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ONSOZ VE TESEKKUR

Hepatit B viriisii (HBV) enfeksiyonu tiim diinyada ve iilkemizde yiiksek
morbidite ve mortaliteye neden oldugu icin halen ¢ok énemli bir saglik sorunudur. Bu
nedenle kronik hepatit olgularinin tanisinin konulmasi viral replikasyonun belirlenerek
sagaltimin  diizenlenmesi  biiyik ©6nem tasimaktadir.  Giiniimiizde @ HBV
enfeksiyonlarinda tanmi i¢in rutin olarak genelde serolojik markerlar incelenir. Fakat
mutant sus enfeksiyonlar1 olmasi halinde viral replikasyonun belirlenmesinde serolojik
belirleyiciler yetersiz kalabilmektedir. Bu durumda HBV replikasyonunun
belirlenmesinde en giivenilir sonu¢ verdigi belirtilen HBV DNA nin kullanim

giindeme gelmektedir.

Calismamizda serolojik yontemlerle HBsAg (-) negatif bulunan olgularda da

HBYV DNA nin pozitif olabilecegi gosterilmeye calisiimistir.

Bu caligmanin her asamasinda benden desteklerini esirgemeyen Mikrobiyoloji
ABD Ogretim Uyesi ve tez danismanim Dog. Dr.Mustafa ULUKANLIGIL e,
Mikrobiyoloji ABD Baskani Prof.Dr.Sami TASCI’ya, Doc.Dr.Hatice OZBILGE’ye ve
Yrd.Dog.Dr. Fiisun BOLUKBASIya cok tesekkiir ediyorum. Ayrica maddi manevi

destegini hi¢bir zaman esirgemeyen esime ve aileme de tesekkiirlerimi sunuyorum.
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OZET

HBsAg Negatif Olgularda HBV DNA Pozitifliginin Arastirilmasi
Giilcan GURSES
Mikrobiyoloji, Yiiksek Lisans Tezi

Diinyada kan yoluyla en fazla yayilan viral enfeksiyon olan hepatit B viriisii
(HBV), kronik karaciger hastaligt ve hepatoselliiler karsinoma gelisme riski
acisindan onemli bir toplum sagligi sorunudur.

HBV DNA nin 6l¢iilmesi kronik hepatit B enfeksiyonuna yaklasimda 6nemli
bir parametredir. Donorlerde HBV antikorlart mevcut yada mevcut olmadan HBsAg
negatif fakat HBV DNA pozitif oldugu durumlarda gizli HBV enfeksiyonundan sz
edilir. Gizli HBV enfeksiyonunun frekansi HBV DNA ve HBsAg testlerinin her
ikisininde duyarlilifina baglhdir.

En fazla kan {iinitelerinde bulasicilik oldugu i¢in buralarda HBsAg taranmasi
yapilmaktadir, HBsAg negatif componentlerin bir kismi pencere doneminde
serolojileri negatiftir fakat enfeksiyonun ge¢ donemleri esnasinda da negatif olabilir.

Bu calismada HBV DNA’nin tani ve takipteki 6nemi ile hepatit B’li hastalarda
serolojik markerler ile HBV DNA arasindaki iliski aragtirildi.

2002-2005 yillart arasinda hastanemize HBV DNA istemiyle 2355 hasta
basvurdu. HBV DNA sonuglari; hepatit markerlar1 ve AST, ALT degerleriyle birlikte
kontrol edilerek yorumlandi.

Calismamizda 260 HBsAg negatif olgunun 27 sinde (% 10,4) HBV DNA
pozitifligi saptanmistir. 27 HBV DNA pozitif olgunun viral yiikk miktarlarina
bakildiginda 1 hastada 108 kopya/ml, 1 hastada 107, 1 hastada 10° , 8 hastada 10* ve 16
hastada 10000 kopya/ml nin altinda viral yiik bulunmustur.

HBV DNA pozitif bu 27 olgunun hepatit markerlar1 incelendiginde 19’unda
(%70,3) anti-HBc IgG pozitifligi, 15’inde (% 55,5) anti-HBs pozitifligi, 14’iinde
(%51,8) anti-HBe pozitifligi bulunmustur. HBsAg negatif HBV DNA pozitif 27
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hastanin 6’sinda tiim serolojik gostergeler (Anti-HBs, Anti-HBe, Anti-HBc, HBeAg,
HBcIgM) negatif bulunmustur..

Bu sonuclar Giineydogu Anadolu bolgesi ve ozellikle Sanlurfa’da gizli HBV
enfeksiyonun 6nemli oranlarda oldugunu ve oOzellikle bulasta 6nemli rol oynayan
transfiizyon kanlarinda Hepatit B virusunun yalniz ELISA testleri ile taranilmasinin
yeterli olmayacagi bunun yaninda bu sonucu konfirme edecek ikinci bir sistemin
(molekiiler tabanl ) gerekli oldugunu ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Occult HBV, HBsAg negatif HBV DNA pozitif, HBV

mutantlari.
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ABSTRACT
Searching HBV DNA positive when HBsAg is negative
Giilcan GURSES
Microbiology, Master Thesis

The hepatitis B virus (HBV), which is the most widespread viral infection
transmitted by blood, is a significant public health problem in terms of chronic liver
disease and hepatocellular carcinoma.

