOkmedrese Diyaliz Merkezine bagvurmus, HBsAg negatif hemodiyaliz uygulanan
hastalarda gizli hepatit B enfeksiyonunun varligi arastirildi. Gaziosmanpasa
Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan izin alind1 (Proje
No0:13-KAEK-052).

3.1. Hasta ve Kontrol Grubunun segimi

Tokat Devlet Hastanesine Diyaliz Merkezi ve Tokat Ozel Gokmedrese
Diyaliz Merkezinde hemodiyaliz alan, HBsAg negatif toplam 160 hasta rastgele
secilerek calismaya dahil edildi. Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Nefroloji
Poliklinigine ve Tokat Devlet Hastanesi Nefroloji Poliklinigine bagvuran kronik
bobrek yetmezligi olan, fakat hemodiyaliz uygulanmayan, HBsAg negatif 28 hasta
rastgele secilerek kontrol grubu olarak belirlendi. Bu ¢alismaya toplam 188 hasta
dahil edildi. Aydinlatilmis onam formalari ile ¢alisma hakkinda hastalara bilgi verildi

ve onaylar1 alindi. Hastalara ait bilgiler formlara kaydedildi.

3.2. Orneklerin Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Hastalarin aylik periyodik kontrol tetkiklerinde; HBV DNA, hepatit
belirtecleri, CRP (C-reaktif protein), AST (Aspartat aminotransferaz) ve ALT
(Alanin aminotransferaz) seviyelerini belirlemek amaciyla 5’er ml vendz kan
ornekleri tli¢ farkli tiipe alindi.

Hepatit B virus belirtecleri (HBsAg, anti-HBcAg, anti-HBs) Gaziosmanpasa
Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuari’nda,
ticari ELISA kitleri (Abbott ARCHITECT Qualitative Reagen Kit) ve ELISA cihazi
(Abbott ARCHITECT 12000 SR) kullanilarak, CRP (SIEMENS CardioPhase hsCRP)
kiti ve SIEMENS BN II cihazi kullanilarak c¢alisildi. Ayni sekilde, aspartat
aminotransferaz (AST) , alanin aminotransferaz (ALT), (Aspartate aminotransprase/
Alanine aminotransprase Roche Cobas INTEGRA/cobas ¢ system ) test Kitleri
kullanilarak Roche Cobas 501 cihazi ile Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi

Biyokimya Laboratuvari’nda c¢alisildi. Aspartat aminotransferaz i¢in normal deger
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araliklart 10-38 U/L, alanin aminotransferaz ig¢in normal deger araliklart 7-35 UJ/L,

CRP i¢in 0 — 5 mg/L olarak kabul edildi.

3.3. HBV DNA I¢in Kullanilan Sarf Malzemelerive Cihazlar

Ellsyon tipleri

Ornek tiipleri

Steril pipet uglari

10 pl, 100 pl ve 1000l otomatik mikropipetler

Sogutmali santrifllj cihazi

Mikrosantrifiij cihazi

Derin dondurucu (-40 C° ve -20 C°)

HBYV izolasyon Cihaz1 ( Magnesia 16 Anatolia Geneworks, Tiirkiye)
Real-Time PCR Cihaz1 ( Montania 483 Anatolia Geneworks, Turkiye)

3.3.4. HBV DNA Kitleri

e HBV DNA izolasyon kiti (16 / 201 Viral Nukleik asit izolasyon Kiti);
Proteinaz K, internal kontrol ve carrier RNA icerir.
e Real-time PCR Kkiti (Bosphore Quanticication Kit V2. PCR Mix, standart 1,

standart 2, standart 3, standart 4, pozitif kontrol, internal kontrol ve dH>O(

negatif kontrol igin) icerir.

3.4. Prosedir

3.4.1. Ornek Hazirlama, Saklama ve Tasima

Klinik 6rnekten serum izole etmek icgin kan antikoagulan icermeyen steril

vacutainer tlplerine alindi. Kan alma islemi igin, sadece steril materyal kullanild.

Serumu ayristirmak i¢in kanm alindigi tiip 800-1600 x g’de 20 dk. santriftjlendi.

Ayristirilan serum polipropilen tiiplere alindi ve -20 C° de test prosedlri uygulanana
dek saklandi.
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3.4.2. Kit Bilesenleri
3.4.2.1. PCR Master Mix

HotStarTaqg DNA Polimerazi: HotStarTaq DNA Polimerazi Thermus
aquaticus’tan izole edilmis, E.coli’ye klonlanmis 94 kDa’luk rekombinant DNA
polimerazin modifiye edilmis bir formudur. Enzimin aktif bir formda verilir ve 95
°C’de 15 dakikalik bir inkiibasyon sonrasi aktif hale gelir. Bu 6zelligi sayesinde
hatali baglanan primerlerin ya da primer-dimerlerin 6nune gegilir ve daha ylksek
PCR spesifitesi ve kantitasyon hassasiyeti saglanir.

PCR Tamponu: Tris-Cl, KCI, (NH4)2SO4, 8 mM MgCl; igerir, 20 °C’de pH
8,7 dir. dNTP Karisimi: Ultrasaf dATP, dGTP, dCTP ve dTTP/dUTP igerir.
Deteksiyon Mix 1: HBV genomuna 0zgl forward ve reverse primerler ve iki ucu
isaretli prob icerir. Deteksiyon Mix 2: internal kontrole 6zgl forward ve reverse

primerler ve iki ucu isaretli prob icerir.

3.4.2.2. internal Kontrol

Insan genomundan elde edilmis sentetik bir DNA molekilii olan internal
kontrol, DNA izolasyonunu ve PCR inhibisyonunu kontrol etmek amaciyla kitin

icine dahil edildi.

3.4.2.3. Pozitif Kontrol

Pozitif kontrol HBV DNA’s1 igermektedir. Reaksiyon verimini test etmek
amaciyla PCR’a dahil edildi.

