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OZET

HBsAg Pozitif Hastalarda HBV DNA Arastiridmast

Amag: Hepatit B infeksiyonu kronik karaciger hastaligi ve hepatoselliiler
karsinoma gelisme riski agisindan Onemli bir saglik sorunu olmaya devam
etmektedir. Hepatit B infeksiyonunda HBsAg (Hepatit B viriis yiizey antijen) aktif
infeksiyonu gostermekte, akut ve kronik hastalikta serumda saptanabilmektedir.
HBV DNA ise giiniimiizde replikasyon gostergesi olarak ve HBV infeksiyonunun
antiviral tedavi takibinde kullanilmaktadir. Bu ¢alismada HBsAg pozitif saptanan
olgularda, HBV DNA sonuglar1 retrospektif olarak incelenerek aralarindaki uyumun
karsilastirilmasi amaclanmistir.

Materyal ve Metot: Bu calismada 2014-2015 yillar1 arasinda Inonii
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda HBsAg pozitif saptanan
2437 hastanin HBV DNA degerleri retrospektif olarak incelendi. Hasta
serumlarinda HBsAg belirlenmesi i¢gin ELISA yontemi, HBV DNA belirlenmesi
i¢in Real-time PCR metodu kullanildi.

Bulgular: HBsAg’si pozitif olan 2437 o6rnekten 1037’sinde (%42.5) HBV
DNA pozitif, 1400’iinde (%57.5) HBV DNA negatif bulundu. 1037 HBV DNA
pozitif 6rnegin viral yiikk miktarinin 435 kopya/ml-9 milyar 782 milyon kopya/ml
arasinda oldugu belirlendi.

Sonu¢: Sonug¢ olarak hepatit B virlis infeksiyonunun tespitinde serolojik
gosterge olarak HBsAg (Hepatit B virlis ylizey antijen), viral replikasyonun
belirlenmesinde ve antiviral tedavininin takibinde ise HBV DNA molekiiler test olarak
Oonemini korumaktadir.

Anahtar kelimeler: HBV, HBsAg, HBV DNA, Real-time PCR.
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ABSTRACT

Investigation of HBV DNA at HBsAg Positive Patients

Aim: Hepatitis B infection continues to be an important health problem in terms
of chronic liver disease and hepatocellular carcinoma development. HBsAg (hepatitis B
virus surface antigen) shows active infection in hepatitis B infection and can be detected
in serum in acute and chronic hepatitis B disease. HBV DNA is currently used for the
detection of viral replication and also assists in the follow-up antiviral treatment of HBV
infection. In this study; we aimed to compare HBV DNA results retrospectively during
HBsAg-positive cases.

Material and Method: In this study, HBV DNA values of 2437 patients who
were positive for HBsAg in Inonu University Medical Faculty Microbiology Laboratory
between 2014-2015 were examined retrospectively. In sera of the patients; HBV DNA
were examined by Real Time PCR method and HBsAg were examined by ELISA method.

Results: Of the HBsAg positive 2437 samples, 1037 (42.5%) were HBV DNA
positive, 1400 (57.5%) were HBV DNA negative. It was observed that 1037 HBV DNA
positive patients viral load amount is 435 copies / ml to 9 billion 782 million copies / ml.

Conclusion: In conclusion; HBsAg (hepatitis B virus surface antigen) is a
serologic indicator in the detection of hepatitis B virus infection and HBV DNA is a
molecular test in determining viral replication and following antiviral treatment and
these still maintains their importance.

Key words: HBV, HBsAg, HBV DNA, Real-time PCR.



SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Anti-HBc¢ : Hepatit B Viriisii Kor Antijenine Kars1 Gelisen Antikor
Anti-HCV  : Hepatit C Viriisiine Kars1 Gelisen Antikor

cccDNA : “Covalently Closed Circular DNA”; Kovalent Olarak Kapali Sirkiiler DNA
DNA : Deoksiriboniikleik Asit

DR : “Direct Repeats™; Tekrarlayan Bolgeler

DSO : Diinya Saglik Orgiitii

EIA : Enzimimmunoassay

EN : Enhancer

HBcAg : Hepatit B Viriisii Kor Antijeni

HBeAg : Hepatit B Viriisli Zarf Antijeni

HBIG : Hepatit B Immiinglobulin

HBsAg : Hepatit B Yiizey Antijeni

HBV : Hepatit B Viriisii

HCC : Hepatoselliiler kanser

HCV : Hepatit C Viriisi

HIV : Insan Immiin yetmezlik Viriisii

IC : “Internal Control”; Internal Kontrol

ID-NAT : Tek Tek Orneklerde Uygulanan Niikleik Asit Testi
NAT : Niikleik Asit Testi

ORF : “Open Reading Frame”; A¢ik Okuma Cergevesi
PCR : “Polymerase Chain Reaction”; Polimeraz Zincir Reaksiyonu
pgRNA : Pregenomik RNA

PKMH : Periferik Kandaki Monontikleer Hiicre

preC : Prekor

QCMD : “Quality Control for Molecular Diagnostics”

RNA : Riboniikleik Asit

RPR : “Rapid Plasma Reagen”

RT : Revers Transkriptaz
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1. GIRIS

Hepatit B infeksiyonu tiim diinyada onemli bir saglik sorunu olmaya devam
etmektedir. Tiim diinyada yaklasik 400 milyon kisi HBV ile kronik infektedir. HBV
infeksiyonu, kendini sinirlayan akut hastalik, inaktif tagiyicilik, kronik hepatit, siroz ve
hepatoselliiler kansere kadar degisen genis bir klinik spektruma sahiptir (1). Etkin ve
giivenli bir agis1 olmasina karsin her yil 50 milyon yeni olguya tan1 konmaktadir.
Ulkelerin saglhik politikas1, alman onlemler, egitim, ekonomik kosullar gibi pek cok
faktor HBsAg goriilme sikliginda degisikliklere neden olmaktadir. HBV ile karsilasma
orant Bati Afrika’da en yiikksek, Bati Avrupa ve Kuzey Amerika’da en diisiik
seviyededir. Bu oranlar; Bati Afrika’da >%80, Uzak Dogu’da %60 ve ingiltere’de
<%0,5 civarindadir (2-7, 8). Tiirkiye’deki HBsAg prevalansi, bdlgeden bolgeye
degismekle birlikte %2-21 olarak saptanmustir (9).

HBsAg tarama test duyarlilig1 yillar i¢inde artmakla birlikte HBV infeksiyonunu
saptamakta her zaman yeterli olmamaktadir (10). Bunun i¢cin HBV kor antijenine kars1
gelisen antikorun (anti-HBc) HBsAg ile birlikte bakilmasi onerilmektedir. Ancak Anti-
HBc’nin orta ve yiiksek endemik oldugu bolgelerde yalanci pozitiflik oranlarindan
dolay1 HBV DNA testi daha 6nemli hale gelmektedir (11, 12).

Molekiiler biyolojideki en énemli adimlardan biri niikleik asit dizisinin in vitro
cogaltilmasimin basarilmasidir. Bu baglamda infeksiyon hastalik etkenlerinin tanisi,
tiplendirilmesi, tedavilerinin takibi ve ila¢g direngleri saptanabilmistir. Niikleik asit
dizisinin in vitro ¢ogaltilmasi temeline dayanan yontemler 6zellikle mikroskopi ile
goriilmesi zor olan, kiiltiirde iretilmesi uzun zaman alan veya olanaksiz olan
mikroorganizmalarin belirlenmesinde kullanilmaktadir (13). Hepatit B virlis DNA (HBV

DNA)’siin belirlenmesinin 6nemi anlasildik¢a bu alandaki yontemlerin kullanimi artmig



ve yeni arayislar baglamistir. Real-time PCR; HBV DNA’nin kantitasyonuna olanak

saglayan hizli ve basit bir testtir ve HBV DNA saptanmasinda sik¢a kullanilmaktadir.
Caligmamizda ELISA ile HBsAg pozitifligi saptanan olgularin Real-time PCR

yontemiyle HBV DNA sonuglarinin retrospektif olarak incelenerek, karsilastirilmasi

amagclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Hepatit B viriisii ile ilgili ilk kanitlara M.O. 2000 yillarinda Uzak Dogu’da
yapilan insan mumyalarinda HBsAg tespit edilmesi ile rastlanmistir. Hipokrat hepatit
viriislerini ilk defa M.O. 3-4. yy’da tarif etmis ve bulasici olabilecegini diisiinerek
hastanin bulundugu yerlesim yerine “Karantina uygulamasi” onermistir (14). HBV’ye
bagl bildirilen ilk salgmn 1883 yilinda Almanya Bremen’de ¢igek viriisii asis1 yapilan
gemi calisanlarinda goriilmiistiir. Yirminci yiizyilin baglarinda hastalik etkeninin viriis
olabilecegi diislintilmiistiir. 1947 yilinda MacCallum ve Bauer, 1973 yilinda Diinya
Saghik Orgiitii infeksiydz hepatit icin hepatit A ve serum hepatiti icin hepatit B
terimininin kullanilmasini 6nermislerdir (15, 16-19).

1965 yilinda Blumberg ve Alter, ¢ok sayida kan transflizyonu yapilmis bir
hemofili hastasinin serumunda jel diflizyon deneyi ile presipitin bandi saptamislardir.
(19). Hasta Avusturalya asilli oldugu i¢in Avusturalya antijeni ( Au ) adin1 vermislerdir.
Baslangicta konaga ait bir antijen olarak diisliniilen Au antijeninin yillar sonra akut
hepatitle iliskisi saptanarak “Hepatitis associated antigen- HAA’’olarak adlandirilmistir.
Daha sonraki calismalarda HBV ile iliskisi ortaya koyulmus ve “Hepatitis B surface
antigen-Hepatit B yiizey antijeni-HBsAg” olarak bugiinkii adin1 almistir (19, 20).

1965 yilinda Blumberg ve arkadaslart Avustralya antijeni’ni bir serum proteini
olarak tanimlamiglardir. Avustralya antijeninin akut/kronik hepatit B infeksiyonu ile
iliskili HBsAg oldugu belirlenmistir. 1970 yilinda Dane ve arkadaslar tarafindan tam
virionun elektron mikroskobik goriintiileri elde edilip “Dane partikiili” olarak
isimlendirilmistir. 1971 yilinda Krugman, 1s1 ile inaktive edilen HBsAg pozitif
serumlarin immu nojenik oldugunu ve as1 olarak kullanilabilecegini gostermistir. 1972
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yilinda Magnius ve Espmark, HBeAg’yi tanimlamis, 1973 yilinda Kaplan ve
arkadaslar1 viriisiin kor bolgesinde RNA’ya bagimli DNA polimerazi gostermislerdir.
Ayn yillarda viriisiin ¢esitli antijenlerinin hepatositlerdeki yerlesim 6zellikleri immun
elektron mikroskobu ile belirlenmis; HBsAg’nin hepatosit sitoplazmasinda, HBV
cekirdek antijeninin (HBcAg) ise niikleusta depolandigi tespit edilmistir. 1979°da ise
HBV DNA klonlanarak tam niikleotid dizisi ¢ikarilmistir (15, 16-19).

2.2. Simiflandirma

HBV zarfli, kismen c¢ift sarmalli DNA viriisiidiir. Hepadnaviridae ailesinin
prototip lyesidir. Orthohepadnaviriis genusu iginde yer almaktadir (21). Hepatotropik
bir viriistiir. Insanlarda ve dogada bazi hayvanlarda (sempanze, orangutan vs)
infeksiyon yaptig1 saptanmistir (22).

Hepadnaviridae ailesi; virion biiyiikliikkleri ve ince yapilar1 birbirine benzeyen,
genom replikasyonunda revers transkripsiyonuna gereksinim duyan, karacigere tropizm
gosteren, persistan infeksiyon olusturabilen ve hepatoselliiler kanserlerle iligkili
viriislerdir. Bu ortak 0zelliklerine karsin viriislerin birbirinden farklilik gosteren

Ozellikleri de bulunmaktadir (24-26).



Tablo 2.1. Hepadnaviriislerin Ozellikleri (19)

Ortohepadnaviriis Avihepad
naviriis
HBV WHV GSHV DBHV
Biiyiiklik ({2 nm 40-42 nm 40-42 nm 46-48 nm
Genom 3.2 kb 3.3 kb 3.3 kb 3.0 kb
Viral DNA [Tamamlanmamis [Tamamlanmamis [Tamamlanmamis |[Tam
Zarf L,M,S L,M,S L,M,S L,S
proteinleri
Gen S,C,P,.X S,C,P.X S,C,P,X S,C,P
Konak insan Dag sicant Yer sincabi Ordek
Sempanze Dag sincab1 Kaz
[Amerika sincabt  |Balikeil
Replikasyon [Karaciger Karaciger Karaciger Karaciger,
Bobrek, Pankreas |[Bobrek, Pankreas Bobrek,
Lenfosit Lenfosit ve diger Pankreas,
Dalak ve
diger
Dagilim Tiim diinya Dogu ABD [Kaliforniya Cin, ABD

HBV: Hepatit B viriis, WHV: Woodchuck hepatitis virus, GSHV: Ground squirrel hepatitis virus
DHBYV: Duck hepatitis B virus
Hepadnaviridae ailesi iginde memeli hepatit virlislerinden orthohepadnaviriis ve
kanatli hepatit virtislerinden avihepadnaviriis cinsleri yer almaktadir. Orthohepadnaviriis
icinde HBV, dag sican1 (woodchuck) hepatit B viriisii (WHBYV) ve yer sincabi (ground
squirel) hepatit B virlisii (GSHBV) yer almaktadir. Bu viriisler arasinda niikleotit
diizeyinde %70 homoloji bulunmaktadir. Dag sigcan1 (woodchuck) hepatit B viriisii
infeksiyonlart kronik karaciger hastaligt ve HCC ic¢in model olarak calisiimaktadir.
Avihepadnaviriis cinsinde yer alan o6rdek hepatit B viriisii (DHBYV), ozellikle replikasyonun

incelenmesi amaciyla kullanilmaktadir (24-26).

2.3. Genel Ozellikleri

Kiigiik, zarfli bir DNA viriisii olan hepatit B viriistiniin viral genomu kismen ¢ift
(~%70), kismen tek iplikli (~%30) yaklasik 3200 niikleotitten olusan g¢embersel
DNA’dan meydana gelir. Viral genom ve DNA polimeraz ikozahedral bir kapsid
icerisinde yer alir. Kapsidin i¢inde ayrica fonksiyonu heniiz tanimlanmamis olan
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protein kinaz bulunmaktadir. Ug farkli yiizey antijenini tasiyan lipid yapili zarfi
kapsidin disinda yer alir. HBV, DNA viriisii olmasina ragmen revers transkriptaz
(RT) enzimi kodlar. Zarfl1 bir viriis olmasina ragmen; eter, diisiik pH, 1s1, donma ve
¢oziilmeye karst oldukca direnglidir. Bu ozellikler viriisiin kisiden kisiye geg¢mesine

katkida bulunur ve dezenfektanlara kars1 direng saglar (15, 22).

) . L
~— Hepatit B ylizey antijeni 1
//- DMA polimeraz S
DNA (buyak kismi gift iplikli)

3200 bg

]

Kor antijenleri: HBc, HBe

Protein kinaz
42 nm

Dane partikiilii
Sekil 2.1. Hepatit B viriisii (Dane partikiilii) (22)

HBV igeren serumdan hazirlanan preparatlar elektron mikroskobu ile
incelendiginde; biiyiikliik, yap1 ve miktar gibi 6zellikler agisindan ti¢ farkl tipte partikiil
saptanmistir:

a) Dane partikiilii: 42 nm c¢apinda, tam virion yapisinda, infeksiydz ve
bulan kisinin adiyla anilan partikiillerdir. Niikleokapsid 28 nm ¢apinda olup; DNA,
HBcAg, HBeAg ve DNA polimerazdan meydana gelmektedir. Niikleokapsidi ¢evreleyen
yaklasik 7 nm kalimhiginda HBsAg ve lipitten olusan zarf bulunmaktadir. Zarf biiyiik
(L), orta (M) ve kiiciik (S) (LHBs, MHBs, SHBs) proteinlerden olusmaktadir. L, M, S
proteinleri sirasiyla 1:1:4 oraninda zarfta bulunmaktadir.

b) Kiiresel partikiiller: Yaklasik 22 nm ¢apinda, infeksiy6z olmayan, niikleik
asit igermeyen partikiillerdir. Kanda en fazla bu partikiiller bulunmakta olup, 1:2
oraninda M ve S proteinleri ile eser miktarda L proteini igermektedir.