The measurement of HBV DNA levels in serum has become an important tool
for managing chronic HBV infection. Donations negative for HBsAg, but positive for
HBV DNA, with or without the presence of HBV antibodies, correspond to occult
HBYV infection . The frequency of occult HBV infection depends on the relative
sensitivity of both HBsAg and HBV DNA assays.

While most infectious blood units are removed by screening for Hepatitis B
surface antigen (HBsAg), there is clear evidence that transmission by HBsAg-negative
components occurs, in part, during the serologically negative window period, but more
so during the late stages of infection.

In this study, the relationship between serological markers and HBV DNA is
studied to determine the importance of HBV DNA in both diagnosis and follow up
hepatitis B patients.

Between 2002 and 2005 years 2355 patients came our hospital with HBV DNA
request. We commended the results of HBV DNA with by checking hepatitis markers
and AST-ALT results.

In our searches it is found that from 260 HBsAg negative patients of 27
(10,4%) is positive When it is looked into the viral load amount of 27 HBV DNA
positive patients, in 1 patient 10%, in 1 patient 107, in 1 patient 10°, in 8 patients 10*

and in 16 patients under 10000 copy/ml viral load is found.
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When the hepatitis markers of 27 HBV DNA positive patients are looked into,
in 19 patients (70,3 %) positive for anti-HBc IgG, in 15 patients (55,5 %)positive for
anti-HBs, in 14 patients (51,8 %)positive for anti-HBe are found.

From 27 patients that are negative for HBsAg positive for HBV DNA of six

patients’ hepatitis markers (Anti-HBs, Anti-HBe, Anti-HBc, HBeAg, HBcIgM) are
negatives.
We understand from these results that in southeast region and particularly Sanliurfa
occult HBV infection is very high rates and ELISA test system is not enough to screen
HBYV in particularly transfusion blood which plays a crucial role in spreading. Also we
understand that in addition to ELISA test, a second system (molecular) is necessary to
comfirm results.

Key words: Occult HBV, HBsAg negative HBV DNA positive, HBV mutants.



GIRIS

Hepatit B (HBV) enfeksiyonu iilkemizde ve diinyada yaygin olarak goriilmekte
olup kroniklesen viral enfeksiyonlarin basinda gelmektedir. Toplumun sosyo-
ekonomik ve Kkiiltiirel durumu enfeksiyonun bulas, yayillim ve ortaya c¢ikisim
etkilemektedir. HBV enfeksiyonu yiiksek morbidite ve mortaliteye neden olmasi
acisindan halen ciddi bir halk saglig1 sorunu olmaya devam etmektedir. Enfeksiyon;
tagiyicilarda asemptomatik kalabildigi gibi, %20-40 oranminda siroz, primer
hepatoseliiler karsinoma ve kronik karaciger hastaligina yol acabilmektedir (54,191).

Diinya capinda 2 milyarin iizerinde insanin hepatit B viriisii ile karsilastig
bildirilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) B hepatiti tasiyiciligiin 400 milyona
ulasacagim bildirmektedir. Ulkemizde ise hepatit B viriisii ile enfekte kisilerin
yaklagik 4,5 milyon civarinda oldugu tahmin edilmektedir (167,195,127,75).

Tiirkiye hepatit enfeksiyonu yoniinden orta endemisiteye sahip iilkeler
grubunda yer almaktadir. HBsAg tasiyicilik oram1 % 2-7, HBV seropozitifligi ise %
20-60 olarak bildirilmektedir. Bati {iilkelerindeki tasiyicihik orami ise % 1
civarlarindadir (18).

Hepatit B viriisii, bagisiklik sistemini aktive ederek enfekte karaciger
hiicrelerine saldirmasim1 uyararak dolayli yoldan hiicreleri tahrip eder. Ancak
bagisiklik sistemi her zaman hepatit B virlis enfeksiyonunu tamamen ortadan
kaldiramaz. Kronik enfeksiyonu olan hastalarin %25-40 kadar1 sonunda, hepatit B
viriisii ile baglantili bir hastalik nedeni ile 6lmektedir. Hepatoseliiler karsinoma
vakalarinin %75-901, kronik hepatit B’nin sonucudur. Organ/doku nakledilenler veya
HIV ile enfekte bireyler gibi bagisiklik sorunlart olan insanlarda kronik enfeksiyon
riski biiyiik Olciide artar.

Diinya'da hepatit B'den bir giinde oOlenlerin sayisinin AIDS'ten bir yilda
Olenlerden daha fazla oldugu saptanmistir. Diinyada en cok goriilen enfeksiyon
hastaliklarindan biri olan hepatit B, biitiin diinyadaki onde gelen dokuzuncu &liim

nedenidir (19).