3.4.2.4. DNA lIzolasyonu

DNA izolasyonu iiretici firmanin talimatlar1 uyarinca yapildi. izolasyon
kitlerinin basglangi¢ hacmi 400 pl ve geri alma hacmi 60 pl, kullanilacak internal
kontrol miktarlar1 ise 5 pl idi. Deneye baslamadan 6nce;

e Hasta serumlar1 4600 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.

e Hasta serumlar1 oda 1sisinda bekletildi.
e 1100 pl “PK Storage Buffer” 1 Proteinaz K iizerine eklendi ve vorteklendi.
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Proteinaz K sulandirildiktan sonra +4 C de saklandi.1000 pl “RNAse free water”1
Carrier RNA Uzerinde eklendi ve iyice ¢ozlnene kadar vortekslendi. Carrier RNA
sulandirildiktan sonra -20 C°de sakland.

e Her bir 6rnek tiipline hazirlanan master mixten 35 pl eklendi.

e Ornek tiiplere hasta serumundan 400 pl ilave edildi ve pipet yardimi ile

karigtirildi. Bu islem tiim 6rneklere uygulandi.

e Magnesia 16 izolasyon cihazina, 201 viral kitler yerlestirildi. Steril pipet
uclari, eliisyon tiipleri ve master mix ile hazirlanmig hasta serumlari izolasyon
cihazina yerlestirildi.

e izolasyon cihaz1 ¢alistirildi ve 56 dakika sonra islem sona erdi.

e Izole edilen serumlar eliisyon tiipiine aliarak etiketlendi.

3.4.3. PCR’1n Hazirlanmasi

Kantitasyon amaglandigi i¢in, kantitasyon standartlarinin dordii de, 6rnekler
ve negatif kontrol (PCR uyumlu dH20) ile birlikte her PCR reaksiyonuna kondu.
Tum Kit bilesenleri kullanmadan 6nce ¢ozdurildi. PCR’1 hazirlamak i¢in asagidaki
tablodan yararlanildi. Tablodaki degerler yalnizca bir reaksiyon igin verilmistir,

master mix i¢in gereken miktarlari bulmak icin bu degerleri 6rnek sayisiyla ¢arpildi.

PCR Master Mix 5ul
Ornek DNA’s1 (Standart, Negatif / Pozitif Kontrol) 10 ul

Toplam Hacim 25 ul

Tiplere veya striplere 15 pl master mix pipetlendi ve 10 ul DNA (6rnek/
standart/pozitif veya negatif kontrol) eklendi ve tup/striplerin kapaklarini sikica
kapatildi. Her tlipteki soltisyonun tipun dibinde oldugundan emin olundu. Gerekliyse

santrifiijlendi.
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3.4.4. Real-Time PCR Cihazinin Calistirilmasi

Polimeraz zincir reaksiyonu bir DNA bdlgesini ¢ogaltmak i¢in kullanilan bir
tekniktir. Reaksiyon tekrar eden 1sitma ve sogutma dongiileri sayesinde
gergeklestirilir.

Kullandigimiz Bosphore® HBV Quantification Kit v2, insan serum veya
plazma o6rneklerindeki Hepatit B Virlsi DNA’sinin A-H arasindaki tim HBV
genotiplerini saptar ve miktarini belirler. Kitin analitik duyarlilig 10 IU/ml, lineer
araligr 1x10%-1x10° TU/ml’dir. HBV genomu S geninin bir boliimii ¢ogaltilir ve
floresans saptama FAM filtresi kullanilarak gergeklestirilir.

PCR’1n ana bilesenleri; primerler, dNTPler, Taq polimeraz enzimi, tampon
coOzeltisi ve “template” olarak adlandirilan DNA/ RNA kalibidir. Primerler kalibin
spesifik bolgelerine baglanarak sentezi baslatan kisa, sentetik DNA’lardir. Taq
polimeraz DNA kalibin1 ¢ogaltir. Tampon ¢ozeltisi reaksiyon i¢in gereken pH ayarini
saglar, kalip ise sentez i¢in hedef bolgeyi igerir.

Termal donguler; DNA Polimerazin aktivasyonu iginbir ilk denatiirasyon, iKi

asamal1 amplifikasyon dénguleri ve son bir inkiibasyondan olusur.

lIk denatiirasyon 95°C  14:30 min.

Depaturasyon 97°C 00:30 min. 50 déngii
Baglanma ve sentez 54°C 01:30 min.

(*Floresans Veri Alma)

Sonsuz Inkiibasyon 22°C 05:00 min.

50 dongunun sonunda 22C®de 5 dakika bekletildi. 3 saat sonra PCR

tamamlandi.
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3.5. istatistiksel Analiz:

Iki bagimsiz grup karsilastirmasinda, verilerin parametrik varsayimlarin
saglanip saglanmama durumuna gore, parametrik varsayimlar saglaniyor ise, iki
ortalama arasindaki farkin onemlilik (bagimsiz iki O6rneklem t) testi, parametrik
varsayimlar saglanmiyor ise, Mann Whitney U testi kullanildi. Siirekli degiskenler
aritmetik ortalama + standart sapma bigiminde gosterildi. Kategorik degiskenler say1
ve yiizde bigiminde gosterildi. Ayrica siirekli degiskenlerin sunumunda ortalama +
(1xstandart sapma) grafiginden yararlanilirken, kategorik olarak belirtilen
degiskenlerin sunumunda gubuk grafiginden yararlanilmaktadir. p degerleri 0.05’den
kiiciik olarak hesaplandiginda istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Hesaplamalar
hazir istatistik yazilimi ile yapild1 (IBM SPSS Statistics 19, SPSS inc., an IBM Co.,
Somers, NY).
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4 BULGULAR

Calismamiza 2013 yilinda Tokat’ta iki farkli hemodiyaliz merkezinde
hemodiyaliz uygulanan HBsAg negatif olan 160 hasta dahil edildi. Kontrol grubu
olarak; Gaziosmanpasa Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi Nefroloji Poliklinigi ve
Tokat Devlet Hastanesi Nefroloji poliklinigine bagvuran, kronik bobrek yetmezligi
olan fakat hemodiyaliz tedavisi almayan HBsAg negatif, prediyaliz evresinde 28

hasta olmak Uizere toplam 188 hasta ¢alismaya dahil edildi.