¢) Tiibiiler partikiiller: 22 nm c¢apinda, infeksiydz olmayan, niikleik asit
icermeyen, 50-500 nm uzunlugunda esit miktarda M ve L proteini igeren partikiillerdir.
(17, 24).

Her 1i¢ partikiil de immunojenik oldugu i¢in anti-HBs antikorlar1 ile reaksiyona

girerler. Infekte konak serumunda yiiksek miktarda (200-500 pg/ml) saptanabilen
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HBsAg antijenini igerirler. Infeksiyon olusturma &zelligi olmayan formlar daha fazla
miktarda iiretilmektedir. Kanda dolasan HBsAg’nin biiyiik boliimiinii kiiresel partikiiller
olusturur. Dane partikiillerinin sayis1 104-109/ml arasinda iken, non-infektif kiiresel

partikiillerin miktar1 1013 /ml veya daha fazladir (27-29).
2.3.1. Duyarhhk ve Direnclilik

HBYV eter, diisiik pH, dondurma ve orta diizeyde 1sitmaya direnglidir (22). Zarth
olmasina ragmen diger zarfl1 viriisler gibi deterjanlarla inaktive olmamaktadir. HBV ile
kontamine materyal %10’luk camasir suyu ile dezenfekte edilebilir. HBV’i %l
gluteraldehit ile 5 dakikada, %80 etanol ile 2 dakikada, 98°C de 1sitilmakla 2 dakikada
inaktive olmaktadir (30, 31).

2.3.2. Genom Yapis1
HBV kismen c¢ift sarmalli ¢gembersel DNA’ya sahiptir. Guanin + Sitozin (G+C)

orani %49, molekiil agirlig 2,3)(106 daltondur (15, 30). Genotiplere bagli olarak genom
uzunlugu 3181-3221 baz arasinda degismektedir (32).

HBV; 1800-2700 niikleotitten olusan uzun (L) ve 400-1000 niikleotitten olusan
kisa (S) zincirli iki sarmaldan meydana gelmis, negatif polariteli DNA viriisiidiir. Kisa
zincirin boyu degigskendir ve kapsidin zarflanma zaman ile iligkilidir. Bu zincirler
cembersel bir yapida olmasina ragmen her birinin 3° ve 5’ uglari birlesik olmadig i¢in
lineer molekiiler yap1 gosterirler. Uzun zincirin 5° ucu 1826. kisa zincirin 5 ucu ise
1601. niikleotitte bulunur. Her iki zincir iizerinde DR (direct repeats) denen iki adet
(DR1 ve DR2) 11 niikleotitlik dizi vardir. Uzun zincirin 5’ ucu DRI, kisa zincirin 5’
ucu DR2 icinde yer alir. DR’lerdeki hidrojen baglar1 zincirleri bir arada tutar ve
cembersel yapinin korunmasina katkida bulunurlar (17, 33). Uzun zincirin 5° ucunda
viral DNA polimeraz kovalent olarak bagli iken kisa zincirin 5° ucunda viral

DNA sentezi i¢in kalip gorevi goren kisa RNA oligomeri bulunur. Uzun zincirin

3’ucu sekiz-dokuz niikleotitlik artik u¢ ile sonlanirken kisa zincirin 3’ ucundaki
eksik bolge ise replikasyon sirasinda viral DNA polimerazla sentezlenerek doldurulur
(25).

HBV’de genetik bilgi negatif zincir iizerinde taginir ve bu bolge, dort farkl

protein kodlayan bolge [acik okuma cergevesi: open reading frame (ORF)] igerir.



Bunlar P, C, S ve X genlerinden meydana gelmektedir. ORF’lerin transkripsiyonu
promoter (baslatici) ve enhancer (gli¢lendirici) denilen diizenleyici dizinler tarafindan
kontrol edilmektedir. HBV genomunda dort promoter (preC/C prom, X prom, preSl
prom ve preS2/S prom) ve transkripsiyonu arttiran iki enhancer (EN1 ve EN2) bolgesi
bulunmaktadir. Bu genler arka arkaya dizilmis ve binisiklerdir (17, 33, 34).

Genomun en uzun geni olan P geni; X ve C genleri ile kismen, S geni ile
tamamen binisik halde bulunmaktadir. Bu nedenle uzun sarmal 1.5 kez okunmaktadir.
Bu o6zellik sayesinde HBV; hayvan viriisleri i¢inde en kiigiik genomik yapiya sahip
olmasina ragmen kendini kodlama kapasitesi en fazla olan viriistiir (33).

Uzun sarmaldaki S geni yiizey proteinlerini (L, M, S), C geni kapsid proteinlerini
(HBeAg, HBcAg), X geni X proteinini (HBxAg) ve P geni de DNA polimerazi kodlar.
Ancak baslangi¢ kodonlar1 farkli oldugundan S geni iizerinde pre-S1, pre-S2 ve S
olmak tizere ii¢, C geni iizerinde ise pre-C ve C olmak iizere iki bolge bulunmaktadir ve
dolayistyla farkli baglangi¢ kodonlarindan sentezlenen proteinler de farkli olmaktadir.
Bundan dolay1 HBV 4 adet ORF’si olmasina ragmen yedi degisik polipeptid
tiretmektedir (29).

Sekil 2.2. HBV genomik yapisit ve sentezlenen proteinler (15)



2.3.3. Replikasyon

HBV’ilin en 6nemli 6zelligi karacigere tropizm gostermesi ve replikasyonunun
kendine 6zgii olmasidir (22).

HBYV hiicreye giriste ilk olarak hiicre tipine bagli olmayan ve hepatositlerden
baska diger hiicrelerde de bulunan heparan siilfat proteoglikanlarina geri doniistimlii
olarak tutunur daha sonra hepatositlerde bulunan heniiz tanimlanmamis 06zgiil
reseptorlere geri donilisiimsiiz olarak baglanir. Yapilan arastirmalara gore pre-S1, pre-S2
bolgesinin reseptor baglanmasint gergeklestirmede gerekli oldugu diigtiniilmektedir.
Tutunma sonrasinda niikleokapsid hepatosite girer. Viriisiin hiicre igine girisinin
endositoz veya flizyonla iki farkl sekilde olabildigi diisliniilmektedir. Hiicreye girdikten
sonra, niikleokapsid ¢ekirdek membranina tasinir ve polimeraz-viral genom komplexi
niikleoplazma igine girer (15, 22).

Cekirdekte genomun kisa DNA (pozitif polariteli) zinciri viral polimeraz ve
hiicresel enzimler araciligi ile tamamlanir ve kovalent olarak kapali sirkiiler DNA
(covalently closed circular DNA; cccDNA)’ya doniisiir. Bu cccDNA formu;
pregenomik RNA (pgRNA) ve mRNA i¢in kalip gérevi yapar. cccDNA hepatosit i¢cinde
DNA giraz ve topoizomerazlarin etkisiyle siipersarmal olusturur ve minikromozom
halinde kalir. PgRNA niikleustaki cccDNA’dan transkripte edilir ve infekte hiicrenin
sitoplazmasina yerlesir. PgRNA sitoplazmada HBcAg, HBeAg ve revers transkriptaz
enzimi (polimeraz) icin kalip gorevi goriir. Polimeraz daha sonra pgRNA’yi yeni
sirkiiler DNA molekiilii haline g¢evirir. Infeksiyonun erken doneminde; yeni sentez
edilen genomlarin bir kismi cccDNA havuzunu olusturmak iizere tekrar sitoplazmadan
niikleusa gecerler.

HBV genomunun agik okuma bolgesindeki her bir niikleotit ayn1 zamanda bir
kodlama bélgesinde yer almaktadir. HBV genomunun yarisindan fazlasi, birden fazla
acik okuma bdlgesini de igine alacak bi¢cimde olusur. HBV proteinlerinin sentezinde
4 viral mRNA transkripti rol almaktadir. Bu viral mRNA’lar cccDNA’nin negatif
zincirinden hiicresel RNA polimeraz II enzimi kullanilarak sentezlenir. Bunlar;

- 3.5 kb mRNA: Poli-A kuyrugu da tasidigindan dolay1 viral genomdan daha
biiyiiktiir. Genom replikasyonunda kalip gorevi goriir, HBc, HBe antijenlerini,
polimerazi ve DNA replikasyonu i¢in bir protein onciiliinii (primer) kodlar.

- 2.4kb mRNA : PreS1, preS2 ve S proteinlerinin sentezinde rol oynar.

- 2.1 kb mRNA : PreS2 ve S proteinlerinin sentezini saglar.
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- 0.7 kb mRNA : X proteninin sentezini saglar.

Olgun virionlar; RNA revers transkripsiyonu ile sirkiiler DNA molekiiliine
doniiserek olusmaktadir. PgRNA ve polimeraz proteini, olgun kor partikiillerinde
paketlenir ve revers transkriptaz enzimi tarafindan yeni viral DNA genomunu sentez
edilir. Daha sonra bu partikiiller endoplazmik retikulumda yiizey proteinlerinde
paketlenir ve hiicreden disariya salinirlar. HBsAg gibi yiizey proteinleri, HBV genomu

ve kor proteini olmadan kiiresel ve tiibiiler partikiiller olarak infekte hiicreden salinir

(17, 22).

Reseptir araciifyla girig

Stoplazma

Nuclaus

C‘( - CCC DNA
s _:‘r{l'

AT AT aTa Vo Vo W W, Vo
(+) Pregenmrne}-rr an-

Tekrar
sikluza
giren

nikleokapaid

{+) strand (=) strand
synthesis synthesis

4 v P

F 1 s
it ?:.._1':1{._\' %
it/ ke b SN

e

Sekil 2.3. Hepatit B viriisiiniin yasam ve replikasyon dongiisii (35)

HBV’iin replikasyonunun diizenlenmesinde; promoter (prekor/kor prom, X
prom, preS1 prom ve preS2/S prom), enhancer (EN1 ve EN2), PreS2 baslama
kodonunda bulunan CCAAT motifi, glukokortikoide duyarli eleman ve negatif

diizenleyici eleman rol alir. Ayrica viral RNA {izerinde bulunan replikasyon

kontrolii i¢in poliadenilasyon sinyali, post-transkripsiyonel diizenleyici eleman,
enkapsidasyon sinyali (¢) gereklidir (36).
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2.3.4. Genotip ve Subtip

HBV genotipleri; tim genom dizisinde %8’i, S geninde ise %4’l asan farklilik
tasiyan varyantlar seklinde tanimlanir. Buna gére HBV genomu A’dan H’ye kadar
adlandirilan sekiz genotipten olusmaktadir (15).

S proteinini olusturan aminoasit dizilerinin belli bolgelerdeki farkliliklarina gore
aywl, ayw?2 , ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adrq- ve adrq+ olarak dokuz ayr1 subtipi
bulunmaktadir (33, 37).

HBsAg subtiplerinin yeryiliziinde farkli dagilimlari vardir. Aywl subtipi
Vietnam’da, ayw2 subtipi Akdeniz lilkelerinde, ayw3 Avustralya’da, ayw4 subtipi Bat1
Afrika’da goriilmektedir. Adw2 subtipi Kuzey Avrupa, Orta Avrupa ile Dogu Asya’da,
adw4 subtipi ise Amerika ve Arjantin’de baskindir. Adrqg- tiirler sadece okyanus
bolgesine ait olup adrq+ tiirler ise Vietnam hari¢ Giineydogu Asya’da goriiliir (15).

Baz1 HBsAg alt tipleri birden fazla genotipte bulunmakla birlikte, alt tipler ve
genotipler arasinda bir iligki varlifi s6z konusudur. Genellikle adw?2 alt tipi genotip

A, B ve G’de bulunmasina ragmen, genotip C ve D’de goriilmektedir. Adrq ve ayr

olan biitiin kékenler genotip C’de yer alirken, adw4q™ alt tipi ise sadece genotip F
ve H’de yer almaktadir. 4yw2 ve ayw3 alt tipi genotip D ve C’de bulunurken, ayw4
alt tipi ise genotip D, E, F ve H’de bulunmaktadir (38, 39).

Ulkemizde yapilan bir ¢alismada 54 kronik hepatit B hastasinin 51’inde genotip
D1, 3’iinde genotip D2 saptanmistir. HBsAg subtipleri degerlendirildiginde ise; 50
hastada ayw?2, 2 hastada ayw3 ve 2 hastada ayw (alt tiplendirme yapilamamistir)
subtipleri goriilmiistiir (40).

HBV prevalansinin diisiik oldugu Kuzeybati Avrupa ve Amerika Birlesik
Devletleri’ndeki tagiyicilarin arasinda baskin olarak genotip A vardir. Amazon bolgesi
ve Peru gibi yiiksek HBV prevalansina sahip iilkelerde ise genotip F sik olarak
saptanmistir. Dogu Asya lilkelerinde HBV bulasinda vertikal gegis ilk sirada yer alir ve
genotip B ve C prevalansi yiiksektir. Bu durum kismen vertikal gegisten sorumlu olan
HBeAg pozitif (replikatif) donemin daha uzun olusu ile agiklanabilir. HBV’iin endemik
oldugu bolgelerde, yiiksek tastyicilik oraninin devaminda en o6nemli mekanizma
vertikal gecis olarak kabul edilmektedir. Bunun aksine genotip A ve D’nin
dominant oldugu Akdeniz ve Sahra alt1 Afrika iilkelerinde horizontal ge¢is daha 6n

plandadir (41).
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Tablo 2.2. HBV genotipleri ve subtiplerinin cografi dagilimi (42).

Genotip Subtip En cok goriildiigii cografi bolge
A adw 2 Kuzeybat1 Avrupa
B adw 2 Dogu asya

adrq+ Japonya
C adw 2 Dogu asya

adrq+ Japonya, Kore, Cin

adrg- Fransiz Polinezyasi

ayr
D ayw?2 Akdeniz Bolgesi

ayw3 Hindistan, Pakistan, Yakin Dogu
E ayw4 Bati ve Sahra alt1 Afrika
F adw4q- Orta Amerika, Sili, Arjantin, Peru, Amazon Bolgesi
G adw2 Fransa, ABD, Almanya, Meksika
H adw4q- Orta ve Giiney Amerika

2.3.5. Viral Proteinler

Yiizey (kilif) proteinleri

Yiizey proteinleri; HBV genomunda PreS/S gen bdlgesi iirlinleridir. S
geni lizerinde baslangi¢c kodonlar1 farkli ancak ortak 3' ucuna sahip {i¢ ayr1 gen
bdlgesi tarafindan {li¢ degisik protein molekiilii sentezlenmektedir. Okuma islemi
gen lzerindeki ilk kodondan baslarsa preS1+preS2+S gen bolgelerinin timii
okunacagindan LHBs, ikinci kodondan baslarsa preS2+S bolgeleri okunacagindan
MHBs, tigiincii kodondan baslarsa sadece S bdlgesi okunacagindan SHBs sentezlenir.
PreSl1 gen bolgesi 2850-3174., preS2 gen bolgesi 3174-157. ve S gen bdlgesi 157-
833. niikleotitler arasinda yer alir (15, 16).

LHBs; bu protein en fazla Dane partikiillerinde, daha az olarak tiibiiler
partikiillerin yilizeyinde ve az miktarda kiiresel partikiillerde bulunur. LHBs’de yer
alan preS1 bolgesinin 21-47. aminoasitleri arasindaki bolge hepatositlere tutunmay1
saglar ve bu bolgeye karsi olusan antikorlar hepatosite baglanmay1 engeller (25, 33).
Hepatosit i¢cinde LHBsAg birikimi, endoplazmik retikulumda dilatasyona neden olur
ve hiicreler balonlasarak buzlu cam goriiniimiinii alirlar (33).

MHBs; tiim partikiillerde bulunmasina ragmen Dane partikiilii ve tiibiiler

partikiillerde LHBs ile esit miktarda, 22 nm'lik kiiresel partikiillerde ise LHBs'den

12



daha fazla oranda bulunmaktadir. Replikasyon olmadigi zaman HBsAg’nin yapisinda
bulunmaz. Bu nedenle pre-S2 proteininin bulunmas:1 viral replikasyonun bir
gostergesidir. Asemptomatik HBsAg tasiyicilarinda ise az miktarda yer alir. Pre-S2
glikan reseptoriiniin HBV’iin karaciger hiicrelerine tutunmasinda rolii oldugu
distintilmektedir (25, 33).

SHBs; HBsAghmin biiylik kismini olusturur ve 226 aminoasitten meydana
gelir. Zarfin major proteinidir. HBsAg S, L ve M yiizey proteinlerini degisik oranlarda
icerir. HBV’1in partikiil tipleri bu {i¢ proteini icermektedir fakat oranlar1 esit degildir.
Tiim partikiillerde baskin olarak bulunan S proteinidir (25, 33).