HEPATIT B VIRUSU

Hepatit B virusu (HBV) kiiciik, hepatotrop bir DNA virusu olup, dogal olarak
sadece insanlar1 enfekte eder. Bundan o6tiirii dogadaki kaynagi, bu virusla enfekte
kisilerdir. Karacigere 6zgii hayvan DNA viruslarini iceren, Hepadnavirus ailesinin
bir iiyesi olup, uzun kulucka donemli serum hepatitinin etkenidir. 1940 ve
1950’lere kadar serum hepatiti, infeksiydz hepatit (A hepatiti)’den ayirt
edilememistir. Bu tarihlerden sonra goniilliller tizerinde yapilan c¢aligmalarla,
antijenik ve biyolojik farkliliklar ortaya konmaya baslanmistir. Bu buluslardan en
onemlisi 1965’de Blumberg ve arkadaslarinin insan serum proteinlerinin
polimorfizmi iizerinde c¢alisirken ‘Australia (Au)’ antijenini kesfetmeleridir.
Aragtiricilar, Avusturalya kokenli bir Amerikalinin kaninda, ¢ok sayida kan
transfiizyonu yapilmis hemofilili bir hastadan elde edilen serum ile agar jel
difiizyonda presipitin band1 olusturan bir antijen saptamislardir. Baglangicta konaga
ait bir antijen olarak diisiiniilen Au antijeninin yillar sonra akut hepatitle iligkisi
saptanmis ve “Hepatitis associated antigen-HAA” olarak isimlendirilmistir. Daha
sonraki calismalar B hepatiti ile iliskisini ortaya koymus ve “Hepatitis B surface
antigen— Hepatit B yiizey antijeni — HBsAg” olarak bugiinkii ismini almistir. Bu
antijenik yapinin bulunmasindan sonra yapilan arastirmalar HBV niin tiim diinyada

Onemli bir saglik sorunu olusturdugunu ortaya koymustur (177).

HEPATIT B VIRUSUNUN YAPISI

Hepatit B viriisii ti¢ farkli protein tarafindan kaplanan, kati bir kapsiil i¢cinde
yer alan viriis DNA's1 ve enzimlerden olusur. Bu proteinlere bazen hepatit B yiizey
antijenleri adi da verilir. Son derece hassas algilama aygitlarint kullanan
arastirmacilar, kan orneklerinde viriis varligini tespit etmek i¢in bu proteinleri kullanir.
Kapsiiliin i¢indeki viriis DNA's1 ve enzimler virlisiin yasam cekirdegini olusturur;
viriisler bu ¢ekirdek sayesinde yeni bedenlere bulasabilir ve ¢ogalabilir.
Asagidaki resimde HBV partikiiliiniin temel yapis1 goriiliiyor. U¢ Hepatit B yiizey
antijeni (HBsAg) iceren dis ylizey kat1 niikleokapsiti ¢evreler. Niikleokapsitin i¢inde
HBYV genomik DNA ve viriis DNA polimerazi bulunur (76).
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Sekil-1: HBV nin temel yapis1 (76)

Sekil-3:HBV’nin elektron mikroskobundaki goriintimiiniin sematik gosterimi



HBYV, hepatotrop oldugundan ve DNA igerdiginden Hepadnavirus grubuna
sokulan, 42 nm capinda ¢ok kompleks antijenik yapiya sahip bir viriistiir. Virion, yani
komplet infeksiyoz viriise "Dane" partikiilii de denir. Virion, kismen cift sarmall
DNA iceren bir i¢ cekirdek (core) ve bunu cevreleyen bir zarftan (HBsAg) ibarettir. i¢
cekirdekte HBcAg ve solubl HBeAg vardir.

HBV'nin 6 genotip, 12 subtipi vardir. Subtipler, HBsAg'nin yapisindaki kiiciik
degisikliklere gore ayrilir. "a" determinanti tiim subtiplerde bulunur ve bagisikligi
saglar, d/y ile w/r alt determinantlar1 ise 12 serolojik alt tipi olusturur (ayw, ayr,
adw,...).

HBV-DNA's1 iizerinde viriisiin antijenlerini kodlayan 4 gen bulunur. PreS/S
geni pre-S1, pre-S2 ve HBsAg'ini kodlar. C geninin pre-C ve C denen iki bolgesi
vardir, HBeAg ile HBcAg'i kodlar. Pre-C mutantlari HBeAg sentezleyemez. P geni
DNA polimeraz ve endoniikleaz enzimlerini ve X geni ise HBxAg'i kodlar.

HBV'nin son yillarda 6nemleri iyice anlasilan bazi mutantlar1 tammlanmistir.
Zarf ve Pre-C bolgesi mutantlart en dikkati cekenleridir. Asi, prognoz ve tedavi
acisindan 6nemleri vardir.