Tablo 4: Hemodiyaliz hastalarinda cinsiyet ve hemodiyaliz siirelerinin dagilimi

n %
o Kadin 80 50,0
CINSIYET
Erkek 80 50,0
) . . . 60 ay ve alt1 101 63,1
HEMODIYALIZ SURESI
60 aydan fazla 59 36,9

Hastalarin % 50,01 (80/160) kadin, % 50,0’1 (80/160) erkekti. Hemodiyalize
60 ay ve alt1 girenler % 63,5 (101/160), 60 aydan fazla girenler ise %36,9 (59/160)

oranindaydi.

CINSIYET

# Kadin ®Erkek

Sekil 8: Hastalarin cinsiyetlerine gore dagilimi

37



DIYALIZ SURELERI

=

# 60 aydan fazla ®60 aydanaz

Sekil 9: Hastalarin Hemodiyaliz Siirelerine Gore Dagilimi
Hemodiyaliz hastalarinin yas ortalamasi 9 ile 92 arasinda degismekte olup

ortalama yaslar1 57,33+15,91 idi. Prediyaliz hastalarinin yas ortalamasi 58,71+15,08

idi. Hemodiyaliz hastalarinin yaslarina gore dagilimi Sekil 10°da gosterilmistir.

YAS

©0-20 Yas ®21-40Yas «41-60Yas @61 velzeri

Sekil 10: Hastalarin Yaslarina Gére Dagilimi
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Hemodiyalize giren 78 hasta (%49) 61 yas ve iizeri ile en biiyiikk dilimi
olusturuyordu. 0-20 yas arasi hasta sayist 5 (%3) idi ve en kiicik dilimi
olusturuyordu.

Hemodiyaliz hastalarinin  %11,3’Unde (18/160) HBV DNA pozitifligi
bulunarak 18 hastada gizli hepatit B pozitifligi saptandi. Hemodiyaliz hasta grubunda
HBV DNA diizeyleri 0,6x10! — 2,973X10% kopya/ml araliginda degisiyordu. Kontrol
grubu olan prediyaliz hastalarinda ise HBV DNA pozitifligine rastlanmadi.

Tablo5: Hemodiyaliz ve prediyaliz hastalarinin hepatit belirte¢lerinin

karsilastiriimast
Hemodiyaliz Hastalari Prediyaliz Hastalari
p
n % n %
Negatif 18 11,3 14 50,0
Anti-HBs 0,001
Pozitif 142 88,7 14 50,0
Negatif 119 74,4 21 75,0
Anti-HBc 0,999
Pozitif 41 25,6 7 25,0
Negatif 147 91,9 27 96,4
Anti-HCV 0,698
Pozitif 13 8,1 1 3,6
Negatif 155 96,9 27 96,4
izole Anti-HBc 0,999
Pozitif 5 3,1 1 3,6
Negatif 142 88,7 28 100,0
HBV-DNA 0,080
Pozitif 18 11,3 0 0,0

Anti-HBs pozitifligi hemodiyaliz hastalarinin 142’sinde ( % 88,7), prediyaliz
hastalarinin ise 14’tinde ( %350) saptandi. Hemodiyaliz hastalarinda Anti-HBS
pozitifligi prediyaliz hastalarindan daha fazlaydi ve istatistiksel olarak anlamli idi
(P< 0,05).
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Anti-HBc pozitifligi hemodiyaliz hastalarinin 41’inde (% 25,6), prediyaliz
hastalariin 7’sinde (% 25,0) tespit edildi. Hemodiyalize giren 13 hastada (% 8,1)
anti-HCV pozitifligine rastlanirken, prediyaliz grubunda yalnizca 1 hastada (% 3,6)
anti-HCV pozitifligine rastlandi.

Izole anti-HBc pozitifligi hemodiyaliz hasalarinin 5’inde (% 3,1),prediyaliz
hastalariin 1’inde (% 3,6) tespit edildi.

Hemodiyaliz ve prediyaliz hastalar1 arasinda Anti-HBc, anti-HCV ve Izole
anti-HBc pozitiflikleri arasinda anlamli bir fark yoktu (P>0,05).

Tablo 6: Hemodiyaliz ve prediyaliz hastalarinin AST, ALT ve CRP belirteglerinin

karsilastirtlmasi
Hemodiyaliz Hastalar Prediyaliz Hastalar
(n=160) (n=28)
Normal
Standart Standart . p
Ortalama Ortalama Degerler

Sapma Sapma
AST (U/L) 13,79 10,53 14,35 6,93 10-38 (U/L) 0,786
ALT (U/L) 13,37 11,08 14,63 9,43 7-35 (U/L) 0,571
CRP (mg/l) 15,84 26,29 6,61 20,75 0-5 (mg/l) 0,079

AST: Aspartat aminotransferaz, ALT: Alanin aminotransferaz, CRP: C-reaktif protein

Hemodiyaliz hastalarinda ortalama AST duzeyi 13,79+10,53 (U/L) iken,

prediyaliz hastalarinda 14,35+£6,93 (U/L) idi. ALT hemodiyaliz hastalarinda 13,37+
11,08 (U/L) prediyaliz hastalarinda 14,63+9,43 (U/L) dizeyindeydi. CRP
seviyelerinde ise hemodiyaliz hastalarinda 15,84£26,29, prediyaliz hastalarinda
6,61+20,75 idi.