Tim HBV genotip ve HBsAg alt tiplerinde ortak olarak bulunan 6zgiil “a”
determinanti, 124-147. aminoasitler arasindaki hidrofilik bir bolgede yer almaktadir.
“a” determinanti HBV i¢in Ozellikle bagisiklik acisindan onemlidir. Ciinkii “a”
determinantina karst olusan antikorlar HBV’in hepatositlere baglanmasini
engelleyerek tiim alt tiplere karsi etkili bir bagisiklik saglar. SHBs iizerindeki bu
bolge, yapisinda yer alan 7 adet sistein arasindaki disiilfid kopriilerince
olusturulan ve 124-147. aminoasitler arasinda yer alan iki ilmik sayesinde
oldukea iyi korunmustur.

Virionun disg yliziinde bulunan “a” determinanti, as1 veya dogal infeksiyon
sonrasi olusan anti-HBs antikorlarmin biiyik kismini baglayabilmektedir. Notralizan
antikorlar i¢in major determinant 139-147. aminoasitler arasindaki ikinci ilmik
tizerindedir. S proteinine karst gelisen bagisik yanitin HBV'den korunmada etkili
olmasi ve tim HBV genotipleri ile HBsAg subtiplerinde “a” determinantinin
bulunmasi, farkli veya benzer alt tiplerle olusan reinfeksiyonlardan korunmada “a”
determinantina kars1 gelisen cevabin 6nemini gostermektedir (33).

Kor proteinleri

HBYV genomunda C geninde bir ORF yer alir. Gen iizerinde okuma isleminin
basladig: iki farkli kodon (1816. ve 1903. niikleotit) bulunur. C geni; prekor ve kor
olmak iizere iki ayr1 bolgeye ayrilir. Okuma islemi C baslangi¢ kodonundan
baslarsa HBcAg; preC baslangi¢ kodonundan baslarsa HBeAg proteini sentezlenir.
Bu iki bolgenin stop kodonu (2452. niikleotit) ortak oldugundan ayni noktada
sonlanirlar (33).

HBcAg; C bolgesinden genotipe bagli olarak degisen uzunlukta bir
polipeptid (p23c) olan HBcAg'in onciilii sentezlenir (32). HBcAg 29 aminoasitlik
ek dizisi olmadigi i¢in endoplazmik retikuluma gidemeyip konak hiicre

13



sitoplazmasinda kalir ve karboksiterminal ucundaki 34 aminoasitlik peptit ile viral
DNA'ya sikica baglanir (26, 33). HBcAg dolasimda serbest halde bulunmaz.
Karacigerde hepatositlerin niikleusunda yer alir, aktif infeksiyon sirasinda ise
sitoplazmada goriilir. Akut ve kronik HBV infeksiyonu olan hastalarin
karacigerinde saptanabilir (33, 34).

HBeAg; 25kDa molekiil agirliginda bir polipeptiddir (p25c). Okuma isleminde
onciili preC bolgesinden baglayarak sentezlenir. HBcAg'den farkli olarak ek
aminoasit dizisi igerir. Sentez sirasinda prekor polipeptidini (p25c¢) endoplazmik
retikuluma yonlendirir, burada konak proteazlar: tarafindan C terminal bolgesindeki
34 aminoasitlik boliim kesilerek islenmis protein haline getirilir. Sonrasinda
niikleusa yonlendirilir veya Golgi cisimcigi lizerinden HBeAg olarak salinir (19).
HBeAg aktif HBV replikasyonunun iyi bir gostergesi olmasina ragmen in vitro
aragtirmalar HbeAg’nin viral replikasyon i¢in gerekli olmadigin1 gostermistir. HBeAg
kan dolagimina salinirken HBcAg sadece karaciger dokusunda saptanabilir. HBeAg
ayrica plasentayr da gecerek fetal immun sistemi HBV antijenlerine karsi uyarir.
HBeAg’ye karsi olusan antikorlar anti-HBs’nin tersine koruyucu degildir (32).

P proteini

HBYV genomundaki en uzun gen bolgesidir. 2309-1623. niikleotitler arasinda
yaklasik 832 aminoasitten olusmaktadir. P geni, viral DNA polimerazi kodlar ve
835-845. kodonlar aras1 bolgede HIV’e ait RT ile homoloji gosterir (34). P proteini
RT, endoniikleaz (RNase H) ve RNA’ya bagimli DNA polimeraz aktivitesine sahiptir
(33).

X proteini

HBV genomunda yer alan en kiigiik gen bdlgesi X proteinidir. 17 kDA
molekiil agirliginda, 154 aminoasit uzunlugunda olup 1376-1838. niikleotitler
arasinda yer almaktadir. HBxAg’yi kodlar. HBxAg; HBV transkripsiyonunun
transaktivasyonu, sinyal iletimi yoluyla endojen protein kinaz C aktivitesinin artisi
ve ribo/deoksi ATPaz aktivitesinde rol alir. In vitro calismalara gore bu protein
gen ekspresyonu veya HBV replikasyonu i¢in mutlaka gerekli degildir (25, 26, 33).

X proteini ayrica timor supresor genin (p53) islevini bozar. Bu durum HBV ile
iligkili hepatokarsinogenez siirecinin ilk asamasinda etkili olacagindan HCC

gelisiminde rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (29).
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2.4. Hepatit B Viriis Mutasyonlar

HBV replikasyonunda; pregenomik RNA’dan revers transkripsiyon ile viral
DNA olusur. Hepatit B viriisiiniin hizli replikasyon yetenegi olmasi ve yapisinda yer
alan revers transkriptaz enziminden dolay1 diger DNA virlislerinden 10 kat fazla
mutasyon olusturmaktadir.
HBYV mutasyonlari;
a) Viriis replikasyonunun artigina neden olur
b) Viriisiin antijenik yapisini degistirerek bagisik yanittan kagmasini saglar
¢) Viriisiin hiicreye girisini ve integrasyonunu kolaylastirir
d) Antiviral ilaglara kars1 direng gelismesine yol acar
Genom iizerindeki herhangi bir yerde (S, preC/C, X, P, promoter ve enhancer)
ortaya ¢ikan bu mutasyonlar;
a) Tek bir taban bazininin degismesi (nokta mutasyonu) ile
b) Bir veya daha fazla niikleotitin silinmesi ile
¢) Ayni dizinin ters veya diiz bi¢imde tekrar edilmesi ile
d) Niikleotit dizilerinin yeniden diizenlenmesi gibi farkli genetik mekanizmalarla
meydana gelebilir.
Aktif bagisik yanitin saglanmasina ragmen viriiste meydana gelen genetik
degisiklikler mutant susun hayatinin devamliligimi saglar ve bu durum tanida

karisikliklara, as1 ¢alismalarinda basarisizliklara neden olur (14, 32).

2.4.1. Yiizey (kilif) mutasyonlar

HBV kilif varyantlar1 ile ilgili ilk Onemli mutasyon; alellerdeki subtip
determinant ¢iftlerinde (d/y veya w/r) bulunmustur. Sentez sirasinda 519. niikleotitteki
degisime bagl olarak HBsAg’nin 122. aminoasitinde bulunan lizin ile argininin yer
degistirmesi ile “d” determinant1 “y” determinantina doniismektedir. 633. niikleotitin
sorumlu oldugu 160. aminoasitteki lizinin yerine arginin konmasi ile “w” determinanti

({4l

r” ye donlismektedir (19).

HBsAg’nin tiim subtiplerinde “a” determinant1 ortak bulundugundan ve bu
bolgeye karst olusan antikorlar hepatositlere baglanmayi engellediginden, as1 veya
dogal infeksiyonun gegirilmesi ile herhangi bir subtipe kars1 gelisen humoral bagisiklik
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[P 4]

tim serotiplere kars1 koruyuculuk saglamaktadir. Ancak “a” determinantinda
degisiklik olusursa klasik HBsAg subtiplerine karsi olusan antikorlar koruyucu olmaz
(29).

Yiizey mutasyonlarinin klinik agidan 6nemli sonuglart;

a) Asilanmis Kkisilerde HBV infeksiyonunun olusabilmesi: italya’da 1988
yilinda HBeAg pozitif anneden dogan bir bebege pasif ve aktif immunizasyon
uygulanmistir. Yeterli diizeyde anti-HBs’ye sahip oldugu halde bir siire sonra HBsAg
ve HBeAg’nin pozitiflestigi ve kronik hepatit gelistiginin saptanmasi as1 ile iligkili ilk
mutant vakasin1 ortaya koymustur. Dizi analizi yapildiginda anneye ait “a”
determinantinin  145. pozisyonunda glisin bulunurken, ¢ocugunkinde arginin
saptanmistir. Buna bagli olarak klasik HBsAg subtipleri ile hazirlanan asilarin
koruyuculugunun yeterli olmadig1 sonucuna kanaat getirilmistir (29).

b) Hepatit B immunglobulini ile karaciger transplant alicillarinda HBV
infeksiyonu reaktivasyonu: Korunma amaciyla “monoklonal anti-a” ya da “poliklonal
anti- HBs” verilen karaciger transplantli hastalarda bir siire sonra HBV DNA pozitiflestigi
gortilmiistiir. Bu olgularda S proteininin diger pozisyonlarinda mutasyonel degisiklikler
olmustur ve 145. aminoasitte glisin-arginin mutasyonu saptanmistir (43, 44).

¢) HBsAg tespitinde kullanilan EIA testlerinin saptayamayacag: antijenik
yapilarin varh@: ve olagan dis1 serolojik profiller: S bolgesinde olusan mutasyonlar
tek basina HBV DNA pozitifligi, tek basina HBsAg pozitifligi, anti-HBs ve
HBsAg’nin birlikte pozitif bulunmasi gibi alisilmigsin disinda serolojik profillerin

goriilmesine neden olmaktadir (19).

2.4.2. Prekor/kor mutasyonlari

Viral replikasyon kaybi olmadan anti-HBe serokonversiyonu gosteren bazi
hastalardan izole edilen HBV DNA'lar incelendiginde prekor/kor geni iizerinde
mutasyonlar goriilmiistiir. Eger prekor bolgesinin 1896. niikleotitindeki guaninin (G)
yerine adenin (A) gelirse triptofan kodonu da denilen kodon 28 (TGG), stop kodon
(TAG) haline gelir. Dolayis1 ile HBeAg’'nin prekiirsér proteininin (p250) olusmasi
engellenir. Bu mutasyon kor bélgesinin baglama kodonundan 6nce olustugundan ve
HBeAg ile HBcAg farkli mRNA molekiillerinden sentezlendiginden HBcAg’nin

sentezinde bir problem olugsmazken, HBeAg sentezlenemez (29).
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2.4.3. P geni mutasyonlari

P geni HBV’iin en biiyiik geni olup diger ii¢ genle cakisabilir ve gen iizerinde
degisiklik olmasi halinde diger genlerde de degisiklie neden olabilir. Bugiin icin
polimeraz geni mutasyonlar1 denildiginde akla niikleotid analoglarina karsi direng
saglayan mutasyonlar gelmektedir. HBV  replikasyonunu  baskilamak igin
niikleozit/niikleotid analoglar1 kullanilmaktadir. Bu ajanlarin uzun siire kullanimi
replikasyonu baskilarken ilaca direngli kokenlerin de ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir (34).

Polimeraz gen mutasyonlart cogunlukla tirozin-metionin-aspartat-aspartat
(YMDD) motifinde olusmaktadir. ilaca bagli en iyi tanimlanan HBV mutantlar
lamivudine direngli olanlardir ve lamivudin direncinden sorumlu olan mutasyonlar;
tM204V (YVDD), rtM2041 (YIDD) ve rtM204S (YSDD) ‘dir. Adefovir dipivoksil
direncinden rtN236T ve rtA181T/V mutasyonlart sorumludur. Entakavir direnci ise
lamuvudine direngli olgularda rtT184G, rtS2021 ve rtM250V bolgelerinde gozlenmistir
(29, 45).

2.4.4. X geni mutasyonlari

X proteini virlisiin replikasyonu ve ekspresyonunda rol alir ayrica HBV
genlerininin transaktivasyonunu da saglar. X geninde meydana gelen mutasyonlarin
onemi tam olarak bilinmemektedir. Bu varyantlarin replikasyon seviyeleri diisiik,
infektiviteleri diigiiktiir. Kronik HBV infeksiyonlu, HCC’li, fulminan hepatitli ve
sirozun son donemindeki hastalarda X geni iizerinde nokta mutasyonlar1 saptanmustir.
Bu gen iizerindeki bulunan delesyon DNA ekspresyon ve replikasyonunu baskilar ve

sonugta HBsAg’yi negatif hale getirir (29, 46).

2.5. Epidemiyoloji

Tiim diinyada yaygin olarak goriilen hepatit B viriisiiniin birlikte neden oldugu
akut hepatit vakalarmmin ortalama %5’1 kroniklesirken bir kismi da siroza
doniismektedir. Sirozlu olgularda HCC gelisme olasili1 yiiksektir. Tiim diinyada
yaklagik 400 milyon kisi HBV ile kronik infektedir. Her yil 500.000- 1.200.000 kiside
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HBYV nedenli hastaliklara bagl 6liim goriilmektedir (47, 48).
HBV’iin baslica bulasma yollar1 su sekildedir:

a. Infekte kan ya da viicut salgilari ile parenteral temas (perkiitan)
b. Cinsel temas
Infekte anneden yeni dogana bulas (perinatal, vertikal)
d. Infekte kisilerle cinsellik icermeyen yakin temasla bulas (horizontal)

HBYV serum disinda semen, yara eksudasi, tiikiiriik, idrar, digki, ter, gozyasi,
vajinal salgilar, sinovyal sivilar, beyin omurilik sivist ve kordon kaninda da
saptanmugstir (28).

Ayrica HBV’iin infekte kanin hasarlanmis oral mukozaya temasi sonrasinda
bulastigin1 bildiren yayinlar da mevcuttur. Bulasma mevsim ve yas faktorleri ile
iligkili degildir (28, 49).

Perkiitan bulasma, kan ve kan firiinleri verilenlerde, hemodiyaliz hastalarinda,
endoskopi, yapay solunum cihazi gibi tibbi aletlerin kullaniminda, akupunktur
uygulamasi, ayni enjektoriin farkli bireylerde kullanimi ve ddvme yaptiranlarda
goriilmektedir. Ayrica infekte kan bulasmis jilet, tirag makinesi, dis fircasi, havlu gibi
giinliik esyalarin ortak kullanimi1 da perkiitan bulasmaya neden olabilmektedir (28).

Homosekstiel kisiler rektal mukoza travmalarina bagh olarak infekte kan ya da
infekte semen temasindan dolay1 cinsel temasla bulasta en riskli gruptur. Genital
sekresyonlar kandan daha az oranda viriis igerselerde bu sekresyonlar heteroseksiiel
temas sirasinda bulasmaya neden olabilmektedir. HBV tasiyicilarinin = esleri
heterosekstiel yolla bulasmada, tehlike altinda olmas1 yaninda, ¢oklu heteroseksiiel esi
ya da diger cinsel yolla bulasan hastalig1 olanlarda risk daha fazladir (49).

Perinatal bulagsma, intrauterin donemde plasenta hasarina bagl olarak, dogum
sirasinda vaginal kanaldan geciste, sezaryen sirasinda anne kaniyla temas gibi
durumlarda ve dogum sonrasinda olmaktadir (50).

Horizontal (yatay) bulagsma ise insandan insana zedelenmis deri veya mukoza
araciligiyla olusan bulasma seklidir. Tikiiriik gibi viicut sivilarinin hasarli deriyle
temast da bulasa neden olabilir. Horizontal yol 6zellikle ev i¢i bulasta énemlidir. HBV
toplu yasamin oldugu zihinsel engelli ¢cocuk bakimevleri, anaokulu, kres, yatili okul,
kisla, yurt, hapishane gibi yerlerde de kolayca yayilabilmektedir. K&tii hijyen ve diisiik
sosyoekonomik diizey de HBV’iin bulas oranin1 arttirmaktadir (28, 50).
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2.5.1. Diinyada HBYV infeksiyonu prevalansi

Diinyada HBV infeksiyonunun dagilimi cografi bolgelere gore farkliliklar
gostermektedir. Bu bolgelerdeki HBsAg ve anti-HBs pozitifligi oranlari, infeksiyonla
karsilagsma yas1 ve viriisiin en sik hangi yolla bulastig1 gdz Oniine alinarak diisiik, orta
ve yliksek endemisite bolgeleri olarak siniflandirilir. HBsAg pozitiflik orani diinya
genelinde %0,1-20 arasinda yer alir (48).