Viriis karaciger hiicresi c¢ekirdeginde, DNA polimerazi yardimiyla ¢ogalir.
Onceleri sadece hepatositlerde iiredigi sanilan HBV'nin pankreas, kemik iligi
hiicreleri, lenfosit ve graniilositlerde de ¢ogalabildigi gosterilmistir. Bununla beraber
primer tireme orgam karacigerdir. Hepatositlerde cogalmasini tamamlayan viriis ve
antijenleri buradan kana bulagir. Kanda daha ¢cok HBsAg partikiilleri, kismende Dane
partikiilleri bulunur. Portorlerde cogunlukla kanda sadece HBsAg vardir, infeksiyoz
viriis (Dane) partikiilleri bulunmaz. Portorlerde, infeksiydz viriis olmaksizin devaml
HBsAg {iretimini saglayan mekanizmanin, HBV-DNA'simin hepatosit DNA'sma
integre olmasi ve dolayisiyla HBsAg sentezinin karaciger hiicresi tarafindan yapilmasi
ile oldugu anlasilmistir. HBV'ye bagli karaciger kanseri de, HBV-DNA's1 ile integre
olmus hepatositlerin zamanla kanser hiicresine doniisme egilimi gostermesi sonucu
olugsmaktadir. HBV'nin olusturdugu karaciger harabiyeti, viicudun virusa Kkarst
gelistirdigi immiin yanit sonucu olmaktadir. Yani HBV'nin direkt sitopatik etkisi

yoktur (19).



EPIDEMIYOLOJi

Diinya iizerindeki iilkeler HBV enfeksiyonunun goriilme sikligina gore iig¢
gruba ayrilir:
1-Prevelansin Yiiksek Oldugu Ulkeler (Yiiksek Endemik Ulkeler): Kronik HBV
enfeksiyonunun %8’den fazla goriildiigii iilkelerdir. Hastalik ¢ocukluk doneminde
almir ve kronik karaciger hastalifi ve hepatoselliiler karsinoma ile saglik sorunlar
olusturur. Uzak dogu iilkeleri, kuzey Afrika, orta dogu iilkeleri ve Amazon bdolgesi bu
grupta yer alir.
2-Kronik HBV Enfekiyonunun %2-8 Arasinda Goriildiigii Ulkeler (Orta Derecede
Endemik Ulkeler): Ulkemiz ile birlikte Akdeniz’e kiyis1 olan giiney Avrupa iilkeleri
ve orta Amerika iilkelerinin yer aldig1 bu grupta daha ¢cok ¢ocukluk doneminde akut
enfeksiyon seklinde gecirilen hastalik ile birlikte kronik karaciger hastaligi sorun
olusturmaktadir.
3-Prevalansin %2’den Diisiik Oldugu Ulkeler (Diisiik Endemik Ulkeler): Hastalik
geng ile erigkinler arasinda yayilir ve hem akut, hem de kronik enfeksiyon seklinde
goriiliir. Kuzey Avrupa iilkeleri, ABD, Ingiltere, Avustralya gibi iilkeler bu grupta yer
alir (173).
Sekil-4: Hepatit B prevalansinin cografik dagilimi 2005 (CDC) (149)

Hepatitis B Surface
Antigen Prevalence
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2% -T% Intermediate
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Halen diinyada yaklasik 350 milyon, iilkemizde de 3 milyon kisi HBV
tagiyicisidir. Her yil diinyada 50 milyon yeni hepatit B enfeksiyonu ve HBV'ye bagh
1-2 milyon 6liim bildirilmektedir. Ulkemiz niifusunun yaklasik % 5'i HBV tastyicisidir

ve en az 3 kisiden biride enfeksiyon ile karsilagsmistir (55).

Avrupa'da her yil 900.000 - 1 milyon insan hepatit B viriisii ile enfekte
olmaktadir. ABD'de her yil 140.000-320.000 akut hepatit B enfeksiyonunun
gerceklestigi hesaplanmistir. Bu enfeksiyonlarin c¢ok biiyiik bir boliimii, kronik
hastaliga neden olmadan kendiliginden iyilesmektedir (97).

Tiirkiye, HBsAg tastyiciligit bakimindan diinyada orta derecede endemik
sayilabilecek durumdadir. Ulkemizde ve iilkemizinde bulundugu cografi bolgede bulas
daha cok cocukluk caginda olmaktadir ve bu grupta kroniklesme orani yiiksektir.
Halbuki akut B hepatiti geciren erigkinlerde kroniklesme orami diisiiktiir. Perinatal
bulas, tasiyic1 annelerdeki HBeAg pozitivitesinin diisiik oranda olmasi nedeni ile
nadirdir. En 6nemli bulas yolu horizantal yani ailevi yakin cevre icinde olmaktadir
(55).

Sekil-5: Uzun siireli tasiyic1 dagilimi

Asya/Pasifik _

Diinyanin
Geri Kalani

Diinyada 350 milyon uzun siireli tastyici var (77)

Her y1l HBV enfeksiyonundan 1 milyon dolayinda insan 6lmekte (109).