Bu iki grup arasinda AST ve ALT seviyeleri arasinda anlamli bir fark
bulunamadi. CRP diizeyi hemodiyaliz hastalarinda daha yiiksek bulunmasina ragmen

iki grup arasinda anlamli bir fark bulunamadi (P>0,05).
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Tablo 7: Gizli hepatit B hastalarinin genel ozellikleri

HASTA CINSIYET  YAS DIYALiZ AST ALT Anti- Anti- Anti- HBV-DNA  CRP
SURESI HBs HBc HCV (1U/ml)
1. K 50 144 ay 24 1 46 0,15 0,61 2,257X10° 11,50
2. K 67 132 ay 1 25 86,3 0,22 >11 1,107x102 8,19
3. K 77 12 ay 16 13 64,9 0,13 0,21 6,351 3,19
4, E 75 192 ay 11 9 51,2 5,2 0,18 1,674X10" 200,0
5. E 67 108 ay 6 19 62,2 0,16 0,15 1,795X10" 20,30
6. E 40 156 ay 15 23 662,3 0,15 >11 2,369X10! 6,17
7. K 30 72 ay 12 10 139,9 0,19 0,15 1,253X10" 3,19
8. E 62 156 ay 4 13 >802 2,75 0,2 6,655X10! 3,19
9. E 65 60 ay 12 7 82,1 0,17 0,41 2,726X10! 5,49
10. K 74 24 ay 99 8,2 781 0,17 0,07 2,83X10" 8,25
11. E 52 48 ay 14 12 1253 62,5 0,06 3,027X10! 80,80
12. K 29 108 ay 9,8 8,4 82,7 0,23 0,05 2,973X10? 14,9
13. E 59 72 ay 274 205 585 9,16 30,9 3,864X10! 3,19
14, E 60 36 ay 9,8 11,4  >802 0,26 0,03 2,80X10" 21,7
15. K 69 36 ay 7 1 460,7 0,15 0,07 4,04X10* 19,1
16. E 70 12 ay 9,2 9,8 12,5 0,16 0,11 1,336X10! 10,4
17. K 80 18 ay 107 99 675 0,14 0,02 2,583X10! 5,98
18. K 57 36 ay 156 129 99 0,21 0,06 2,318X10! 17,1
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Tablo 8:Gizli HBV pozitif ve negatif hemodiyaliz hastalarinin karsilastirilmast

HBV-DNA
Pozitif (n=18) Negatif (n=142) p
Ortalama * Standart Sapma Ortalama * Standart Sapma
YAS 60,17 15,05 56,97 16,14 0,424
AST 12,47 5,79 13,95 10,99 0,574
ALT 11,89 6,56 13,55 11,53 0,551
CRP 24,59 47,23 14,73 22,34 0,488
DIYALiZ SURESI (Ay) | 79,00 57,41 59,02 55,15 0,094

DNA pozitif olan 18 hasta ile HBV DNA negatif 142 hasta karsilastirildi.
HBV DNA pozitif hastlarin yas ortalamasi 60,17£15,05 yil, HBV DNA negatif
hastalarin yas ortalamasi ise 56,97+£16,14 il idi. AST seviyeleri HBV DNA
pozitiflerde 12,47+5,79 (U/L), HBV DNA negatiflerde 13,95+10,99 (U/L)
degerindeydi. ALT HBV DNA pozitif ve negatif hastalarda sirasiyla 11,89+6,56
(U/L), 13,55+11,53 (U/L) dizeylerindeydi. CRP HBV DNA pozitif hastalarda
24,59+47,23 (mg/l), HBV DNA negatif hastalarda 14,73+22,34 (mg/l)
seviyelerindeydi. Diyaliz stireleri karsilastirildiginda ise HBV DNA pozitif
hastalarda 79,00+57,41 ay ve HBV DNA negatif hastalarda 59,02+55,15 ay sureleri
saptandi. Diyaliz sirelerinde gizli hepatit B saptanan hastalarda belirgin bir

yukseklik olmasina ragmen anlamli bir fark bulunamadi.
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Tablo 9: Gizli HBV pozitif ve negatif hemodiyaliz hastalarimin yas gruplarina gére

karsilastirtlmasi
HBV-DNA
p
Negatif Pozitif
n 5 0
0-20
HBV-DNA % 3,1% 0,0%
n 20 3
21-40
YAS HBV-DNA % 14,1% 16,7%
0,773
GRUPLARI n 29 5
41-60
HBV-DNA % 34,5% 27,8%
n 68 10
61 ve lzeri
HBV-DNA % 47,9% 55,6%

Gizli hepatit B saptanan 18 hastanin 10°u (%55,6) 61 yas ve ilizeri, 5 hasta
(%27,8) 41-60 yas araliginda, 3 hasta (% 16,7) 21-40 yas araligindaydi. 0-20 yas
araliginda gizli hepatit B enfeksiyonuna rastlanmadi. Gizli hepatit B pozitifligi ile

yas gruplari arasinda anlamli bir fark bulunamadi.

Tablo 10: Gizli HBV pozitif ve negatif hemodiyaliz hastalarimin  hepatit

belirte¢lerinin karsilastirilmasi

HBV-DNA
Negatif Pozitif
p
n % n %
Negatif 17 12,0 1 5,6
Anti-HBs 0,696
Pozitif 125 88,0 17 94,4
Negatif 105 73,9 14 77,8
Anti-HBc 0,999
Pozitif 37 26,1 4 22,2
Negatif 132 93,0 15 83,3
Anti-HCV 0,166
Pozitif 10 7,0 3 16,7
) Negatif 137 96,5 18 100,0
Izole Anti-HBc 0,999
Pozitif 5 3,5 0 0,0
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Anti-HBs pozitifligi HBV DNA pozitif hastalarda %94,4 (17/18), HBV DNA
negatif hastalarda % 88,0 (125/142), Anti-HBc pozitifligi HBV DNA pozitif
hastalarda % 22,2 (4/18), HBV DNA negatif hastalarda % 26,1 (37/142), Anti-HCV
pozitifligi HBV DNA pozitif hastalarda % 16,7 (3/18), HBV DNA negatif hastalarda
%7,0 (10/142) idi. izole Anti-HBc pozitifligine HBV DNA pozitif hastalarda
rastlanmadi, HBV DNA negatif hastalarda ise %3,5 (5/142) oranindaydi. Gizli
hepatit B enfeksiyonu ile hepatit belirtegleri arasinda anlamli bir iligki bulunamadi

(P<0,05).