Diisiik endemik bolgelerde prevalans %2’nin altindadir. Kuzey Amerika, Kuzey
ve Bati Avrupa, Avustralya, Yeni Zelanda gibi gelismis iilkelerde HBV diisiik
endemisiteye sahiptir. Bu {ilkelerde genel popiilasyonda HBV insidans1 diisiik
bulunurken escinseller, ¢ok esli heteroseksiieller, damar i¢i uyusturucu bagimlilari
gibi risk gruplarinda ve eskimolar, Yeni Zelanda Maorileri, Avustralya yerlileri, ABD
zencileri gibi bazi etnik gruplarda infeksiyon endemiktir. Cinsel temas en dnemli bulag
yoludur. HBV ile karsilasma ¢ogunlukla erigkin donemde olur. Perinatal ya da erken
cocukluk cagindaki bulas daha cok HBV tasiyiciligina neden olur (48, 51) .

Orta endemik bolgelerdeki toplumda HBsAg pozitifligi %2—7 arasinda yer alir
ve erigkinlerin %20-60’1nda anti-HBs pozitifligi vardir. Tirkiye’nin de icinde yer
aldig1 Ortadogu, Giiney ve Dogu Avrupa, Gliney ve Orta Amerika, Orta Asya orta
endemik bolgelerdendir. Infeksiyona cogunlukla cocukluk, ergenlik veya geng
eriskinlik donemlerinde maruz kalinmaktadir. Baslica bulasma yolu perkiitan veya
horizontal yolladir (48, 51) . Yiiksek endemik bolgeler olan Afrika ve Asya iilkelerinde
HBV infeksiyonunun epidemiyolojisi olduk¢a farklidir. HBsAg pozitifligi %5-20
oranlarindadir. Eriskinlerin %70’den fazlas1 anti-HBs pozitiftir. Yiiksek endemik
bolgelerde ana bulas yolu perinatal veya horizontal bulastir. Asya’da perinatal bulasma
daha on planda iken Afrika’da bulasma bir yasindan biiyilk ¢ocuklarda aile igi
horizontal yolla olmaktadir (48, 51) .

2.5.2. Tiirkiye’de HBV infeksiyonu prevalansi

Ulkemiz hepatit B agisindan orta derecede endemik bolgeler arasinda yer
almaktadir ve yaklasik 3 milyon kisinin HBV ile infekte oldugu tahmin edilmektedir
(9). Endeminin derecesi ile HBV infeksiyonunun bulas yollar1 arasinda yakin iliski
bulunmaktadir. Orta dogu ve Akdeniz iilkelerinde horizontal gec¢is en sik rastlanan

gecis yoludur. HBV infeksiyonu vertikal gegis durumunda daha fazla kroniklesme
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egilimi gostemektedir. Ulkemizde de horizontal gecisin baslica bulas yolu oldugu,
gebelerde HBsAg ve ozellikle de HBeAg prevalansinin diisiik olmasi nedeniyle vertikal
gecisin muhtemelen daha az goriildiigii distiniilmektedir. HBV bulag1 aile iginde
baslica ¢ocukluk ve adolesan donemde goriilmektedir. Bundan dolay1 yenidogan ve
cocuklarin agilanmas1 ve ailelerin bulas yollar1 hakkinda bilgilendirilmesi 6nem
tagimaktadir (53).

Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezinin Eyliil 2010°da hepatit B’ye
iliskin hazirladig1 teknik raporda Tiirkiye’de genel popiilasyonda hepatit B prevalansi
bolgelere gore %2-8 olarak bildirilmistir. Bu rapora gore Tiirkiye Avrupa iilkeleri ile
kiyaslandiginda genel popiilasyonda hepatit B prevalansinin en yiiksek oldugu
iilkelerden biridir (54). Ulkemizde yapilan calismalarda hepatit B prevalansi batidan
doguya dogru artmaktadir. HBV’lin 8 genotipi i¢inde Tiirkiye’de en sik genotip D
bulundugu bildirilmektedir (55, 56).

2.6. Klinik Belirti ve Bulgular

HBYV infeksiyonunun seyri dort donemde incelenebilir. Bunlar:

1. immuntolerans dénemi: Saglikli eriskinlerdeki inkiibasyon donemine
karsilik gelir, yenidoganlarda ise onlarca yil siirebilir. Viriis replikasyonu ytiksektir,
aminotransferazlarda yilikselme yoktur ve klinik belirti bulunmaz (29).

2. Immunolojik yamit dénemi: Bu donemde inflamatuar yamt ve hiicre
harabiyeti mevcuttur. Erigkinlerde goriilen akut hepatit tablosu bu doneme
ornektir. Infekte hiicrelerin dliimiiyle birlikte HBV DNA diizeyinde diisme saptanir.
Klinik olarak sarilik tablosu goriiliir. Bu donem kronik olgularda 10 yil veya daha
uzun bir slire devam edebilir (29).

3. Viral replikasyonun baskilandigi (non-replikatif) donem: HBeAg
kaybolurken anti-HBe’de pozitiflesme saptanir ve HBsAg pozitiftir. Aminotransferazlar
normal diizeye iner. Bu donemde HBV’iin hepatosit DNA’sina integresyonu
gerceklesir. Bu sekilde serolojik profilin goriildiigii hastalar “saghikli ya da
asemptomatik tasiyici” olarak tanimlanir ve bu hastalarin biiylik kisminda HBsAg(+)
bulunmakla birlikte HBV DNA negatif olarak saptanabilmektedir (29, 58, 59).

4. iImmun dénem: Bu donemde HBsAg negatiflesir ve anti-HBs ortaya cikar.
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Bu donemlerin gelismesinde bazi etkilere bagli olarak farkliliklar goriiliir.
Infeksiyonun seyrini genetik ozellikler, diger viriislerle infeksiyonlar, immunsupresyon,
cinsiyet ve HBV mutantlar gibi faktorler etkiler (29).

HBYV infeksiyonunda farkli klinik tablolar goriiliir. Bu tablolar sunlardir:

2.6.1. Akut Infeksiyon

Inkiibasyon dénemi alinan viriis miktar1 ve kisinin immunite durumuna bagl
olarak 45-120 giindiir. Akut infeksiyon; asemptomatik infeksiyon, sarilikli kolestatik
hepatit nadiren de fulminan hepatit olarak farkli klinik sekillerde ortaya ¢ikabilir.
Virlisiin  alinmasindan 6 hafta sonra HBsAg ve diger aktif viral replikasyon
gostergeleri  pozitiflesir; biyokimyasal testlerde bozulma olur ve klinik belirtiler
ortaya ¢ikmaya baslar.

Semptomatik akut hepatit tablosunun gelismesi kisinin yasi ile iligkilidir. Okul
oncesi cocuklarda HBV infeksiyonu genellikle asemptomatik olarak gecirilirken,
erigkinlerde %25 oraninda yorgunluk, istahsizlik, kas agrilari, hafif ates, kokulardan
rahatsiz olma, bulanti ve/veya sarilik ve hepatomegali gibi hepatik fonksiyon
bozuklugu belirtileri goriiliir. Hastalarda hafif kilo kaybi, sag iist kadran agris1 veya sag
iist kadranda dolgunluk mevcut olabilir. Sarilikla seyreden olgularda, idrar renginde
koyulagsma, skleralar ve ciltte sararma gibi hiperbillurubinemi bulgulart goriiliir.
Infeksiyon nadiren fulminan seyredip; hepatik ensefalopati, hepatorenal sendrom ve
kanama diyatezi ile akut karaciger yetmezligine ilerler. Bu vakalarda mortalite riski
%75’in lizerindedir.

Akut HBV infeksiyonu gecirenlerin %10-20’sinde antijen-antikor kompleksine
bagl olarak ekstrahepatik belirtiler saptanir. Bunlar, serum hastalig1 benzeri sendrom,
poliarteritis nodoza (PAN), membranoproliferatif glomerulonefrit (MPGN) ve
cocuklarda papiiler akrodermatitistir.

Akut infeksiyonu gegiren bir¢ok olguda immun yanit ile viriis karacigerden
temizlenir ve iyilesme goriiliir. Olusan anti-HBs antikorlar1 da kisiyl yeni

infeksiyonlara karst korur (29, 60).
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2.6.2. Kronik Infeksiyon

Akut infeksiyonu takiben, HBsAg pozitifliginin 6 aydan uzun siire mevcut
olmast durumunda kronik HBV infeksiyonundan kuskulanilmalidir. Bu olgularda
anti-HBs saptanmaz.

HBYV infeksiyonunun kroniklesmesi ile kisinin yas ve immun sistemi arasinda
yakin bir iligki vardir. Kroniklesme dogum sirasinda infeksiyonu alan bebeklerde
%80-90 oraninda, 6 yas altindakilerde %30, eriskinlerde ise %5-10 civarindadir.
Kronik infeksiyon riski; hemodiyaliz hastalari, organ transplantasyon alicilar1 ve
kemoterapi hastalarinda yiiksektir.

Olgularin ¢ogunda infeksiyon asemptomatik olarak goriiliir. Transaminazlar
normaldir ve karaciger biyopsisinde normal histolojik yap1 ya da portal alanda minimal
mononiikleer hiicre infiltrasyonu saptanabilir. Bu olgulara “kronik persistan hepatit
denir. Olgularin %25’inde ise orta-belirgin derecede karaciger enzimlerinde yiikselme
ve biyopside “piecemeal” nekrozu, lobuler inflamasyon ve “Councilman inkliizyon
cisimcikleri” goriiliir. Bu olgular ise ” kronik aktif hepatit” olarak adlandirilir.

Kronik aktif hepatitte karaciger sirozuna ilerleme klinigin agirligina gore
degisen siirelerde goriilebilir. Siroz gelisiminden sonra 5 yillik sagkalim %350
civarindadir. Prognoz karaciger hasarinin derecesine baghdir. Olgularin %50’sinde
aktif viral replikasyon mevcuttur ve serum aminotransferazlari ytiksektir.

Her yil olgularin %7-20’sinde HBeAg spontan olarak kaybolur ve bu
durum karaciger hastaliginin alevlenmesi ile beraberdir. HBsAg yillik %1-2 oraninda
spontan olarak kaybolur fakat bu hastalar 6miir boyu infekte olarak kalirlar. Hastalar
normal aminotransferaz seviyesi ve normal karaciger histolojisine sahipse prognozlari

daha iyidir (29, 60).

2.6.3. Hepatoselliiller Karsinom

HBYV infeksiyonu hepatoselliiler karsinom gelismesinde en 6nemli risk faktori
olarak kabul edilirken, diinyada her yil 500.000 kisi hepatoselliiler karsinom nedeniyle
O0lmektedir. HBV ile infekte kisilerde hepatoselliiler karsinom gelisme riski %10-25
olup, infeksiyonun baslamasindan yaklagik 30-50 yil sonra gelisir. Hastada siroz

gelismigse hepatoselliiler karsinom gelisme riski daha da artar (26).
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2.7. Mikrobiyolojik Tani

HBYV tanisi i¢in serolojik yontemlere ilaveten son yillarda molekiiler tan1 teknikleri
gelistirilmistir. 1980’lerden sonra daha duyarli serolojik teknik ve testlerin gelismesiyle
akut infeksiyonun erken tanisi, akut ve kronik infeksiyonun birbirinden ayirt edilmesi ve
vireminin kalicihiginin belirlenmesi saglanmustir. Serolojik yontemlerin yetersiz kaldigi
durumlarda, olagan dis1 hepatit B serolojilerinde, antiviral tedavi takibinde, mutant suslarin
arastirllmasinda ve HCC olusum mekanizmalarinin  aydinlatilmasinda molekiiler

yontemlerden yararlanilmaktadir (16).

2.7.1. Serolojik tani

HBYV infeksiyon tanisin1 koymak amaciyla hasta serumunda viriis antijenlerine
kars1 gelisen antikorlarin varligi aragtirilmaktadir (16, 24, 25).

HBsAg: Akut HBV infeksiyonu sirasinda HBsAg, viriise ait saptanan ilk
antijendir. Akut infeksiyonda semptomlarin baslamasindan 2-8 hafta once kanda
saptanabilir. Hastalik iyilesme ile sonlanirsa akut donemde pik yapar ve 2—6 ay i¢inde
kaybolur. HBsAg’nin akut infeksiyonu takiben serumda 6 aydan daha uzun siire
pozitif olarak kalmas1 kroniklesmenin gostergesidir (16, 29).

HBeAg: Akut infeksiyonda genellikle HBsAg’nin ortaya ¢ikmasindan kisa bir
stire sonra ortaya ¢ikar ve HBsAg’den once kaybolur. Serumda HBeAg’ nin varligi
bulasicilik, infektivite ve aktif viral replikasyonunun gostergesidir. Ancak bazen
hastada HBeAg sentezlenmesine ragmen, serumda aktif viral replikasyonun gostergesi
olan HBV DNA saptanamayabilir. HBeAg'nin serumda 3—4 aydan uzun siire kalmasi
kronik HBV infeksiyonu gelistigini gosterir. Kronik HBV infeksiyonunda HBeAg’nin
pozitifligini siirdiirmesi agir karaciger hastaliginin gelisme riskini arttirmaktadir (16, 29,
71).

HBcAg: HBsAg saptandiktan kisa bir siire sonra ve anti-HBs ortaya ¢ikmadan
once anti-HBc saptanabilir. HBcAg erken donemde hizla spesifik antikoru ile
birlestiginden serumda saptanmasi zordur. Yapilan bir ¢alismada HBcAg miktar ile
HBV DNA diizeyi incelenmis ve uyumlu bulunmustur. (16, 61).

Anti-HBce IgM: Akut HBV infeksiyonunun gdstergesi olan anti-HBc IgM;
infeksiyon basladiktan birkag hafta sonra en yiiksek diizeye ulagir ve ortaya ¢iktiktan 4—
8 ay (bazen 12 ay) sonra ortadan kaybolur (HBsAg’den daha uzun siire kanda
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bulunmaktadir). Genellikle HBsAg pozitifliginden 1-4 hafta sonra pozitiflesir. HBsAg
ve HBeAg’nin kayboldugu, antikorlarin heniiz olugsmadigi doneme “pencere donemi”
ad1 verilir. Yaklasik 2-8 hafta siiren bu donemde akut HBV infeksiyonunun tek
gostergesi anti-HBc IgM olabilir. Pencere doneminin uzadigi olgularda anti-HBc IgM
ortadan kaybolur ve sadece anti-HBc IgG pozitifligi saptanabilir. Anti-HBc IgM
pozitifligi sadece akut donemde degil kronik HBV infeksiyonunun akut alevlenmeleri
sirasinda da goriiliir. Ancak akut donemde IgM titresi yliksek diizeyde bulunurken,

kronik infeksiyon sirasinda diisiik seviyelere inmektedir (16, 29).

Anti-HBc IgG: Anti-HBc IgM antikorlarinin gériilmesinden bir siire sonra IgG
siifi antikorlar ortaya c¢ikar ve genellikle hayat boyu saptanir. Anti-HBc IgG’nin
pozitifligi kisinin HBV ile karsilastiginin gostergesidir, ancak akut, kronik ya da
gecirilmis infeksiyonu birbirinden ayirt ettiremez. Biitiin serolojik gostergelerin
negatif olmasina karsilik tek basina anti-HBc IgG’nin pozitifligi “izole anti-HBc

pozitifligi” olarak adlandirilir (16, 29).

Anti-HBe: HBeAg’nin kaybolmasindan (genellikle 12-14 haftada ortadan
kaybolur) kisa bir siire sonra anti-HBe antikorlar ortaya c¢ikar. Bazi olgularda HBeAg
ve anti-HBe’nin serumda ¢ok kisa bir siire birlikte pozitifligi bulunabilmektedir. Anti-
HBe antikorlarinin ortaya ¢ikmasi viral replikasyonun azaldigini ve hastaligin iyilesmeye
dogru gittigini gosterir. Ancak mutasyon olan suslarla olusan infeksiyon sirasinda
hastada anti-HBe pozitifligine ragmen HBV DNA pozitifligi saptanabilir. Anti-HBe
antikorlar1 alti ay icinde hastalarin {igte birinde saptanamayacak diizeye iner, geri
kalanlarda ise 4—6 yil kadar devam eder. Anti-HBc ve anti-HBs antikorlariyla birlikte
bulunmas: yakin zamanda gegirilmis akut HBV infeksiyonunu gostermektedir. Infeksiyon
eskidikce hastalarin %50’sinde aktif viral replikasyon azalir, HBeAg kaybolur ve anti-
HBe antikorlar1 olusur (16, 29).