HBYV, diinyada 9. 6liim nedenidir (28)

Uzun siireli tasiyicilarin %75't Asya/Pasifik'te yasamaktadir (69)




BULAS YOLLARI
Ana Bulasma Sekilleri

Kan Nakli (Kan, Kan Uriinleri)

Swvilar (Kan, Sperm)

Organ ve Doku Nakli

Anneden Bebege

Viriislii Igneler ve Siringalar

Cocuktan Cocuga

Hastaligin, giinliik temas, ¢alisma ya da temizlik alanlarinin paylasimiyla degil,
enfekte kisilerin kan ya da viicut sivilar1 yoluyla yayildig bildirilmistir. Viriis, beden
stvilarinin diger insanlara temas etmesi yoluyla bulasir. HBV'nin en yogun oldugu
viicut sivilart sirasiyla, kan, semen ve vaginal sekresyonlardir. Bu viicut sivilariyla
bulas riski daha fazladir. Bunlarin disindaki diger viicut sivilart da (tiikriik, ter,
gozyasi, siit, nazofarengeal sivilar, asit mayi) potansiyel olarak infeksiyozdiir. Hepatit
B viriisii genital sistem mukozalarindan ve cilt yiizeyinde olusan yaralardan gecebilir.
Hepatit B viriisiine sik rastlanan bolgelerde, viriis tasiyan annelerin dogum sirasinda
bebeklerine viriis bulastirdiklarn gozlemlenmistir. HBV-pozitif 6zelligine sahip
kadinlar ve yeni bebekler agisindan bu ¢ok 6nemli bir konudur. Kronik hepatit B
hastaliginin sik goriildiigii bolgelerde hastaligin ¢cocuklar arasinda hizla yayildigi rapor
edilmistir.

Hepatit B viriisiiniin az goriildiigii bolgelerde, taniml risk gruplar igindeki
yetiskinlerde hastaliga daha fazla rastlanmaktadir. Uyusturucu bagimlhilarinin
kullandig1 igne ve siringalar ve giivenli olmayan cinsel iliski ana bulagma yoludur.
Saglik calisanlar1 da genel niifusa oranla daha fazla risk tasir. Test edilmemis kan
orneklerinin kullanilmasi da enfeksiyona yol acabilmektedir.

Asya Pasifik bolgesinde, hastalarin ¢ogu viriisii dogum zamani ya da dogum
zamanina yakin bir zamanda edinir. Diinyanin geri kalaninda, hepatit B viriisiiniin,
cinsel temas ya da kontamine kana maruz kalim yoluyla, adolesan ya da yetiskin
donemde edinilme olasilig1 daha yiiksektir (167,75,130).

Vertikal bulagicilik ¢ocuk yas grubunda 6zellikle endemik bolgelerde onemli
bir bulag mekanizmasim olusturur. HBsAg diski, idrar, safra, goz yasi, tikiiriik,

semen, anne siitii, vajinal sekresyonda da bulunur (91,111,51). Endemisitesi diisiik



olan bolgelerde enfeksiyon horizontal bulagmaktadir, yiiksek endemik bolgelerde
perinatal bulasicilik 6n plandaysa da bu bolgelerde yapilan calismalar horizontal
bulasmanin da nemli oldugunu gostermektedir (86). Ulkemizde hem vertikal hem de
horizontal bulasma Onemlidir. Horizontal bulagsmada pediatrik yas grubunda aile igi
sik1 temasla olmaktadir. Mental retarde hastalarin devam ettigi okullarda da horizontal
bulasma oOnemilidir. HBV’nin bulasmasi o iilkenin yasam tarzina da baghdir,
tilkemizde siinnet, kan kardesligi 6nemli bulas yollarin1 olusturmaktadir. Seksiiel
yasamin adolesan ¢aginda basladigi iilkelerde cinsel yolla bulag 6nem kazanmaktadir.
Ulkelerin bulas yollarinin bilinmesi HBV ye kars1 asilanma zamanini daha iyi ortaya
koymaktadir.

HBV parenteral, cinsel temas ve perinatal yol ile bulasmaktadir Vertikal
bulagma in utero transplasental, perinatal veya postnatal olabilir, siklikla perinataldir,
dogum sirasinda enfekte kan, amnion sivisimin yutulmasina, materno fotal
mikrotransfiizyona baghdir (193). Anne hamileliginin 1.trimestrinde B hepatitini
gecirirse ve antikor olusturursa HBV'nin vertikal bulagma riski yoktur, HBV
fotopatiye neden olmaz. Uciincii trimestrde ve erken postpartum devrede akut hepatit
geciren ve Ozellikle HBeAg pozitif aktif viral replikasyonu olan annelerin ¢ocuklar
risk grubu teskil etmektedir. HBeAg pozitif olanlarda bulasicilik riski % 70-90 dir
(163,162). HBe Ag pozitif olan annelerin ¢ocuklarinda bulasma riski % 88, HBeAg
negatif olanlarda % 13 oraninda saptanmistir (162). HBV perinatal bulasiciliginda
annenin viremi durumu da 6nemlidir, HBV DNA titrasyonu ¢ok yiiksek annelerin
transplasental bulastirdiklar1 gosterilmistir (89). Pasif ve aktif immiinizasyona ragmen
viremisi yiiksek olan annelerden dogan yenidoganlara enfeksiyonun transplasental
bulastifi gosterilmistir. Seksiyo ile dogum anne siitiiniin verilmemesi enfeksiyon

riskini azaltmamistir. Bu cocuklar dogar dogmaz asilanmalidir.