Tablo 11: Anti-HCV pozitif ve negatif hastalarin yas, AST, ALT, CRP ve diyaliz

stirelerinin karsilastiriimasi

Anti-HCV
Negatif (n=147) Pozitif (n=13) p
Ortalama | Standart Sapma | Ortalama | Standart Sapma
Yas 57,31 16,18 57,54 12,95 0,961
AST 12,86 8,29 24,27 22,45 0,001
ALT 12,33 8,43 25,09 24,49 0,001
CRP 15,78 25,57 16,51 34,64 0,924
Diyaliz Suresi (Ay) | 56,35 50,91 116,69 75,80 0,006

Anti-HCV pozitif ve negatif hastalarin yas ortalamalari sirasiyla 57,54+12,95
yil, 57,31%£16,18 yil olarak saptandi. Anti-HCV pozitif hastalarin AST degeri
24,27+22,45 (U/L), Anti-HCV negatif hastalarin ise 12,86+8,29 (U/L) degerleriydi.
Pozitif ve negatif hastalarin ALT degerleri sirasiyla 25,09+24,49 (U/L) ve
12,33+8,43 (U/L) olarak tespit edildi. CRP seviyeleri ise pozitif grupta 16,51+34,64
(mg/l) negatif grupta 15,78+25,57 (mg/l) Idi. Anti-HCV pozitif hastalarda diyaliz
streleri 116,69+75,80 ay, negatif hastalarda ise 56,35+50,91 ay idi. Anti-HCV
pozitifligi ile yas ve CRP degerleri arasinda anlamli bir iliski saptanamamasina
ragmen, anti-HCV pozitifligi ile AST, ALT ve diyaliz siireleri arasinda anlamli bir
iligski vardi. Anti-HCV pozitif hastalarda AST, ALT ve diyaliz surelerinin belirgin bir
yiiksekligi vardi ve istatistiksel olarak anlamliydi (P<0,05).
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Tablo 12: Izole Anti-HBc pozitif ve negatif hastalarin yas, AST, ALT, CRP ve diyaliz

stirelerinin karsilastiriimasi

izole Anti-HBc
Negatif (n=155) Pozitif (n=5) p
Ortalama | Standart Sapma Ortalama Standart Sapma
Yas 57,36 15,96 56,40 15,81 0,895
AST 13,73 10,63 15,54 7,45 0,707
ALT 13,33 11,18 14,58 8,20 0,804
CRP 16,02 26,65 10,35 9,30 0,637
Diyaliz Suresi (Ay) 61,44 55,28 55,25 76,29 0,827

Izole anti-HBc pozitif ve negatif hastalarin yas, AST, ALT, CRP ve diyaliz

stireleri arasinda anlamli bir iliski bulunamadi (P>0,05).
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5.TARTISMA

HBV insan karaciger hastaliginin en sik nedenidir (89, 90). Hemodiyaliz
hastalarinda; bozulmus konak immiin yaniti ve ¢oklu transflizyon gereksinimlerinden
dolay1 parenteral olarak viral ajanlarin bulagmasi ile potansiyel olarak enfeksiyon
riski artmigtir. Viral hepatitler hemodiyaliz hastalarinda énemli bir problem olarak
kabul edilir. Clinki bu poptlasyonda gorilen dlumlerin %21,9°u viral hepatitlerin
sonucudur (91). Hepatit B viriisii hemodiyaliz hasalarinda parenteral yol ile bulasan
enfeksiyonlarin en énemli nedenlerinden birisidir. Gizli HBV enfeksiyonu HBsAg
saptanmadan HBV enfeksiyonunun varligi ile karakterizedirve hemodiyaliz
uygulanan hastalarda HBV’nin bulasma riski vardir (91).

Zamanimizdan yaklastk 35 yil oncesinde HBV enfeksiyonu diyaliz
tinitelerinde ¢ok yaygindi ve ¢ok ciddi bir tehdit olarak algilaniyordu. Bahsedilen
bazi diyaliz tinitelerinde HBsAg prevalansi o zamanlarda % 50°nin lizerine ¢ikmusti.
Amerika Birlesik Devletleri “Hastaliklar1 Kontrol Merkezi (CDC)” nin uygulamalari
olan; HBsAg pozitif hastalarin HBsAg negatif hastalardan farkli diyaliz cihazlarina
alinmasi, diyaliz ekipmanlarinin ve personelin 6zel olmasi ve hijyen kurallarma
dikkat edilmesi sonucunda hemodiyaliz tinitelerinde HBsAg prevalansinda hizli bir

diisiis yasanmustir (92).

Hemodiyaliz uygulanan hastalar potansiyel olarak artan bir HBV ve gizli
hepatit B enfeksiyon riskine sahiptirler. Konagin bozulmus immiin yaniti, ¢oklu
transfiizyon gereksinimleri, paylasilan diyaliz ekipmanlari, invaziv prosedurler ve
HBYV agisiin diisiik cevab1 hemodiyaliz hastalarinda gizli hepatit B bulaginin ana
risk faktorlerindendir (51). Hepatit B asis1 yapilan hemodiyaliz hastalarinin yalnizca

% 50-60’1nda koruyucu antikor cevabi gelismektedir (93).

Akut hepatit B geciren hemodiyaliz hastalarinin kronik tasiyici olma
ihtimalleri oldukg¢a fazladir. Kroniklesme ihtimali diyaliz hastasi olmayanlar i¢in %
10 iken, bu oran diyaliz hastalarinda % 80 seviyesindedir. Ayrica, HBV tasiyicisi
olan diyaliz hastalarinda kronik karaciger hastalig1 gelisme riski de oldukca yuksektir
(94).
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Sonug olarak bu ¢alismanin amaci; hemodiyaliz hastalarinda gizli hepatit B
prevelansini saptamak, kapsamli bilgi saglamak, HBV virilisiiniin bulas risklerini
belirlemektir.