Anti-HBs: Infeksiyon iyilesme ile sonlanirsa, HBsAg ortadan kaybolduktan bir
siire sonra serumda buna karsi koruyucu anti-HBs antikorlar1 ortaya c¢ikmaktadir.
Aslinda akut donemde anti-HBs antikorlar1 daha erken olugmaktadir. Ancak HBsAg
fazlaligina bagli olusan immun komplekslerin bunu maskeledigi diigiiniilmektedir.
HBV infeksiyonu sonrast olusan anti-HBs, anti-HBc antikorlart ile birlikte
genellikle hayat boyu saptanabilicek diizeyde kalir. Anti-HBs; hepatit B asilamasi
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ve HBV immunglobulin (HBIG) verilmesinden sonra da pozitiflesebilir ya da kan
transfiizyonu yoluyla ve anneden bebege pasif olarak transfer edilebilir (pasif olarak
alian antikorlar birka¢ ay i¢inde ortadan kaybolur). Anti-HBs seviyesinin serumda 10

IU/L’nin tlizerinde olmas1 koruyucu bagisikligi gostermektedir (16, 29).
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Sekil 2.4. Akut HBV infeksiyonunda serolojik gostergeler (15)
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Sekil 2.5. Kronik HBV infeksiyonunda serolojik gostergeler (15)

Hepatit B infeksiyonu degisik donemlerinde ve mutant viriis varligina gore
degisik serolojik tanilar alir. HBV infeksiyonunun degisik donemlerine ait olagan tani
gostergeleri ve bunlarin anlami asagida verilmistir (Tablo 5.1.) (48).
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Tablo 5.1. HBV’iin olagan serolojik/molekiiler tan1 kaliplarinin yorumu (48)

Etken Kalip Yorum

HBsAg+, Anti-HBs-, Anti-HBc IgM+ | Akut infeksiyon
HBeAg+/-, Anti-HBe-, HBV DNA+

HBsAg-, Anti-HBs+, Anti-HBc total+ | Iyilesmis infeksiyon
HBeAg- , Anti-HBe+, HBV DNA-

Hepatit B | HBsAg+, Anti-HBs-, Anti-HBc total+ | Saglikli tastyici
HBeAg- , Anti-HBe+, HBV DNA+*

HBsAg+, Anti-HBs-, Anti-HBc total+ | Kronik infeksiyon
HBeAg+, Anti-HBe-, HBV DNA+**
*<10° kopya/ml **>10° kopya/ml

2.7.2. Molekiiler tani

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Amerika Birlesik Devletleri' nde bulunan Cetus sirketi ¢alisanlarindan Henry
A. Erlich, Kary Mullis ve Randall K. Saiki tarafindan 1985 yilinda gelistirilen yontem
niikleik asitlerin uygun in vitro kosullar altinda ¢ogaltilmasini saglamaktadir. PCR
yonteminin gelistirilmesindeki g¢aligmalar1 nedeniyle Kary Mullis, 1993 yili Nobel
Kimya Odiilii’nii almistir (62). Polimeraz Zincir Reaksiyonu tibbi arastirma alanlarinin
mikroorganizmalarin direkt tanisina olanak saglamaktadir (63, 64).

“Etkene 0zgii niikleik asitlerin (DNA/RNA) in vitro ¢ogaltilarak saptanmasi”
esasina dayanan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi, HBV DNA’nin saptanmasi
i¢in en 0zgiil ve en duyarli yontemdir (65, 66).

Prensibi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi DNA zincirinin 6nceden belirlenen
bir bolgesinin uygun kosullarda ¢ogaltilmas: esasina dayanir. PCR uygulamalari i¢in
ilgili gen bolgesine ait baz dizisinin bilinmesi gerekmektedir. Bu yontemle RNA
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cogaltilmak istenirse; Once revers transkriptaz kullanilarak DNA kopyasi ¢ikarilir ve
PCR ile bu DNA molekiilii cogaltilir (67).

In vivo sartlarda béliinen bir hiicrede DNA replikasyonu cesitli enzimler
tarafindan diizenlenir ve genomun kopyalanmasi ile sonuglanir. PCR’da in vivo
cogalma Ornek alimmustir. Bir test tiipli icerisinde yalnizca DNA polimeraz enzimi
yardimi ile genomun tamami degil, spesifik bolgelerin kopyalanmasi gergeklestirilir.
(63, 67).

PCR temel olarak tekrarlayan ii¢ agamali bir yontemdir:

Denaturasyon: Cift iplikli DNA’nin birkag saniye 94-96° C 1s1 ile tek iplikli DNA’lara
ayrilmasidir.

Baglanma (annealing): Ornek 30-60° C’de birkag dakika tutularak primerin (spesifik
sentetik oligoniikleotitler) tek sarmal DNA’daki hedef bolgelere hidrojen baglarinin
yardimi ile hibridizasyonu saglanir. Baglanma 1sis1 sadece DNA/DNA eslesmesine
imkan saglayacak yiikseklikte olmalidir. Is1 primerlerin yapisi ve erime 1sis1
derecelerine gore hesaplanabilir. Yaklasik olarak 20 baz cifti uzunluguna sahip
primerler kullanilirsa 54°C’de optimum sonuglar elde edilir (64, 67).

Uzama (ekstansiyon): Tek sarmal DNA kaliplarina baglanan primerlerin polimeraz enzimi
yardimi ile 5'—3’yonde wuzatilmasidir. DNA zinciri 65-72°C’de komplementerini
sentezler. Taq DNA polimerazin optimal uzama 1sis1 72-78°C arasinda olup 2000
niikleotit/dakika hizinda c¢alismaktadir. Enzimin performanst tiim sikluslarda ayni
olmamakta ve siklus sonlarina dogru azalma gostermektedir. Baglanma sikluslarini takiben,
orijinal DNA segmenti yeni komplementer DNA’lar ve yeni kalip DNA’lar
olusturmaya baslar. Bu sekilde her PCR siklusunda mevcut spesifik DNA miktar1 iki
katina ¢ikmaktadir. Bu islemlerin 30 defa tekrarlanmasi ile milyardan fazla hedef DNA
eldesi miimkiin hale gelir (64, 67).
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Sekil 2.6. PCR reaksiyonundaki agamalar (67)
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Cogaltilan DNA parcalar birgok farkli yontemle belirlenebilir. Bunlardan en
yaygin olarak kullanilan agaroz jel elektroforezi yonteminde; PCR ile elde edilen
tirtinler agaroz jel kullanilarak elektroforezle ayristirilir ve DNA zincirleri etidyum
bromiir ile boyanarak ultraviyole 1s1k kaynaginda floresans vererek goriiniir hale
getirilir. Elektroforezde PCR {iriinlerinin biyiikliglinii belirleyebilmek i¢in daha
onceden bilinen DNA molekiilleri ile karsilastirma yapilir (67,68).

PCR yontemiyle serumda HBV DNA’nin amplifiye edilerek saptanmasi ve
kantitasyonu saglanmistir. Serumdaki 10 kopya/ml HBV DNA'y1 saptayabilen bu
testler; cok diigsilk oranlardaki HBV DNA’nin saptanmasinda yararli olmaktadir.
Serumda PCR yontemi ile HBV DNA’nin saptanmast HBsAg pozitifligine benzer
sekilde HBV infeksiyonunun gostergesi olarak degerlendirilir. Bu yontemin avantaji;
HBeAg negatif ve hibridizasyonla HBV DNA negatif bulunan hastalarda antiviral
tedaviye yanitin izlenmesine ve antiviral direncin erken saptanmasina olanak
saglamasidir (68).

Son yilllarda PCR reaksiyonlarinda sicaklik dongiileri saglamak i¢in kullanilan
cihazlarin (thermocycler) hassas Ol¢iim aletleriyle birlestirilmesi ile real-time PCR
olarak adlandirilan yeni bir yontem gelistirilmistir. Bu yontemle DNA ve RNA
ornekleri kalitatif ve kantitatif olarak kisa siirede analiz edilebilmekte ve son derece az
kontaminasyon riskiyle ¢cok sayida 6rnek giivenle calisilabilmektedir (69).

Real-time PCR (RT-PCR) teknigi HBV DNA’nin kantitasyonuna olanak
saglayan hizli ve basit bir testtir. Bu metod, termocycle siiresince olusan PCR
trlinliniin vermis oldugu floresansin belirli zaman araliklarinda 6l¢iilmesine dayanur.
HBV yiizey geni i¢in diizenlenmis bir prob ve bilinen konsantrasyonlari iceren
referans standartlarla HBV DNA kantitasyonu 0l¢iiliir (64, 67).

Real-time PCR’da reaksiyon sirasinda {iriin analizi yapilmaktadir. Bu ylizden,
agaroz jel elektroforezi, DNA bantlarinin mor Otesi 11k altinda goriintiilenmesi gibi
islemlere gerek kalmamaktadir. Real time PCR iiriinlerinin kalitatif ve kantitatif
analizlerinde, diziye Ozgiin olmayan floresans boyalar yada diziye Ozgiin problar
kullanilmaktadir. Boylece sonuglar kisa siirede alinmakta ve kontaminasyon riski
azaltilarak tiim islemler sicaklik dongiileri baslayinca otomatik olarak devam
etmektedir. Real-time PCR’da ¢ogaltilan iirlin goriiniir hale getirilir. Goriintiileme i¢in
floresans isaretli problar veya interkalator boyalar kullanilir. Olusan DNA (amplikon)
miktar1 ile dogru orantida floresans meydana gelir. Real-time PCR on-line izlenebilen
bir yontemdir (69).
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Akut, kronik HBV infeksiyonlarinda serolojik testlerin yaninda molekiiler tani

testleri (MP-NAT veya ID-NAT) de kullanilmaktadir (65).

2.7.3. Hiicre kiiltiirii ve hayvan modelleri

Erigkin ve fetal hepatosit kiiltiirlerinde HBV iiretilmektedir. Sempanze ve diger
yiiksek primatlar deneyler i¢in kullanilabilir. Ancak rutin kullanim i¢in uygun degildir (51).

2.7.4. Mutant viriis infeksiyonlarinda tam

HBV DNA’nin gen bdlgelerinde sekans analizi ile ilgili mutasyonlar
saptanabilmektedir. Ayrica serolojik gostergeler de mutant viriis  infeksiyonunu
diisiindiirebilir. Pre-kor mutantlarinda HBeAg sentezlenemedigi i¢in bu viriisle infekte
olanlarda HBeAg ve anti-HBe negatif olarak bulunur. Eski HBV infeksiyonlarindan
pre-kor mutantlar1 bulunanlarda anti-HBe varligina ragmen aktif viral replikasyon
vardir ve serumda HBV DNA miktar1 yiiksek olarak bulunur. Yiizey proteini
mutantlar1 olanlarda ise asilama ile gelisen anti-HBs varligina ragmen aktif viral
replikasyon varligi goriiliir. Bu vakalarda HBsAg, “a” determinantindaki degisiklik
nedeniyle ticari kitlerle saptanamayabilir (70). Serumda HBV DNA ise pozitif olarak

bulunur.
2.8. Antiviral Direncin Saptanmasi

Tedavi sirasinda HBV DNA konsantrasyonundaki artis antiviral ilaca direngli
varyantlar1 akla getirir, bu nedenle tedaviyi izlemek a¢isindan HBV DNA’nin
kantitasyonu 6nemlidir (72).

Ozellikle tedavi sirasinda hizli mutasyon gelisen pol genindeki 528, 552, 555.
kodonlar1 etkileyen mutasyonlar ‘Line probe assay’ yontemi ile gelistirilen Kkitlerle

hizli olarak saptanabilmektedir (73).
2.9. Olagan Dis1 Serolojik Profiller
2.9.1. Gizli HBV infeksiyonu

Hepatit B infeksiyonunun iyilesmesi, HBsAg’nin kaybolmasi ile birlikte HBV

DNA’nin negatiflesmesi olarak tanimlanir. Bununla birlikte PCR teknikleri ile bazi
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hastalarin serum ve/veya karacigerinde diisiik diizeyde HBV DNA (genellikle <104
viral genom/mL) varlig1 gosterilmistir (74-76). HBsAg’nin saptanamadigi kronik HBV
infeksiyonunu tanimlayan bu durum “okiilt; gizli; sessiz ya da latent” HBV infeksiyonu
olarak adlandirilmaktadir. Gizli HBV infeksiyonlularin bir kisminda anti-HBc
ve/veya anti-HBs pozitifligi goriiliir. Hastalarin 6nemli bir kisminda ise her ikisi de
negatif bulunmaktadir. Gizli HBV infeksiyonu asagidaki hasta gruplarinda daha sik
goriilmektedir (77) ;
HCC’1i kronik hepatit C viriis (HCV) infeksiyonu bulunanlar
Anti-HBc(+) vericilerden karaciger nakli olanlar
Anti-HBc(+) kronik hepatit C hastalari
Kriptojenik siroz/fibrozis hastalari
Hemodiyaliz hastalar1
Intravendz uyusturucu kullananlar

Gizli HBV infeksiyonu olusum mekanizmasi tartismalidir. Mekanizmasi igin
diisiiniilen olasiliklar;

1) S bolgesinde mutasyon

Pre-S/S bolgelerindeki herhangi bir mutasyon HBsAg antijenitesine ya da
iiretimine etki edebilir. Baz1 gizli HBV infeksiyonu olan hastalarda belli pre-S/S
tanimlanmamasina ragmen, ayni bolgedeki mutasyon sikliginin artmasi en azindan bazi
hastalarda patogenezden sorumlu olabilecegini diistindiirmektedir (74).

2) Genoma integrasyon

Gizli HBV infeksiyonu olan hastalarda genoma integre ya da serbest epizomal
HBV DNA molekiilleri varlig1 gosterilmistir. HBV DNA integrasyonu viriiste DNA
zincirinin diizenlenmesini etkileyebilir. Buna bagli olarak HBsAg ekspresyonu
azalabilir ya da durabilir. HBV integrasyon sikligi gizli HBV infeksiyonu olan
HCC’lilerde daha fazla goriilmiistiir (78).

3) Periferik kandaki mononiikleer hiicrelerde (PKMH) HBYV infeksiyonu

PKMH’de akut ve kronik HBV infeksiyonu sirasinda HBV DNA saptanabilir
(74). HBV’ye bagli karaciger hastaligindan dolay1 karaciger nakli olan hastalarda
yiiksek doz HBIG verilmesi serumda HBsAg’nin ve karacigerde HBV DNA’nin
negatif kalmasini saglar; bu hastalarda da PKMH’de HBV DNA varlig1 gosterilmistir.

Bu durum karaciger nakli sonrasinda niiks HBV infeksiyonlarinin nedeni olabilir (78).
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4) HBV iceren immun kompleksler

Akut HBV infeksiyonunun ardindan anti-HBs olugsa bile, HBV partikiillerinin
varlig1 kanda immunkompleks halinde devam edebilir (79).

5) Konak immun cevabi

Konak immun cevabi ile wviral replikasyon oraninin dengesi HBV
infeksiyonunun seyrini belirler. Viriis eliminasyonunda hem hiicresel, hem de humoral
faktorler rol alir. HBV proteinlerine karsi1 yetersiz T hiicre cevabi gelismesi viriisiin
kalic1 olmasina neden olur. Konak immun yanitin azalmasi gizli HBV infeksiyonu
gelisimini kolaylastirir. Karaciger nakli sonrasinda immunsupresyondan dolayr HBV
infeksiyonunun niiks etmesi bundan dolayidir (80, 81).

6) Ko-infeksiyon

Ulkemizde kronik HCV ile infekte hemodiyaliz hastalarinda yiiksek oranda
(%36,4) gizli HBV infeksiyonu bulundugunu gosteren ¢alismalar vardir (82).

Kronik HBV ve HCV ko-infeksiyonunda HBV DNA diizeyi diisiik olma
egilimdedir ve dnemli oranda HBsAg klerensi gergeklesir (83).

HBV DNA, Akdeniz bdlgesinde HCV tasiyicilarinda HBsAg negatif olan
hastalarin tigte birinde saptanabilmektedir. Uzak Dogu Asya iilkelerinde bu prevalans
daha yiiksektir (77). HCV infeksiyonuna bagli HCC gelisim riski artmaktadir. HBV ve
HCYV koinfeksiyonu bu riski daha da arttirir. Sadece HCV infeksiyonlu hastalarla, HCV
ile birlikte gizli HBV infeksiyonu bulunanlar HCC gelisim siiresi agisindan
kiyaslandiginda; gizli HBV infeksiyonu olanlarda daha erken siirede HCC gelistigi
saptanmustir (19).