INFEKTIVITE

HBV’nin stabilitesi her zaman HBsAg’ nin stabilitesiyle paralel degildir. Eter,
asit (pH 2.4)’de en az 6 saat ve 1s1 (98°C’de ldakika, 60°C’de 10 saat) ile
immiinojenite ve antijenik 6zellik kaybolmadigi halde enfektivite kaybolmaktadir.
Eger virus yogunlugu c¢ok fazla ise bu islemler sonucu inaktivasyon tam
olamamaktadir. HBsAg, %?2,5 sodyum hipoklorit varhiginda 3 dakikada antijenik
ozelligini ve enfektivitesini yitirir. Serumda enfektivite dogrudan kaynatmakla 2
dakikada, 121°C’de 0,5 atm basing altinda 20 dakikada, 160 °C’de kuru sicak havada
1 saatte kaybolur. Son ¢alismalar HBV’nin sodyum hipoklorit (500 mg serbest Cl/ml)
ile 10 dakikada, % 0,1-2 akoz gluteraldehit, %70 izopropil alkol %80 etil alkolde 2
dakikada inaktive oldugunu gostermistir. HBV 30-32 °C saklandiginda en az 6 ay -
20°C’de 15 yil enfektivitesini yitirmemektedir (174).

PATOGENEZ

HBYV enfeksiyonunda karaciger hasarimin olusmasinda viral faktorlerden cok
konak immiin yanitinin rolii vardir. Yiiksek diizeyde viral replikasyon gosteren, fakat
normal karaciger enzim diizeyi ve histopatolojisine sahip olan kronik tastyicilar;
virusun direkt sitopatik etkisi olmadigim1 gostermektedir. Ayrica hepatosit
kiiltiirlerinde iiretilen virusun hiicre canhiligi iizerine etkisi goriilmemistir. HBV
enfeksiyonunu dogumda alan yenidoganlarda yiiksek viral replikasyon ve yiiksek
kronik enfeksiyon oranina ragmen karacigerde hafif hasar saptanmaktadir. Bu
durumun aksi, HBV’ye bagli fulminan hepatitlerde goriilmektedir. Bu olgularda diisiik
virus diizeyi, fakat masif hepatoselliiler nekroz vardir. Yenidoganlarda virusa karsi
immiin yanit gézlenmemesine karsin, fulminan hepatit tablosunda gii¢lii immiin yanat
vardir.

Yapilan aragtirmalar virusun temizlenmesi ve karaciger hasarinin spesifik
immiin yanitlara bagli oldugunu gostermistir. Akut enfeksiyonda bir¢ok viral antijene

kars1 CD4+ ve CD8+ T hiicre yanitlart goriilmektedir. CD4+ T hiicre yanitlar
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ozellikle kor ve polimeraz proteinlerine, daha az olarak da yiizey proteinlerine karsi
gelisir. Virusun temizlenemedigi kronik enfeksiyonlarda CD4+ ve CD8+ T hiicre
yanitlart belirgin olarak azalmistir. Buna karsin hem akut, hemde kronik
enfeksiyonlarda humoral yanitlar goriilmektedir. Kronik enfeksiyonlarda HBsAg
fazlalig1 nedeniyle anti-HBs antikorlar1 saptanamamaktadir.

HBYV enfeksiyonu patogenezini inceleyebilmek i¢in hayvan modelleri oldukca
kisithdir. Dogal olarak HBV ye toleran olan transgenik farelere, HBV antijenleri ile
duyarhilagtirilmis farelerden sitotoksik hiicreler aktarilmis ve aktarilan hiicre sayist ile
iligkili olarak akut karaciger hasar1 gelistigi gOriilmiistiir. Bu gozlemlere dayanarak
virusun temizlenmesi ve virusla enfekte hepatositlerin harabiyetinden sitotoksik
hiicrelerin sorumlu oldugu kabul edilmektedir. Bununla birlikte sitotoksik hiicrelerin
sayist virusla enfekte hiicre sayisina gore olduk¢a azdir. Bu nedenle virusun
temizlenmesinde inflamatuvar sitokinlerin aracilik ettigi ikincil mekanizmalarinda rol
oynadi1 diisiiniilmektedir. Ozellikle TNF-alfa ve IFN-gamma HBV nin
temizlenmesinde etkili olmaktadir. Bu sitokinler iki ayn yolu aktive ederek
niikleokapsidlerin ve viral niikleik asidin yikilmasim saglamaktadir. Bu sitokin
yanitlarnn karacigerde Kuppffer hiicreleri tarafindan giiclendirilmekte ve karaciger
hiicrelerine zarar vermeden virusun temizlenmesi saglanmaktadir. Sitokinler konak
savunmasinda hem viral replikasyonu baskilayarak direkt olarak, hem de baskin
immiin yanit tipini belirleyerek indirekt rol almaktadirlar. Akut HBV enfeksiyonunda
giiclii poliklonal hiicresel yanit hastaligin seyrini etkilemede onemlidir. Etkin immiin
yanitin baglatilmast icin tipl sitokin salinimi gereklidir. Akut yanitta yetersizlik
oldugunda enfeksiyon kroniklesmekte, bu durumda optimal diizeyden az olan
inflamatuvar yanit nedeniyle hepatik fibrozis aktive edilmektedir.