Hemodiyaliz hastalarinda gizli hepatit B enfeksiyonu prevelans degerlerinde
oldukca farkli raporlar vardir. Bobrek diyalizi hastalarinda GHB enfeksiyon
prevelansi yayinlanan raporlarda % 0-58 arasinda degismektedir (95-98).

Bizim ¢alismamizda 160 hemodiyaliz hastasinin 18’inde (%11,3) gizli hepatit
B enfeksiyonu tespit edildi. Kontrol grubu olan 28 prediyaliz hastasinda ise gizli
hepatit B enfeksiyonuna rastlanmadi (Tablo 5).

Gizli hepatit B enfeksiyonuna sahip hastalarin serumlarinda HBV-DNA
diizeyi genel olarak 10* kopya/ml’den diisiiktiir (102 kopya/ml serumda, 0,01-0,1
kopya/ karaciger hiicresinde) (68, 47).

Calismamizda da gizli hepatit B olgularinin serum HBV DNA duzeyleri
oldukca diisiik titrelerde olmak {izere 0,6x10'-2,973x10? kopya/ml araliginda
degisiyordu (Tablo 7).

Gizli hepatit B enfeksiyonu prevelansi toplumun %70-90’1inin HBV’ye maruz
kaldig1 endemik bdlgelerdeki kan dondrleri arasinda %7-19 arasinda iken, batili
ilkelerde (HBV’ye maruziyet yaklasik %5) gizli hepatit B prevelanst %0-9
arasindadir (99).

Cabrerizo ve ark. (96)’nin Ispanya’da yaptiklar1 calismada hemodiyaliz
hastalarinda %57,6 degeriyle en yiikksek GHB oranini buldular.

Motta ve ark. (100)’nin Brezilya’da yapilan galismalarinda 100 HBsSAg
negatif hemodiyaliz hastasinin serum 6rneklerinde HBV DNA’nin varligini arastirdi.
HBV DNA varligi orneklerin %15’inde saptandi. Bu calismada HCV durumu,
cinsiyet, yas, diyaliz sliresi, alanin aminotransferaz seviyesi, HBV serolojik
belirtecleri gizli hepatit B olmayan hastalarla karsilagtirildiginda anlamli bir fark
bulunamadi.

GHB prevelanlaslari; Minuk ve ark. (101)’nin c¢alismalarinda Kanada’da
%3,8 (9/241), Siagris ve ark. (102)’nin ¢alismalarinda Yunanistan’da %20,4 (10/49),
Di Stefano ve ark. (103)’nin ¢alismalarinda Italya’da %26,6 (34/128), Mina ve ark.
(104)’nin ¢aligmalarinda Yunanistan’da %0,9 (3/366), Aghakhani ve ark. (105)’nin
calismalarinda fran’da %3,11 ( 9/289), Ismail ve ark. (106)’nin calismalarinda
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Misir’da %3,8 ( 2/116), Mukarem ve ark. (107)’nin ¢alismalarinda yine Misir’da
%4,1 ( 6/145) ve Albuquerque ve ark. (108)’nin ¢alismalarinda Brezilya’da %1,5 (
3/752) olarak bildirdiler.

Fabrizzi ve ark. (95)’nin calismalarinda italya’da 585 hastada, Tereul ve ark.
(109)’nin calismalarinda Ispanya’da 61 hastada, Joukar ve ark. (110)’nin
calismalarinda Iran’da 514 hastada gizli hepatit B enfeksiyonuna rastlamadilar (GHB
oran1 % 0 ).

Tiirkiyede de hemodiyaliz hastalarinda gizli hepatit B enfeksiyonu ile ilgili
caligmalar yapildi ve bildirilen GHB prevelans degerleri oldukga farklilik
gosteriyordu. Turkiye’de Altindis ve ark. (88)’nin hemodiyaliz hastalarinda yaptigi
calismada gizli hepatit B prevelans1 % 12,4 (19/153) olarak saptandi.

Sav ve ark. (111)’min 2010 yilinda Tirkiye’de yaptigi ¢alismada GHB
prevelanst %16,9 (12/71) idi.

Tiirkiye’de yapilan diger caligmalarda oranlar daha diisiiktii. GHB prevelansi
Yakaryilmaz ve ark .(112)’nin ¢alismalarinda %2,7 (5/188), Ersoy ve ark. (113)’nin
caligmalarinda %1,25 (1/80) ve Goral ve ark. (114)’nin ¢alismalarinda ise %0 (0/50)
degerlerini bildirdiler.

Dogukan ve ark. (115)’nin Turkiye’de HBsAg negatif olan toplam 174 hasta
ile yaptiklar1 calismada hemodiyaliz hastalarinin  %2,6’sinda, periton diyalizi
hastalarinin %1,8’inde HBV-DNA varligin1 saptadilar. Buna karsilik, prediyalitik
hastalarda gizli hepatit B enfeksiyonu saptanmadi.

Bizim ¢alismamizda ise GHB prevelansimiz (%11,3) Tiirkiye’de ve diinyada
yapilan diger ¢alisma sonuglarinin genis aralig1 igerisinde yer almaktaydi (Tablo 5).

Hemodiyaliz hastalar1 arasindaki gizli hepatit B enfeksiyon prevelansindaki
bu farkliliklarin nedeni; endemisite, HBV DNA testleri icin 6rnek secim kriterleri,
klinik 6rnekler ve HBV DNA’nin tespiti i¢in kullanilan metodlarin farkli sensitivite
ve spesifiteye sahip olmasi ve calisilan popiilasyondaki farkliliklardan dolayr bu
tutarsizliklar ve gelisikili sonuglar olabilir (91).