2.9.2. izole anti-HBc pozitifligi

En sik goriilen atipik serolojik profil budur. Ulkemizde %2-12 oraninda izole
anti-HBc pozitifligi goriilmektedir (84). Izole anti-HBc pozitifliginin nedenleri arasinda:
Anti-HBc’nin yalanci pozitif olmast
Izole anti-HBc’li olgularin %5—15’inde anti-HBs yanitinin gelismemesi
Diisiik diizeyde tasiyicilik olmasi
Akut hepatit B pencere donemi
HBcAg disindaki antijenlere konak yanitinin olmamasi
Pasif transferle antikor gecisi (anneden bebege ya da kan transflizyonunu takiben)
sayilabilir (29, 84, 85).
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2.9.3. HBsAg ve anti-HBs’nin birlikte pozitif bulunmasi

Bu durum birgok farkli nedenlerden kaynaklanabilir;
Bu iki gostergenin bir arada saptanmasi deney kosullarinda immun komplekslerin
parcalanmasi ile agiga ¢ikan antijen ve antikorlarin ayr1 ayr1 saptanmasi durumunda
Akut hepatit B infeksiyonunun iyilesme doneminde
Farkli HBV subtipleri ile karsilasan tasiyicilarda
Bagisiklik yaniti bozulan kisilerde (6zellikle kronik aktif hepatitlilerde, damar ici
uyusturucu kullanan ve hemodiyaliz uygulananlarda)
Hepatit B asis1 olan, gercekte kronik HBV infeksiyonu olanlarda
Dogal ve asi ile olusan anti-HBs’ye ragmen “a” determinatini kodlayan gen bolgesinde

mutasyona ugrayan kokenlerle infeksiyon olugsmasi durumunda goriilebilir (84, 86).

2.9.4. Tek basina HBsAg pozitifligi [HBsAg(+), anti-HBc total(-), anti-HBs(-)]
Tek bagina HBsAg pozitifligi asagidaki durumlarda goriilebilir;

Akut hepatit B infeksiyonu seyri sirasinda

HBcAg’ye 6zgli immun yanit defekti

Prekor/kor gen bolgesinde mutasyon olusmasi

Yiiksek doz HBV agis1 sonrasinda kisa bir siire boyunca

Asirt HBcAg sentezlenmesine bagli olarak ortaya ¢ikan HBcAg/anti-HBc kompleksi

nedeniyle anti- HBc’lerin saptanamayacak diizeye inmesi

Klinik 6rnegin kontamine olmasi (hemofili hastalari, heparinli kan Ornegi gibi)

sonucunda goriiliir (84).

2.9.5. Tek basina anti-HBs pozitifligi

HBYV asilamasi veya HBIG uygulamasi disinda bu durum:
Dogal infeksiyon sonrasinda anti-HBc olusmamasi ya da kaybolmasi
Hasta kanlariyla siirekli temas halinde olan laboratuvar personelinde infeksiy6z
olmayan virionla tekrarlayan karsilagsmalara bagli olarak
Pasif transferle gegen antikorlara bagl olarak (anneden bebege veya kan transfiizyonunu
takiben)
Test hatalarina bagli yanlis pozitiflik kaynakli (en ¢ok diisiik titrede koruyucu 6zelligi

olmayan, IgM sinifi, bir siire sonra kaybolan antikorlar nedeniyle) goriilebilir (84).
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2.10. Tedavi

Akut hepatit B’nin tedavisi destekleyici tedavidir. Fulminan hepatit gelismesi
durumunda karaciger transplantasyonu endikasyonu dogar (29).

Kronik hepatit B tedavisinde amac geriye doniislimsiiz karaciger hastalig
gelismeden HBV'liin ¢ogalmasinin baskilanmasidir. Boylece karaciger hastaliginda
diizelme baglar, viriisiin temizlenmesi, hastaligin siroz ve karaciger kanserine
ilerlemesinin 6nlenmesi ve sagkalimin uzatilmasi saglanir. Etkin tedavi ile kalict HBV
DNA kaybi saglanir (87-89, 131, 132).

Tedavide kullanilan ilaglar;

1) Immiin modiilatorler

- Interferon a

- Peginterferon a -2a/b

2) Viral polimeraz inhibitorleri (Niikleozit ve niikleotit analoglar1)
- Lamivudin

- Adefovir dipivoksil

- Entekavir

- Telbivudin

3) Yeni Antiviraller

- Emtrisitabin

- Tenofovir isoproksil fumarat
- Klevudin

- Timozin

4) Kombinasyon tedavileri (87-89).

2.11. Korunma

Pasif immunizasyon

HBYV asist ile birlikte uygulanan HBIG; HBsAg pozitif annelerin bebeklerinin
korunmasinda, HBsAg pozitif kan veya viicut sivilariyla perkutan veya mukozal
temaslilarin korunmasinda ve HBsAg pozitif kisi ile cinsel temaslilarin korunmasinda
etkili olmaktadir. HBIG ayrica karaciger nakli sonrasinda HBV infeksiyonu

rekiirrensini dnlemek i¢in uzun siireli uygulanir (29, 50).
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Aktif immunizasyon

Ik gelistirilen agilarda HBV tasiyicilarinin plazma orneklerinden saflastirilan
HBsAg bulunmakta idi. Daha sonra gen teknolojisi yardimiyla HBsAg kodlayan genin
maya ya da memeli hiicrelerine transfeksiyonu ile elde edilen saflastirilmis HBsAg
rekombinant agilar gelistirildi. HBV asisinin  etkinligi anti-HBs gelismesi ile
izlenmektedir. Temas Oncesi aktif bagisiklama icin hepatit B asis1 tiim yenidogan ve
infantlara, daha Once asilanmamis ¢ocuk ve ergenlere, yliksek risk grubunda olan
eriskinlere dnerilmektedir (50).

Asilamada, genellikle 0. 1. ve 6. aylarda olmak {izere ii¢ dozlu sema kullanilmaktadir.
Rekombinant asinin, kas i¢i ii¢ doz uygulanmasi sonucu %95-99’unda koruyucu
diizeyde antikor olusmaktadir. Primer agilama semasindan sonra 10 mIU/mL iizerindeki
anti-HBs yanit1 veren kisilerde tam koruma saglanmaktadir. Cocuklar ve ergenlik
donemindekiler daha yiliksek antikor yaniti olusturduklari igin, antikor diizeyi
eriskinlerden daha uzun siire devam etmektedir. Anti-HBs, yaklasik 5 yil sonra
koruyucu diizeyin altina inse bile, asilama sonrasi immu nolojik bellek gelistigi icin
HBV ile karsilasildiginda anamnestik yanit verilmektedir. Bu donemde tek doz asi

yapilmasi bu yanitin daha da artmasin saglamaktadir (29, 50, 90).
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3. GEREC VE YONTEM

Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuvarimiza Agustos 2014-
Agustos 2015 tarihleri arasinda cesitli kliniklerden gonderilen HBsAg pozitif 2437
hastanin serumu incelendi. ELISA yontemiyle HBsAg pozitif bulunan 2437 hastanin,
HBV DNA ve HBsAg sonuglar retrospektif olarak karsilastirildi.

Hastanemizin farkli kliniklerinden Hepatit B 6n tanisi1 ile laboratuvarimiza
gonderilen kan ornekleri HBsAg agisindan degerlendirmek i¢in; HBsAg Qualitative II
eliza kiti kullanilarak otomatize ELISA cihazinda (ARCHITECT 2000, Abbott

Diagnostic, ABD) iiretici firma 6nerilerine uygun olarak calisildi.

3.1. HBsAg saptanmasi

ARCHITECT HBsAg Qualitative II tetkiki, insan serum ve plazmasinda
HBsAg'in kalitatif belirlenmesi i¢in kullanilan, kimyasal reaksiyonun {irettigi 1s181in
Ol¢iimiinii degerlendirmeye dayali kemiluminesan mikropartikiil immunoassaydir. Cok
sayida Ornegin ayni anda taranmasi i¢in uygundur.

Kemiluminesan mikropartikiil immunoassay yonteminde antijen veya antikoru
immobilize etmek igin kat1 faz olarak mikropartikiiller kullanilmaktadir. Ornekler,
monoklonal anti-HBs antikorlar1 ile kapli mikropartikiillerin bulundugu reaksiyon
kuyularinda inkiibe olmaktadir. Mikropartikiillerdeki antijen-antikor kompleksi,
akridinium ile isaretli poliklonal anti-HBs konjugati ile tespit edilmektedir.

Calisilacak kan oOrnekleri 4000 devirde en az 30 dakika santrifiij edilerek
serumlarina ayrildiktan sonra otomatize ELISA cihazindaki (ARCHITECT 2000,
Abbott Diagnostic, ABD) tasiyici (rak)’lara yerlestirildi.
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HBsAg Qualitative IT Reagent Kit Icerigi

e Mikropartikiiller: 1 veya 4 sise protein (sigir serum albiimin) stabilizatorleriyle
MES tamponu igerisinde anti-HBs (fare, monoklonal, IgM, IgG ) kaph
mikropartikiiller.

e Konjugat: 1 veya 4 sise fosfat tamponunda insan plazmasi ve protein
stabilizatorleriyle anti-HBs ve anti-HBs akridinium isaretli konjugat.

e Yardimc wash buffer: 1 ya da 4 sise MES tamponu igeren yardimcr yikama
tamponu.

e Pre-trigger soliisyonu: Pre-trigger c¢ozeltisi %1.32 hidrojen peroksit
icermektedir.

e Trigger soliisyonu: Trigger ¢ozeltisi 0.35 N sodyum hidroksit icermektedir.

e Wash buffer: Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi igermektedir.

HBsAg Qualitative II testi kemifleks olarak adlandirilan esnek test protokolleri
kullanan tek asamali bir immunolojik testtir. Ilk asamada o6rnek, anti-HBs kapl
paramanyetik mikropartikiiller ve anti-HBs akridinium isaretli konjugat ile bir
reaksiyon karisimi olusturmak igin birlestirilir. Ornekte bulunan HBsAg, anti-HBs
kaplh mikropartikiillere ve anti-HBs akridinium isaretli konjugata baglanir. Yikamadan
sonra reaksiyon karisimina yardimci yikama tamponu eklenir. Diger bir yikama

doniisiimiinden sonra pre-trigger ve trigger sollisyonlar1 reaksiyon karisimina eklenir
(sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. Kemiluminesan Mikropartikiil Immunoassay yontemindeki asamalar (57)

Kisaca ozet olarak cihazin (ARCHITECT 2000, Abbott Diagnostic, ABD)

calisma prosesi asagidaki gibidir:

1. Cihaz agma/kapama diigmesinden agilarak startup yaptirilir.

2. Cihazin eksik kit ve soliisyonlar1 varsa tamamlanir. Eksik kitler ana mentiden
reagents ikonu segilir. Yikama soliisyonu, atiklar, reaksiyon kaplari, trigger ve pre-
triggeri tamamlamak i¢in; ana meniiden supplies ikonu secilir ve F2’ye basilir
hangileri degistirildiyse iizerine tiklanir ve done ikonu seg¢ilir.

3. Giinliik yikama i¢in; ana meniiden running ikonlar1 sarartilir ve ekrandan pause
ikonu secilerek cihaz ready konumuna aliir. Cihazin reagent carousel kapagi
acilir.Yikama soliisyonu ve ¢esme suyu ile hazirlanan %0,05°lik soliisyon kapaklari

acik olarak cihazda pozisyon 1’e yerlestirilir. Reagent carousel kapagi kapatilir.
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Ana meniiden sistem ikonu secildikten sonra ¢ikan ekrandan maintenance ikonu
secilir, ekrana gelen meniliden daily ikonu tiklanir, c¢ikan ekrandan daily
maintenance yazisi sarartilir ve F5’e¢ basilir. Proceed ikonu iki kere
tiklanir.Yaklasik yarim saat siiren giinliik yikama baslar. islem bittikten sonra
sistem ikonu aktif hale gelir. Sistem ikonu tiklanir, daily running ikonu segilir,
proceed ikonuna ve sonrasinda done ikonuna basilir. Boylece giinliik yikamasi
bitmis olur.

. Testler yeterli miktarda serum ve plazma ile calisilmaktadir. Miktar1 az olan
numuneler ise cihaza ait sample cup’lar kullanilarak ¢alisilmaktadir.

. Calisilacak numuneler 6rnek tasiyici (rak)’lara yerlestirilir. Ana meniiden orders
ikonu tiklanir, patient order ikonu secilir, rak numarasi, dondriin ismi ve seri
numarast yazilir. Calisilacak testler segilir ve F3 ikonuna basilir. Rak yerine
yerlestirilince cihaz testleri caligmaya baslar.

. Cihaz calismay1 tamamladiktan sonra sonuglara results review ikonundan bakilir.
Defter kaydi alinir. Sonuclara bakildiktan sonra tiim sonuglar segilir, realese ikonu
secilerek sonuglar hafizaya alinir.

. Calisilan test sonuglar1 bilgisayar ¢iktis1 alinarak tarih sirasina gore arsivlenir.
. Kalibrasyon yapilir.

Sekil 3.2. inonii Universitesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda kullanilan

ELISA cihazi
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3.2.HBV DNA saptanmasi

HBYV DNA’nin saptanmast i¢in ger¢ek zamanli PCR yontemi kullanildi.
Y O6ntemi uygulamaya baslamadan énce HBV DNA izolasyonu saglandi.

DNA izolasyonu (Ekstraksiyon)

DNA ekstraksiyonu icin otomatize QIAsymphony (QIAGEN, Almanya)
cihazinda tretici firmanin Onerileri dogrultusunda “QIAsymphony Virus/Pathogen

Midi Kit” (QIAGEN, Almanya) otomatik ekstraksiyon kiti kullanildi.
QIAsymphony Virus/Pathogen Midi Kit Icerigi

e RC (Reagent Cartridge)

e ER (Enzyme Rack)

e PL (Piercing Lid)

e AVE (Buffer AVE(20 ml)
e AVE (Buffer AVE(2 ml)
e CARRIER (Carrier RNA)
e RSS (Reuse Seal Set)

Hastalardan alinan kan ornekleri 2500 devirde 15 dakika santrifiij edilerek
serumlarina ayrildiktan sonra test zamanina kadar -20 derecede saklandi. Calisma
asamasinda serumlarin oda 1sisinda erimesi beklenip ardindan kisa siireli vortekslenerek
homojenize olmasi saglandi.

Ekstraksiyona alinacak 6rnek serum miktar1 600 pl olarak belirlendi. Cihazdaki
islem sonrasi elde edilen DNA ekstraksiyon firiinii 60 pl olup ¢alismalara alinim
stiresine kadar -20°C” de saklandi.

Kisaca Ozet olarak QIAsymphony (QIAGEN, Almanya) cihazinin c¢alisma
prosesi asagidaki sekildedir:

Cihaz agilir, 3 dakika beklenir.
1. “Login” segilir, password yazilir,” OK” tusuna basilir.
2. Atik ¢ekmecesi agilir.
- Bos unit box’lar yerlestirilir.
- Atik poseti yerlestirilir.
- Atik bidonu yerlestirilir.

39



nosw

10.
11.

12.

Pipet uglarinin gittigi aparat temizlenir.

Cekmece kapatilir, ekranda beliren yazida “YES” secilir.

Elaute cekmecesi acilir, kullanacagimiz pleyt veya tiip adaptorleri yerlestirilir.
Reagent cekmecesi agilir, kitler ve pipet uglar1 yerlestirilir.

Reagent ¢cekmecesi kapatilir, ekranda beliren yazida “YES” secilir.Cihaz tarama
yapar.

Ornekler tastyicilar igine dizilen tiiplere yerlestirilir ve cihaza yiiklenir. Ekranda
yiikleme yapilan Batch’ler goriiliir.

Tiipler okutulduktan sonra “EDIT ID” segilir ve tiiplere barkot verilir, islem
bittikten sonra “NEXT * segilir.

“Select all” secilir, “Virus” secilir, “Virus cellfrece NO IRC:500” segilir,
“NEXT” segilir.

Volim ayarlanir, 6rneklerin hangi “SLOT” gitmesini istiyorsak o “SLOT”
secilir, “QUENE” secilir.

Ekranda “RUN” segilir ve cihaz ¢alismaya baslar.

Cihaz g¢alismay1 tamamladiktan sonra “login” seg¢ilir, password yazilir, “OK”
tusuna basilir ve ekstraksiyon triinleri ¢ikarilir.

Cihazda sirayla atik ¢ekmecesi, elaute ¢ekmecesi, reagent cekmecesi agilir,

gerekli diizenleme yapilir, atiklar ¢ikarilir.