Akut enfeksiyonda immiin sistemin bir¢ok kolu virusu temizlemek icin aktive
olmaktadir. Transaminazlarin yiikseldigi donemde HBV proteinlerine karsi antikorlar
sentezlenmeye baslanmis olmaktadir. Bunlar icinde en kritik olan1 anti-HBs
antikorlaridir. Simirli  akut enfeksiyon sirasinda HBcAg, HBeAg ve HBsAg
proteinlerine karsi giicli CD4+ T hiicre yamtlar1 gelismektedir. HBcAg ye karst
MHC-II simirli CD4+ T hiicre yanitlart HBV nin serumdan temizlenmesi ile aym
donemdedir ve vireminin kontroliinde en etkin mekanizmadir. Anti-HBs sentezi T

hiicreye bagimhidir ve zayif T hiicre yanitlarinda diisiik titrede antikor sentezlenir.
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HBYV spesifik CD4+ T hiicreler ayn1 zamanda HBV spesifik sitotoksik T hiicreleri
(CTL) aktive ederler. HBV spesifik CTL yanitlart da CD4+ hiicre yanitlarina
paraleldir. Kronik HBV enfeksiyonunda ise hastalarin periferik kanlarinda gosterildigi
gibi zayif CTL yanmit1 vardir (103,179).

Iyilesen akut HBV enfeksiyonunda hiicresel yamtin giicii disinda, fonksiyonel
karakterizasyonu da farklilik gostermektedir. lyilesen akut HBV enfeksiyonunda
CD4+ T hiicrelerde tip 1 sitokin yanit1 gozlenmekte, buna karsin kronik enfeksiyonda
tip 2 sitokin yamti goriilmektedir. Interferon tedavisine yanit veren kronik
tastyicilarda, yanit vermeyenlere oranla IL-12 ve tip 1 sitokinlerde artis oldugu
gosterilmistir. Fakat bunun neden bazi kisilerde oldugu heniiz agiklanamamustir.
Farelerde yapilan deneysel calismalarda HBcAg proteinine karsi yaniti belirlemede
bazi haplotiplerin farkliliga neden oldugu goriilmiistiir. Benzer sekilde bir arastirmada
MHC-II antijeninde DRB*1302 alleli bulundurma ile HBV enfeksiyonuna direng
arasinda iligski goriildiigii bildirilmistir. Sonug¢ olarak HBV ye kars1 CD4+ T hiicre
yanitlar1 ve sitokin profili genetik olarak kontrol edilmektedir. Bununla birlikte tip 1
veya tip 2 sitokin yaniti olusmasinda antijenin tipi ve miktarida etkili olmaktadir.
Farelerde agirlikli olarak HBcAg tip 1, HBeAg ise tip O veya tip 2 T hiicre sitokin
yanitina neden olmaktadir. Bu nedenle de HBV enfeksiyonunun erken déneminde
fazla miktarda HBeAg ekspresyonunun oldugu kisilerde tip 2 T hiicre sitokin yanitinin
degisebilecegi diistiniilmektedir.

Smirli akut HBV enfeksiyonunda; tip 1 T hiicre yanitlarinin yaninda giiclii,
poliklonal ve multispesifik CTL yanitlarida gozlenmistir. Kor, zarf ve polimeraz
proteinlerinin bircok epitopuna karst olan bu CTL yaniti, virusun temizlenmesinde
onemli rol oynamaktadir. Fakat karaciger gibi solid organlarda bu yanitlardan ¢ok,
sitokinler virusun temizlenmesini saglamaktadir. Ciinkii karacigerin siki hiicre yapisi
CTL’lerin enfekte hiicrelere ulagsmasini engellemektedir. Bununla birlikte CTL’lerden
salinan sitokinler direkt olarak HBV replikasyonunu inhibe edebilmektedir. TNF-alfa,
HBV mRNA’sinin yikimim1 hizlandirmaktadir. Ayrica ‘core promoter’, TNF-alfa,
IFN-gama ve IFN-alfa’ya duyarlidir ve bu sitokinlerin varliginda inhibe olmaktadir
(102).

HBV-spesifik CTL ler enfeksiyonun kontroliindeki rollerinin disinda

karacigerde olusan doku hasarindanda sorumlu tutulmaktadir. Kronik HBV
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enfeksiyonunda CTL yanitlan periferde zayif olmasina karsin karaciger i¢cinde devam
etmektedir. Histolojik olarak portal araliklarda ve bazi hepatik lobiillerde CD8+ T
hiicrelerin ¢ogunlukta oldugu mononiikleer hiicre infiltrasyonu ile birlikte hepatosit
nekrozu goriilmektedir. Bu siirekli ve etkin olmayan CTL yanit1 karaciger hasarima
neden olmaktadir. CTL, enfekte hepatositi taniyinca apoptotik sinyal gondermekte ve
hepatositin Oliimiine neden olmaktadir. Bu olay biyopsi 6rneklerinde apoptotik
hepatositlerin, asidofilik ‘Councilman cisimcikleri’ olarak goriilmesiyle de histolojik
olarak desteklenmektedir. CTL’ler daha sonra sitokinler aracilig1 ile bolgeye makrofaj
ve NK hiicrelerini cagirmaktadir. Fazla miktarda HBsAg eksprese eden olgularda

bunun sonucunda fulminan hepatit gelismektedir (73).