PCR metotlarinin sensitivite ve spesifitelerinin gelistirilmesi ile HBV
enfeksiyonunun tek belirteci olarak HBV DNA tasiyan bireylerin HBV DNA i¢in 10

[U/ml limitlerinden daha azini tespit edilebilmesine yol agmistir (116).
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Izole anti-HBc durumu, HBsAg ve anti-HBs yoklugunda anti-HBc varlig1
olarak tanimlanir (117, 118, 119). Bu serolojik paternlerin énemi belirsizdir (120).

Fakat GHB enfeksiyonu HBV’nin tek serolojik belirteci olarak anti-HBc
pozitif olan hastalarda daha sik goriildiigii bildirilmektedir. Ancak anti-HBs ve Anti-
HBc negatif bireylerdede tespit edilebilir (117, 118).

Izole anti-HBc ve GHB enfeksiyonunun prevelanst HBV enfeksiyonunun
endemik oldugu bolgelerde, diisiik endemik bolgelerden daha yiksektir (121).

HCV ve HIV ile enfekte hastalar, 1V ilag kullanicilar1 gibi riskli
secilmis gruplarda izole anti-HBc¢ prevelansi degisken olmasina ragmen batili tilkeler
ve diisiik endemik bélgelerde anti-HBc prevelansi %1-4 arasindadir (91). Ote yandan
Guney-Dogu Asya, Kuzey Afrika ve Yunanistan gibi endemik bdlgelerde izole anti-
HBc prevelansi daha yiiksek goriiliir ve secilmis popiilasyona ve cografik alana baglh
olarak %0-22,8 arasinda, izole anti-HBc pozitif hastalarda ise HBV DNA orani
yaklasik %10 olarak bildirilmistir (122).

Calismamizda izole anti-HBc pozitifligi hemodiyaliz uygulanan hastalarin %
3,1’inde (5/160), prediyaliz hastalarinin % 3,6’sinda (1/28) tespit edildi (Tablo 5).

Izole anti-HBc pozitifligi olan hastalarda gizli hepatit B varligna rastlanmadi
(Tablo 10). izole anti-HBc pozitif ve negatif hastalarin yasi, AST, ALT, CRP ve
diyaliz siireleri arasinda anlamli bir iligki bulunamadi (P >0,05) (Tablo 12).

Bagka calismalarda da benzer sonuglar elde edildi. Bunlardan Fabrizi ve ark.
(81)’nin ¢alismalarinda italyan kronik diyaliz hastalarinda kohort genis bir arastirma
yaptilar ve hemodiyaliz hastalalarinda izole anti-HBc¢ oranin1 % 20,8 buldular. Fakat
caligma gruplarinda gizli hepatit B yoktu (95).

Ayrica Jardim ve ark. (78) anti-HBc pozitif 34 diyaliz hastasinda HBV
DNA’y1 saptayamadilar. Bahsedilen ¢alismalarla uyumlu olarak bizim ¢alismamizda
da izole anti-HBc’li hastalarda gizli hepatit B enfeksiyonuna rastlanmadi (92).

Bunlarin aksine iran’da Aghakhani ve ark. (79)’nmn yaptig1 bir ¢alismada
izole anti-HBc’li hastalarda HBV DNA %50 oraninda saptandi. Bu gozlem gizli
hepatit B enfeksiyonunun izole anti-HBc’li hemodiyaliz hastalarinda yaygin
olabilecegini gosterdi ve izole anti-HBc’nin saptanmasi hemodiyaliz hastalarinda
taninmayan gizli hepatit B enfeksiyonunu yansitabilecegini diisiindiirdii. Bu

enfeksiyonlarin biiyiik ¢ogunlugu diisiik viral yiik ile iliskilidir (93).
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Carpenter ve ark. (123)’nin ¢alismasinda ise anti-HBc¢ prevelansinin anti-
HCYV pozitif hastalarda yiiksek oldugunu gostermistir.

Yakaryilmaz ve ark. (112) anti-HCV pozitif hastalarda anti-HBc prevelansini
% 7,9 bildirmislerdir.

Calismamizda ise anti-HCV pozitif hastalar arasinda izole anti-HBC
pozitifligi %9,09 (1/11) olarak saptandi. Buna karsilik Besisik ve ark. (12) HCV’li
hastalarda anti-HBc prevelansini % 0 olarak saptamiglardir (Tablo 7).

Yine ¢alisma sonuglarimizda anti-HCV pozitifligi ile yas ve CRP degerleri
arasinda anlamli bir iligki saptanamamasina ragmen, anti-HCV pozitifligi ile AST,
ALT ve diyaliz siireleri arasinda anlamli bir iliski vardi. Anti-HCV pozitif hastalarda
AST, ALT ve diyaliz siirelerinin belirgin bir yiiksekligi vardi. (P<0,05) (Tablo 11).

Diyaliz siirelerinde gizli hepatit B pozitif hastalarda negatif hastalara kiyasla
belirgin bir ylikseklik olmasina ragmen anlamli bir fark bulunamadi.

Hemodiyaliz uygulanan hastalarda HBV enfeksiyonunun yaninda, HCV
enfeksiyonu da biiyiik 6nem tagimaktadir. Gizli hepatit B enfeksiyonlarinin kronik
HCYV enfeksiyonlu hastalarda daha sik rastlandiginin yayinlanmasina ragmen, bu ko-
enfeksiyonlarin klinik olarak 0nemi net degildir (124).

HCV enfeksiyonu HBV’nin replikasyonunu ve ayni zamanda in vitro ve in
vivo olarak HBV’nin yuzey proteinlerinin ekspresyonunu baskilar (125, 126). HCV
ile enfekte hemodiyaliz hastalarinda GHB  %0-36 arasinda degisen oranlarda
bildirilmistir (127). Kronik HCV enfeksiyonu olan hastalarda GHB oranlari; Kao ve
ark. (128) %15 (31/210), Silva ve ark. (129) %14 (15/106), Khattab ve ark. (124)
%7,5 (4/53) oranlarinda tespit etmislerdir. Altindis ve ark. (88)’nin yaptig1 calismada
kronik HCV’li hemodiyaliz hastalarinda GHB oram1 % 27,4 (11/40) olarak
bildirilmistir.