. Ekranda “Main” ardindan “Maintance” segilir ve “start UV” secilip siire

ayarlanir. Islem bittikten sonra cihaz kapatilir.

Sekil 3.3. inénii Universitesi Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda

DNA izolasyonu i¢in kullanilan cihazlar
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3.3 Polimeraz zincir reaksiyonu

Calisilan 6rneklerde HBV DNA’nin varligini arastirmak amaciyla PZR yapildi.
HBV DNA ger¢ek zamanli PCR kiti (artus HBV QS-RGQ Kit, QIAGEN, Almanya)
igerigindekiler, DNA ekstraksiyon iiriinleri ve rotor disk sivi dagitim sistemi icin

kullanilan QIAgility (QIAGEN, Almanya) cihazina yerlestirildi.

Artus HBV QS-RGQ Kit icerigi
e HBV RG/TM Master
e HBV RG/TM Quantitation standard 1
e HBV RG/TM Quantitation standard 2
e HBV RG/TM Quantitation standard 3
e HBV RG/TM Quantitation standard 4
e HBV RG/TM Quantitation standard 5
e HBV RG/TM Internal kontrol, su
QIAgility cihazi ¢alisilan hasta sayisina gore amplifikasyon miks miktarini
belirleyip 0.2 ml’lik tiiplere 30 mikrolitre dagitir. Toplam hacim 50 mikrolitre olacak
sekilde bakteri DNA ekstraksiyon iiriinlerinden 0.2 ml’lik tiiplere 20 mikrolitre ekler.

Sekil 3.4. Inénii Universitesi Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda

stvi dagitim sistemi icin kullanilan cihaz (QIAgility)
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DNA Amplifikasyonu

Sivi dagitim islemi tamamlaninca rotor disk cihazdan ¢ikarildi ve rotor-disc
heat sealer kullanilarak diskin {izeri yapistirildi ve amplifikasyon i¢in Onceden
programlanmis ger¢ek zamanli PCR cihazina (Rotor-Gene Q, CORBETT Research Pty
Ltd. Avusturya) yerlestirildi ve agagida gosterilen program uygulandi.

Tablo 3.1. HBV DNA i¢in Amplifikasyon programi

Evre Sicakhik Siire Siklus sayis1
On denaturasyon 95°C 10 dakika 1
Hedef DNA .

ede 95°C 15 saniye
denaturasyon 45
Primer baglanmasi 55°C 30 saniye
Primer Uzamasi 72°C 15 saniye

Sekil 3.5. inonii Universitesi Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda

kullanilan Real-time PCR cihazi
3.4.Verilerin Degerlendirilmesi

HBsAg varligi arastirilmasi acisindan c¢alisilan oOrneklerde elde edilen
kemiluminesan reaksiyon relatif 151k iinitesi (RLU) olarak &lgiildii. Ornekte bulunan
HBsAg miktar1 ile Architect immunassay sistem optiginin Ol¢tiigli RLU arasinda
dogrusal bir iliski bulunmakta idi. Ornekte HBsAg’nin var olup olmadigini belirlemek
icin reaksiyondaki kemiluminesan sinyal ile kalibrasyonla tanimlanmis olan cutoff

sinyali kiyasland1 (sample/cutoff, S/CO). Eger kemilumiesan sinyal cutoff sinyaline esit
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ya da daha fazla ise 6rnegin HBsAg pozitif oldugu diisiiniildii. Calisilan numune S/CO
degeri<1.0 ise nonreaktif; S/CO degeri>=1.0 ise reaktif olarak rapor edildi.

HBV DNA amplifikasyonu i¢in 6nceden programlanmig ger¢cek zamanli PCR
cihazinda (Rotor-Gene Q, CORBETT Research Pty Ltd. Avusturya) calisilan
orneklerde 400 kopya/ml iizeri deger HBV DNA pozitif olarak kabul edildi.

Kemiluminesan mikropartikiil immunoassay yontemiyle serolojik olarak HBsAg
pozitif bulunan 2437 6rnege gercek zamanli PCR yontemiyle HBV DNA bakilmistir.
Orneklerin kadm-erkek sayisi, eriskin-gocuk sayist ve HBV DNA istemi yapan

kliniklerin sayis1 yiizde orani seklinde belirtilmistir.

Artus HBV QS-RGQ Kit, olast PCR inhibisyonunu belirlemek i¢in ikinci bir
amplifikasyon sistemini igerir (internal kontrol-IC). IC, Rotor-Gene Q’nun farkli bir
floresans kanal1 kullanilarak saptanir. Kalite kontrolde “Quality Control for Molecular
Diagnostics” (QCMD, Glasgow, Iskogya) drnekleri ile test igi, testler aras1 gegerlilik ve

giivenilirlilik ¢alismasi yapildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuvari’miza
Agustos 2014-Agustos 2015 tarihleri arasinda hastanemizin gesitli kliniklerinden
gonderilen 2437 HBsAg pozitif hasta serumu HBV DNA yoéniinden incelendi.

Gelen oOrneklerin 1548’1 (%63.5) erkek, 889’u (%36.5) ise kadina aitti. Yas
grubuna bakildiginda 2368’1 (%97.2) 18 yas iizeri (eriskin), 69’u (%2.8) ise 18 yas
altinda (¢ocuk) idi. Hastalarin yas ortalamasi 47 (yas araligi 2-92) idi.

Arastirmamizda HBsAg pozitif olan 2437 6rnekten 1037 sinde (% 42.5) HBV
DNA pozitif, 1400’tinde (%57.5) HBV DNA negatif bulunmustur (tablo 4.1. ve sekil
4.1.). 1037 HBV DNA pozitif olgunun viral yiik miktarinin 435 kopya/ml-9 milyar 782

milyon kopya/ml arasinda oldugu goézlendi.

HBsAg Pozitif Hastalar

Sekil 4.1. HBsAg(+) hastalarda HBV DNA goriilme orani
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Tablo 4.1. HBsAg ‘ye gore HBV DNA goriilme oranlari

HBV DNA
Pozitif n % | Negatif n %/ | Toplam
HBsAg Pozitif | 1037 42.5 | 1400 57.5| 2437

Cinsiyete gore HBV DNA goriilme oranlarina bakildiginda 1548 erkek hastanin
654’1 (% 42.2) HBV DNA pozitif, 894’0 (57.8) HBV DNA negatifti. 889 kadin
hastanin ise 383’ii (%43) HBV DNA pozitif, 506’s1 (%57) HBV DNA negatifti (tablo
4.2.ve sekil 4.2.).

Tablo 4.2. Cinsiyete gore HBV DNA goriilme oranlarinin karsilastirilmasi

HBV DNA
Cinsiyet Pozitif n % | Negatif n % Toplam
Erkek 654 42.2 | 894 57.8 1548
Kadin 383 43 506 57 889
Toplam 1037 42.5 | 1400 57.5 2437
100
& 9
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IS 60
=50
g 40
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HBYV DNA Pozitif HBV DNA Negatif
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Sekil 4.2. HBV DNA (+) veya (-) olan hastalarda erkek-kadin oran1

Yasa gore HBV DNA goriilme oranlarina bakildiginda 2368 erigkin hastanin
999°u (%42) HBV DNA pozitif , 1369°’u (%58) HBV DNA negatifti. Cocuk yas
grubundaki 69 hastanin 38’1 (%55) HBV DNA pozitif iken 31’1 (%45) HBV DNA
negatifti (tablo 4.3. ve sekil 4.3.).
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HBV DNA istemi yapan cesitli kliniklerin dagilimma baktigimizda en fazla
hepatoloji boliimii tarafindan istem yapildig1 goriilmektedir (sekil 4.4.).

Tablo 4.3. Yas grubuna gore HBV DNA goriilme oranlariin karsilastirilmasi

HBYV DNA
Yas Pozitif n % | Negatif n % Toplam
Eriskin 999 42 1369 58 2368
Cocuk 38 55 31 45 69
Toplam 1037 42.5 1400 57.5 2437
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Sekil 4.3. HBV DNA (+) veya (-) olan hastalarda eriskin-¢ocuk yas grubu orani

50,00 -
45.00 -
40,00 -
35,00 -
30,00 -
25,00 -

20,00 -

Dagim Yiizdesi

15.00 -
10.00 -
5.00 -

0.00

Klinikler

Sekil 4.4. HBV DNA istemi yapan kliniklerin dagilimi
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5. TARTISMA

Tiim diinyada ve {ilkemizde Hepatit B virlis infeksiyonu yaygin olarak
goriilmektedir (9). Zarfsiz, kismen ¢ift sarmalli DNA virlisii olan HBV, karacigere
tropizm gostermesi ve  hepatoselliiler karsinoma yol a¢masi nedeni ile Onemli
hepatotropik viriisler icerisinde yer almaktadir. Diinya Saglik Orgiitii; 2 milyara yakin
kisinin HBV ile karsilasmis oldugunu, 400 milyondan fazla insanin da kronik HBV
tagtyicist  oldugunu bildirmektedir. Bu olgulara her yil 50 milyon yeni vaka
eklenmektedir. HBV’ iin neden oldugu siroz, hepatoselliiler kanser gibi kronik ve akut
komplikasyonlar sonucu yilda 2 milyona yakin kisi hayatin1 kaybetmektedir (47, 48).

Tirkiye HBV siklig1 agisindan orta derecede endemik bdlgeler arasinda yer
almaktadir. Avrupa Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi’nin Eyliil 2010°da hepatit
B’ye iligkin raporuna gore; Tiirkiyede hepatit B prevalansi bolgelere gore %2-8 arasinda
degismektedir. Bu oran iilkemizde yaklasik 4 milyon kisinin HBYV tasiyicisi oldugunu
gostermektedir (9, 52).

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda hepatit B prevalansinin bat1 bolgelerinde dogu
bolgelerine oranla daha az oldugu gozlenmektedir. Malatya’da yapilan bir ¢aligmada
hepatit siiphesi ile bagvuran hastalarda HBsAg pozitifligi %13 (92), Diyarbakir, Batman,
Mardin ve Sanlwurfa illerinde yapilan bir ¢aligmada %7 (93) , Aydin’da yapilan bir
calismada %1,9 (94), Bolu’da yapilan bir ¢calismada %2,85 (95), Mersin’de yapilan bir
calismada %2,2 (96) ve Ankara’da yapilan bir calismada %2.9 (97) olarak bildirilmistir.
HBsAg seroprevalansinin arastirildigi otuz degisik calismada Dogu ve Giineydogu

Anadolu’da infekte olma yasinin ¢ocukluk ¢agina indigi anlasilmaktadir (91).
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Tiirkiye Avrupa iilkeleri ile kiyaslandiginda genel popiilasyonda hepatit B
prevalansinin en yiiksek oldugu {lkeler arasindadir. HBsAg prevalansi siroz
hastalarinda %64, hepatoselliiler karsinomlularda ise %54 olarak bildirilmistir (54).

Hepatit B virlis; akut hepatite, kronik hepatite veya tastyicilifa neden
olmaktadir. Ayn1 zamanda kronik viral infeksiyonlarin en sik sebeplerinden birisidir.
Erken yasta bu virtis ile karsilasmak kroniklesmeyi artirmaktadir. HBV infeksiyonunda;
kroniklesen olgularin siroza doniismesi ve hepatoselliiler karsinom gelisme riski
nedeniyle ¢ok hizli sekilde tanisinin konularak, erken donemde tedavisinin planlanmasi
gereklidir (28).

HBYV infeksiyonunun yayilmasinda en 6nemli etmen HBV tasiyiciligidir. HBV
baslica vertikal (anneden g¢ocuga), parenteral (kan ve kan firiinleri, intravendz ilag
kullanimi), horizontal (hijyen aliskanliklari, ortak dis firgasi kullanimi), cinsel iliski ve
medikal islemler ile bulasmaktadir. Endeminin derecesi ile HBV infeksiyonunun bulag
yollar1 arasinda yakin iligki bulunmaktadir. Horizontal gecis Orta dogu ve Akdeniz
ilkelerinde en sik rastlanilan gegis yoludur. Ayrica HBV’iin vertikal gecis durumunda
daha fazla kroniklesme egilimi gosterdigi bildirilmistir.

Ulkemizde ise horizontal gecis baslica bulas yoludur. Gebelerde HBsAg ve
ozellikle de HBeAg prevalansinin diisiik olmasindan dolay1 vertikal gecis muhtemelen
daha az goriilmektedir. Aile icinde HBV bulasi baslica ¢ocukluk ve adolesan
donemde gergeklesir. Bu durum yenidogan ve cocuklarin asilanmasinin ve ailelerin
bulas yollar1 hakkinda bilgilendirilmesinin ¢ok 6nemli oldugunu gostermektedir (53).

Ulkemizde degisik yas gruplarindaki calismalarin sonuglart bazi farkliliklar
gosterse de HBV ile karsilasmanin adolesan c¢aginin baslangicindan itibaren
yiikselme egilimine girdigi goriilmektedir. Bu sonuclara gore asisi olmayan adolesan
cagindaki kisilerin de asilanmasi gerekmektedir. Saglik Bakanligi, asilamayr risk
gruplarina, okul oncesi ve okul donemindeki ¢ocuklara kademeli olarak yayginlastirmistir
(55).

Hepatit B infeksiyonu perinatal, perkiitan, cinsel temas, acik yara ve yakin
kisisel temas ile bulagabilir. HBV viicut disinda uzun siire yasayabilmektedir. Erkek
cinsiyet ve hepatit B ile karsilasma yas1 infeksiyonunun kroniklegme ihtimalini artiran
risk faktorlerindendir (98). HBV ile akut karsilasma sonrasi kiside kronik HBV
infeksiyonu gelisme riski; HBeAg pozitif annelerden dogan bebeklerde %90, 5 yasin
altindaki ¢ocuklarda %25-30 ve eriskinlerde ise %5’ten azdir. Ayrica, immun sistemi

baskilanmis kisilerde kronik HBV infeksiyonu gelisme ihtimali daha yiiksektir (99).
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Saglik merkezlerinde kullanilan malzemeler, cihazlar vb. ile iligkili olarak hastadan
hastaya hepatit B bulas riski mevcuttur (100). HBV’iin infekte saglik ¢alisanlarindan
hastalara bulastirilmasi ise olduke¢a nadir goriilmektedir (99).

HBV infeksiyonu akut, fulminan formlara doniigsebilir veya kronikleserek,
siroz ve HCC’ye neden olabilir. Ayrica “saglam tasiyicilik” olarak adlandirilan
persistan viremiye ragmen aminotransferazlarin ve karaciger histolojisinin normal
oldugu tabloya da yol acabilmektedir (101). HBV infeksiyonunda gdriilen klinik tablolar
hem akut hem de kronik hastalikta degiskenlik gostermektedir. Akut fazda; subklinik
veya anikterik hepatitten, ikterik hepatite, bazi olgularda fulminan hepatite kadar
degisen tablolara neden olurken, kronik fazda ise asemptomatik tasiyiciliktan, kronik
hepatit, siroz ve HCC’ye kadar degisebilen bir seyir gosterebilmektedir (50).

HBV infeksiyonunda inkiibasyon siiresi 45-120 giindiir. Klinik sekli yas,
cinsiyet, virlisiin genetik yapisi, diger hepatotrop viriis varligi, infekte kisinin immun
durumu ve hastalifa tam1 konulan evreye gore degismektedir. Yetiskinlere gore
cocuklarda ve genclerde daha hafif veya asemptomatik olarak seyreder. HBV
infeksiyonu 4 yasin altindaki ¢ocuklarda %90, 30 yasin {izerindeki yetiskinlerde ise
%60 oraninda asemptomatiktir. Akut HBV infeksiyon Oykiisii olmayanlarda yiiksek
oranda tastyicilik olmasi hastalifin daha cok subklinik gecirildigini gosterir ve bu
olgularda kroniklesme egilimi daha fazladir (102). HBV infeksiyonu gegiren kisilerin
%35’inde infeksiyon kroniklesirken, %0,5’inde de siroza ilerlemektedir. Ayrica HBV
tagiyicist kisilerde HCC gelisme ihtimali infekte olmayan kisilere gore 100 kat daha
fazladir (19, 29).

HBYV infeksiyonlarinin rutin tanisinda HBV’ye ait antijenlerin ve antikorlarin
hasta serumunda saptanmasi infeksiyonun 0Ozgiil tanist i¢in yaygm kullanilan
yontemlerdir. Viriise ait HBsAg, HBeAg ve bu antijenlere karsi gelisen antikorlar
(anti-HBc IgM, total anti-HBc, anti-HBs ve anti-HBe) “enzym immunoassay” (EIA) ve
“radio immunoassay” (RIA) yontemleriyle tespit edilebilir (103).

HBsAg, infeksiyonun inkiibasyon periyodunda (semptomlar baslamadan 6nceki
2-7. haftalardan itibaren) serumda pozitif olarak bulunur ve hastalik siiresince
bulunmaya devam ederek iyilesme doneminde kaybolur. Anti-HBs ise iyilesme
doneminde ylikselmeye baslar. Anti-HBc semptomlar sirasinda pozitif olarak bulunur.
Anti-HBs ve anti-HBc uzun siire pozitif seyreder. Anti-HBc IgM akut hastalik tanisinin
en 6nemli gostergesidir. Ancak kisa siirede tespit edilemeyecek diizeylere iner. HBeAg,
HBsAg’nin pozitiflesmesinden sonraki 1-2 hafta i¢inde pozitiflesir. Bu doénemde
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serumda HBV DNA saptanabilir. HBeAg pozitifliginden anti-HBe pozitifligine gecis
iyilesmeyi gosteren bir kriterdir. Kronik tasiyicilik gelismesi durumunda akut
infeksiyonun 6 ay sonrasinda da HBsAg pozitifligi ile beraber HBeAg veya anti-HBe
pozitifligi devam eder (20).

HBeAg; molekiiler tani testleri ile HBV DNA tespit edilmeden 6nce, vireminin
en Onemli belirteci olarak degerlendirilmekteydi. Ancak yillar icinde HBeAg negatif
mutantlarin tespit edilmesi ile HBeAg ve anti-HBe’nin vireminin gostergeleri olarak
degerlendirilmesinin  giivenilir bir yontem olmadig anlasilmistir (106). Viral
replikasyonun ve infektivitenin belirlenmesinde kullanilan HBV DNA tespiti,
ozellikle serolojik gostergelerin yetersiz kaldigi olgularda HBV infeksiyonunun
saptanmasinda, tedavi ve prognozun degerlendirilmesinde yardimci olmaktadir.
Son zamanlarda niikleik asit amplifikasyon testlerinin hizla gelismesiyle HBV DNA
miktarinin belirlenmesi, 6zellikle viral replikasyonun belirlenmesine ve hastalarin
tedaviye yanitlarinin izlemine olanak saglamaktadir (107).

Molekiiler yontemlerle HBV DNA belirlenmesinin klinisyene sagladigi bir
takim yararlar vardir:

HBV DNA diizeyinin yiiksek diizeyde olmasi viral replikasyonun fazla oldugunu
gosteriken, diisiik diizeyde olmasi viral replikasyonun az oldugunu gostermektedir.
Viral replikasyon durumuna gore tedavi protokolii se¢imine karar verilmektedir (39,
65).

Anti-viral tedavi alan hastalarin izleminde HBV DNA diizeyinin belirlenmesi ¢ok
onemlidir. Alfa-interferon tedavisi alan hastalarda HBV DNA’daki hizli diisiis tedaviye
yanitin iyi oldugunu goéstermektedir (75, 104). Tedavi oncesinde HBV DNA diizeyi
diisiik olan hastalar interferon tedavisine daha iyi yanit vermektedirler (76).
Replikasyon ve infeksiyona ait serolojik bulgunun olmadigi infeksiyonlarda ve HBV
varyantlarinin taninmasinda HBV DNA’ya yonelik testler énem kazanmaktadir (61,
104).

Yapilan bir calismada HBsAg negatif, karaciger enzimleri normal siirlarda olan 206
dondre ait kan oOrneklerinin 9’unda HBV DNA belirlenmistir. Bu nedenle kan
bankaciliginda HBV agisindan taramalarda HBV DNA varlig1 arastirilmasi ¢ok énemli
olmaktadir (61, 65).

Molekiiler yontemlerle HBV DNA belirlenmesi ic¢in kullanilan testlerden;
“Digene hibrid yakalama II ultra sensitive (Digene corp) testi” hibrid yakalama sinyal
amplifikasyon yontemi ile calisir, duyarliligi 4700 copies/ml’dir. “Versant HBV DNA
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3.0 (bDNA) (Bayer Diagnostics) testi” yari otomatize bDNA sinyal amplifikasyon
yontemi ile calisir, duyarliligi 2000 copies/ml (1 IU/ml=5.6 copies/ml)’dir. “Cobas
amplikor HBV monitér (Roche molekiiler sistemleri) testi “yar1 otomatize kantitatif RT-
PCR yontemi ile ¢aligir, duyarliligi 200 copies/ml (1 IU/ml=5.6 copies/ml)’dir. “Cobas
tagman 48 HBV (Roche molekiiler sistemleri) testi” Real-time PCR with Tagman probe
yontemi ile ¢alisir, duyarliligi <50 copies/ml (1 IU/ml=5.68copies/ml)’dir. “Real art HBV
PCR assay (Arthus-Biotech) testi” Real-time PCR yontemi ile calisir, duyarliligi <50
copies/ml (1 TU/mlI=5.68copies/ml)’dir (106). Kullanilan testler ve segilen yontemlere
gore duyarlilik smirlar1 4700 kopya/ml ile <50 kopya/ml arasinda degismektedir.
Calismamizda Real-time PCR yontemi olarak Real art HBV PCR assay (Arthus-
Biotech) kullanildi. Testin duyarliligi <50 copies/ml (1 IU/ml=5.68copies/ml) idi. 400
kopya/ml lizeri deger HBV DNA pozitif olarak degerlendirildi.

Yaptigimiz ¢alismanin degerlendirilebilmesi agisindan iilkemizde yapilan diger
calismalara bakacak olursak; Kiilah ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada, HBsAg
pozitif 430 hasta serumunu degerlendirmis ve bunlarin 229’unda (%53) HBV DNA’y1
pozitif olarak bulmuslardir (105). Saghk ve arkadaglar1 yaptiklar1 c¢alismada
HBsAg pozitif 402 hasta serum 6rneginin 370’inde (%92) HBV DNA’y1  pozitif
olarak  saptamislardir (108). Altindis yaptig1 calismada HBsAg pozitif 110 hasta
serum Orneginin 22’sinde (%20) HBV DNA’y1 pozitif olarak bildirmistir (109).
Kocoglu ve arkadaglar1 yaptiklar1 c¢alismada, HBsAg pozitif 451 hasta serumunun
202’sinde (%44.8) HBV DNA’y1 pozitif olarak belirlemislerdir (110). Demirtiirk
ve arkadaglar1 188 HBsAg pozitif hasta serumunun 40’inda (%21) HBV DNA’y1
pozitif olarak bulmuglardir (111). Otlu ve arkadaglar1t HBsAg pozitif 361 hasta
serumunun 255’inde (%71) HBV DNA’y1 pozitif olarak saptamislardir (112). Kose ve
arkadaslar1 HBsAg pozitif 3709 hastanin 581’inde (%15.6) HBV DNA’y1 pozitif
olarak bulmuslardir (113). Eroglu ve arkadaslart PCR ve hibridizasyon yontemleriyle
HBV DNA belirlenmesini karsilastirmiglar; PCR yontemi ile %36, hibrid yakalama
yontemi ile %32 oraninda HBV DNA pozitifligi bildirmislerdir (116). Yurt disi
calismalarda ise; Peignoux ve arkadaglar1 108 inaktif HBsAg tasiyicist hastanin
93’iinde (%86) HBV DNA’y1 pozitif olarak belirlemiglerdir (114). Poljak ve
arkadaslar1 252 HBsAg pozitif serum 6rneginde HBV DNA i¢in Hybrid Capture ve
Cobas-HBV yontemlerini kullanmis ve her iki yontemde de 173 (%68.6) 6rnekte HBV
DNA’y1 pozitif olarak bulmusglardir (115). Odaibo ve arkadaslar1 105 HBsAg tasiyicist
hastanin 86’sinda (%81.9) HBV DNA’y1 pozitif olarak belirlemislerdir (117). Chen ve
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arkadaglar1 Giiney dogu Cin’de yaptiklar1 ¢calismada 8439 HBsAg tasiyicisi hastanin
1420’sinde (%16.8) HBV DNA’y1 pozitif olarak saptamislardir (118). Hasan ve
arkadaslar1  Banglades’te yaptiklari caligsmada 125 HBsAg tasiyicisi hastanin
56’sinda (%44.8) HBV DNA’y1 pozitif olarak bulmuslardir (119). Calismamizda
tilkemizde ve yurt disinda yapilan ¢alismalara benzer sekilde HBsAg pozitif olgularin
%42.5’inde (1037/2437) HBV DNA’y1 pozitif olarak saptadik.

Ulkemizde ¢ocuklarda HBV seroprevalansiyla ilgili yapilan calismalarda HBsAg
pozitifligi %0.1-%12 arasinda degismektedir (120). HBV infeksiyonunun bulagmasi
iilkemiz gibi orta endemik bolgelerde daha ¢ok horizontal yolla olmaktadir. Ozellikle 6
yas ve altinda aile i¢i yakin temasla ayni havlunun, sakizin veya dis fir¢asinin
paylasilmast HBV infeksiyonunun bulagmasini kolaylastirmaktadir. Bu nedenlerden
dolay1 ¢ocuklarda rutin Hepatit B asisinin yapilmasi, HBV infeksiyonunun dnlenmesi
ve tastyiciifin azalmasi yoniinden ¢ok oOnemlidir. Infeksiyonun yasamin erken
doneminde kazanilmasiyla kroniklesmenin artmasindan dolayi asilama daha da 6nem
kazanmistir. Hepatit B asis1 1998 yilindan itibaren “’Ulusal Hepatit B Asi
Programi’’(UHBAP) cercevesinde rutin asilama takvimine girmis, yenidogan
doneminden itibaren 3 doz uygulanmaya baslanmistir (121). Ulusal asilama programi
baslamadan 6nce yapilan galismalarda; Uner ve arkadaslart HBsAg pozitifligini %9.8
(122), Arabaci ve arkadaslar1 %9.5 (123), Energin ve arkadaglar1 %3.4 (124) olarak
bildirmislerdir. Ulusal asilama programinin baslamasindan sonra yapilan ¢aligmalarda
ise Araz; yaptig1 calismada HBsAg pozitiflik oraninint %1.1 (125), Sahin ve arkadaglar
%1.3 (126), Copur Cigek ve arkadaslar1 %2,4 oraninda saptamislardir (121). Yapilan
caligmalara gore; asilama programinin baslamasindan sonra HBsAg pozitiflik
oranlarinda azalma goriilmektedir (127). Bizim c¢alismamizda ise HBsAg pozitif

olgularin %2.8°1 18 yas altinda belirlenmistir.

HBsAg pozitiflik oranmi Inci ve arkadaslari Artvin’de yaptiklar1 calismada
hastalar1 cinsiyetlerine gore degerlendiklerinde; erkeklerde %4.71, kadinlarda %3.30
(128), Tung ve arkadaslar1 Siirt’te yaptiklar1 calismada erkeklerde %61, kadinlarda %39
(129), Iraz ve arkadaslar1 Istanbul’da yaptiklar1 ¢alismada erkeklerde %6.7, kadinlarda
%4.4 olarak tespit etmiglerdir (130). Yapilan diger calismalara benzer sekilde bizim
calismamizda da erkeklerdeki HBsAg seropozitifliginin kadinlara gore daha yiiksek
oldugunu gordiik. Bizim ¢alismamizda HBsAg pozitif olgularin %63.5°1 erkek, %36.5’1
kadin olarak belirlendi. Yapilan g¢aligmalarda erkeklerde HBsAg seropozitifliginin
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kadinlara gore daha ytiksek olmasi; toplu yasam alanlarinda (yurt, kahvehane, askerlik,
berber) erkeklerin daha fazla bulunmasi ve ortak malzemelerin (tiras vb) kullanilmasina

bagli oldugu bildirilmistir (130).

HBV DNA ile HBsAg iliskisini degerlendiren ¢ok sayida calisma yapilmis ve
farklt sonuglara ulasilmigtir. Calismalarin biiyiik ¢ogunlugunda HBsAg ve HBV DNA
diizeyleri arasinda pozitif iliski saptanmistir. Bununla birlikte herhangi bir iligkinin
saptanmadig1 veya negatif iliskinin saptandigi calismalar da mevcuttur (108). HBsAg
pozitif olmasina ragmen; infeksiyonun immun yanit fazi sonrasi nonreplikatif donemde
aktif viral replikasyonun gostergesi olan HBV DNA negatif saptanabilir. Bu dénemde
immunohistokimyasal yontemler ile hepatosit sitoplazmasinda ve serumda HBsAg
bulunmasina karsin HBV DNA gosterilemeyebilir. Ayrica tedavi goren olgularda,
asemptomatik ya da saglikli hepatit B tasiyicilarinda HBsAg pozitif olmasina ragmen
HBYV DNA negatif belirlenebilir (131, 132).

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda; Kiilah ve arkadaslart HBsAg pozitif olgularda
HBV DNA negatifligini %47 (105), Saglik ve arkadaslart %8 (108), Altindis %80
(109), Kogoglu ve arkadaslar1 %55.2 (110), Demirtiirk ve arkadaslar1 %79 (111), Otlu
ve arkadaglart %29 (112), Kose ve arkadaslari ise %84 (113) olarak bulmuslardir.
Yurtdiginda yapilan ¢ailigmalarda ise; Peignoux ve arkadaslart HBsAg pozitif olgularda
HBV DNA negatifligini %14 (114), Poljak ve arkadaslar1 %31.4 (115), Odaibo ve
arkadaslar1 %18.1 (117), Chen ve arkadaslar1 %83.2 (118), Hasan ve arkadaslari ise
%355.2 olarak saptamislardir (119). Calismamizda {ilkemizde ve yurt disinda yapilan
caligsmalara benzer sekilde %57.5 oraninda HBV DNA negatifligi saptadik.

Hepatit B viriis infeksiyonunun saptanmasinda serolojik gosterge olarak HBsAg
hala 6nemini korumaktadir. Bunun yaninda HBV DNA’nm tespit edilmesinin; viral
replikasyonun ve infektivitenin belirlenmesinde, antiviral tedaviye yanitin takibinde ve

prognozun degerlendirilmesinde en dnemli molekiiler test oldugu kanisindayiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuvarimiza
Agustos 2014-Agustos 2015 tarihleri arasinda gesitli kliniklerden gonderilen
HBsAg pozitif 2437 hastanin serumu HBV DNA agisindan incelendi.

ELISA yontemiyle HBsAg pozitif bulunan 2437 hastanin, HBV DNA ve
HBsAg sonuclar retrospektif olarak karsilastirildi.

HBsAg pozitif 2437 ornekten 1037’sinde (%42.5) HBV DNA pozitif,
1400’tiinde (%57.5) HBV DNA negatif bulundu.

Incelenen serum orneklerinin 1548’1 erkek, 889’1 kadin hastalara aitti.

Hasta popiilasyonunun 2368’1 eriskin, 69’u cocuk yas grubunda idi. Yas
ortalamasi 47 olarak belirlendi.

Yasa gore HBV DNA goriilme oranlari; 2368 eriskin hastanin 999°u (%42)
HBV DNA pozitif , 1369°u (%58) HBV DNA negatif olarak bulundu. Cocuk
yas grubunda ise 69 hastanin 38’1 (%55) HBV DNA pozitif, 31’1 (%45) HBV
DNA negatif olarak belirlendi.

Cinsiyete gore HBV DNA goriilme oranlari; erkek hastalarda %42, kadin
hastalarda %43 HBV DNA pozitifligi belirlendi.

Calismamizda, hepatit B infeksiyon tanisinda kullanilan serolojik markerlardan

HBsAg pozitif saptanan olgularda, HBV DNA sonugclar1 retrospektif olarak incelenerek

aralarindaki uyum karsilastirildi.

Hepatit B infeksiyonunda, HBV yiizey antijeni olan HBsAg en ¢ok bagvurulan

serolojik belirteclerdendir. Dolayisiyla HBsAg Hepatit B infeksiyonun gostergesi olarak
degerlendirilmektedir. Ancak serolojik marker olarak tek basina infektivitenin
belirlenmesinde, antiviral tedavi yanitinin ve prognozun degerlendirilmesinde yetersiz
kalmaktadir. HBV DNA’nin saptanmasi ise tedavi ve takipte en duyarli yontem olarak

kabul edilmektedir.
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Calismamizda HBsAg pozitif olgularda %42.5 oraninda HBV DNA pozitifligi
belirlendi.

Sonug olarak; HBsAg pozitif saptanan olgularda viral replikasyonun gosterilmesi
ve antiviral tedavinin takibi icin HBV DNA diizeyinin belirlenmesinin énemli oldugu

diisiincesindeyiz.
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