Bizim c¢aligmamizda HCV negatif hastalarda GHB orant %10,2 (15/147)
iken, HCV pozitif hastalarda GHB oram1 %23,7 (3/13) olarak saptanmustir.
Sonuglarimiz kronik HCV’li hastalarda GHB oraninin yiiksek olabilecegini
desteklemektedir. Bunlarin aksine Goral ve ark. (114)’nin ¢alismasinda anti-HCV
pozitif 50 kronik hemodiyaliz hastasinda gizli hepatit B enfeksiyonu tespit

edememislerdir.
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Serum aminotransferazlart olan AST ve ALT genel popiilasyon ve
hemodiyaliz hastalarinda karaciger hastaliklarinin taranmasi1 amactyla kullanilir (130,
131). Viral hepatitlerin saptanmasinda AST ve ALT cutt off (alt sinir) degerleri bu
popllasyonda diisiik diizeyde ayarlanmalidir (132).

On calismalarda GHB ve aminotransferaz seviyeleri arasinda bir iliski 6ne
striilmiistir (133). Sav ve ark. (111)’nin arastirmasinda, surekli ayaktan periton
diyalizi (SAPD) hastalarinda GHB prevelanst %9,8 iken hemodiyaliz hastalarinda
GHB prevelanst %16,9 olarak bildirilmistir. AST ve ALT seviyeleri HBV DNA
pozitif hastalarin tamaminda normal olarak bulunmustur. Onlar GHB prevelansini
hemodiyaliz hastalarinda oldugu gibi SAPD hastalarinda da yaygin olabilecegi
sonucuna varmiglardir.

Calismamizda Gizli HBV enfeksiyonu pozitif olan hastalarla negatif
hastalarin karaciger enzim diizeyleri karsilastirildi. Her iki grupta da ortalama AST
ve ALT degerleri normal sinirlar igindeydi ve gizli hepatit B pozitif ve negatif
hastalarda AST ve ALT dizeyleri arasinda anlamli fark gozlenmedi (p>0.05).
Diyalize bagimli olan hastalarda daha belirgin olmakla birlikte kronik bobrek
yetersizligi olan hastalarda ¢esitli sebeplere bagl olarak gelisen mikroinflamasyonun
belirteci olan CRP degerleri ise gizli hepatit B pozitif ve negatif hastalar arasinda
anlaml bir fark gozlenmedi (p>0.05). Diyaliz surelerinde gizli hepatit B saptanan
hastalarda belirgin bir yiikseklik olmasina ragmen anlamli bir fark bulunamadi
(p>0.05) (Tablo 8).

Yakaryilmaz ve ark. (112)’nin galigmalarinda AST ve ALT seviyelerinin
HBV viremisi olan ve olmayan hastalarda benzer oldugunu gosterdiler.

Fabrizi ve ark. (134)’nin ¢alismalarinda serumda AST ve ALT aktiviteleri ile
HBsAg / HBV DNA’nin saptanabilirligi arasinda anlamli bir iliski gosterdiler. AST
ve ALT diizeyinin diyaliz hastalar1 saglikli bireylere gore daha diisiik oldugunu
bildirdiler. Aghakhani ve ark. (91)’nin ¢aligmalarinda gizli hepatit B enfeksiyonu ile
biyokimyasal karaciger testleri arasinda higbir iliski bulunamadi.

Bu c¢alismalar sonucunda karaciger fonksiyon testlerinin GHB hastalarinin
karaciger hasarinin saptanmasinda yararli olabilecegini diistinmemekteyiz.

Anti-HBs varliginda degisen viral yiiklerde HBV DNA pozitifligi
bildirilmistir. Bu ¢alismalarda anti-HBs titresi de degiskenlik gostermekle birlikte
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pek ¢ok calismada >100 IU/ml hatta 1000 1U/ml ve (stinde anti-HBs dizeyi
varliginda bile HBV DNA pozitifligi oldugu gosterilmistir (135).
Bizim c¢alismamizda GHB tamis1 alan 18 hastadan 17’sinde anti-HBS

pozitifligi vardi ve anti-HBs titreleri oldukca yuksekti (Tablo: 10).

6. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak ¢alismamizda, hemodiyaliz hastalarinda gizli HBV enfeksiyonu
oraninin (%11,3) azimsanmayacak diizeyde oldugu saptanmis ve hemodiyaliz
uygulanan yiiksek riskli hasta gruplarinda bulas riskinin olmamasi i¢in hemodiyaliz
hastalarmin serolojik belirtecleri negatif olsa bile molekuler yontemler ile
taranmasinin yararl olabilecegini diistinmekteyiz.

Diyaliz tnitelerinde GHB’li hastalarin saptanmasi gereklidir. Bu alanlarda
HBV bulas1 agisindan potansiyel kaynak olusturabilirler. Diyaliz uygulanan tim
hastalarin HVB DNA taramalart yapilmalidir. Fakat bu molekiler tarama testinin
yiiksek riskli popiilasyonlar ile sinirli olup olmadig tartismalidir.

Ayrica hemodiyaliz hastalarinda GHB enfeksiyonunun 6nemi dikkate
almmalidir ve duyarli hastalarin asilanmasi, GHB tanisi konulmus hastalarin
diyalizorlerinin izole edilmesi, HBV tanis1 alan hastalarin spesifik bir servise
alinmasi Onerilebilir.

Bu hastalarin ileri takiplerinin yapilarak; viral yiiklerinde artis olup olmadigi,
karaciger fonksiyon testlerinde ylkselme duzeyi, karaciger biyopsisinde histolojik
degisiklikler arastirilarak gizli hepatit B enfeksiyonunun tanimlanmasina katkida

bulunacak ve tedaviye yaklasimin belirlenmesinde yol gdsterici olacaktir.
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