AKUT HEPATIT B
Kulucka Donemi Belirtileri:

Grip benzeri belirtiler

Yorgunluk hali

Mide agris1

Ishal

Deride dokiintii olabilir
Tipik Belirtiler

Gozlerin ve derinin sararmasi ile bilinen sarilik durumu

Acik renk diski

Koyu renk idrar gelisebilir
Akut Hepatitli hastalarin bir kism1 daha sonra kendini iyi hissederek iyilesirken bir
kisminda kronik tasiyicilik ve diger ciddi durumlar gelisebilir.
Cocuk yas grubunda 6zellikle yenidogan ve siit cocuklugunda HBV asemptomatik
olarak seyreder. Yas arttik¢a, adolessan ¢aginda ve eriskinlerde semptomatik hastalik
goriiliir. Semptomatik hastalik siit cocuklugunda % 5, 1-5 yas grubunda % 5-15
oraninda goriiliir. Yorgunluk, zayiflama, anoreksi, kusma, ates, basagrisi burun
akintis1 , bogaz agrisi, Oksiiriik gibi nonspesifik semptomlar gozlenir. Miyalji,
fotofobi, artralji hastalarin 1/3' iinde goriiliir. Artrit, anjioddem, makiilopapiiler
dokiintii, iirtiker, bobrek tutulumunu belirten hematiiri, proteiniiri B hepatitinin

prodromal doneminde immiin sistem yoluyla ortaya c¢ikan baglica bulgulardir (192).
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Glomeriilonefrit genellikle endemik bolgelerde ¢ocukluk ¢aginda goriiliir. Membranoz
veya membranoproliferatif glomeriilonefrit tarzindadir, genellikle selim seyreder,
cocuklarin % 85°I bir yilda spontan remisyona girer, kronik bobrek yetersizligi riski
azdir. Cocukluk caginda yiizde, ekstremitelerde, kalcada kasintisiz simetrik yassi
papiillerle seyreden genellikle anikterik hepatitle giden Gianotti-Crosti sendromu
goriilebilir (64).

Fiilminan hepatitde serolojik gostergeler negatif olabilir, bu durum da HBV’ye
bagh fiilminan hepatit oranlarinin tam olarak tespit edilememesine yol a¢gmaktadir.
Neonatal donemde fiilminan hepatit son derece nadir bir tablodur. Anti HBe pozitif
olan annelerin bebeklerinde fiilminan hepatit gelisebildigi bildirilmektedir (180).
Fiilminan hepatitli ¢cocuklarda bazik cor promotor ve precor bolgeleri incelenmis ve
mutasyonlar tespit edilmistir (183,61).

Serolojik Seyri:

Inkiibasyon dénemi sonuna dogru kanda HBsAg belirir. Ayn1 anda, infeksiyoz
viriisiin varligina yani aktif viriis replikasyonuna isaret eden markerler de (HBeAg,
HBV-DNA) kanda tespit edilir. Hem akut hem de kronik Hepatit B'de serumda
HBeAg ve HBV-DNA (Pre-C mutant enfeksiyonlar1 disinda) genellikle birarada
bulunur. Bu donemdeki hasta ¢ok bulasicidir. Genellikle klinik bulgular baslamadan
once veya kisa siire sonra HBV-DNA ve HBeAg kaybolur. HBsAg pozitiflesmesinden
ortalama 4 (1-7) hafta sonra klinik ve biyokimyasal bulgular ortaya c¢ikar. HBsAg
viriisle temastan 1-12 hafta sonra serumda belirir ve genelde klinik bulgularin sona
ermesine kadar negatiflesir.

HBcAg kanda serbest halde bulunmaz, sadece hepatositlerin niikleusunda
tespit edilebilir. Akut B hepatitinde ilk olusan antikorlar, HBcAg'e karsi olusan anti-
HBc'dir. Klinik belirtilerle birlikte ortaya ¢ikar. IgG tipi omiir boyu kalicidir. Anti-
HBc IgG, gecirilmis HBV enfeksiyonunun en iyi gostergesidir. IgM tipi Ab'lar ise
dogal olarak akut enfeksiyonun gostergesi olan markerdir. 6-18 hafta kadar kalicidir.
Bir kisim kronik hepatit vakalarinda da oOzellikle aktivite zamanlarinda, viris
replikasyonuyla uyumlu olarak diisiik titrelerde serumda bulunabilir. Rutinde
kullanilan ticari anti-HBc IgM testlerinin cutoff degeri yiiksek tutularak, kronik B
hepatitli vakalarda goriilen diisiik titre pozitiflikleri bertaraf edilmis ve anti-HBc IgM

pozitifliginin akut B hepatitine 6zgii bir bulgu olarak algilanmas1 saglanmistir.



14

Iyilesme doneminde HBsAg'nin kaybolmasiyla, HBsAg'e kars1 Ab'lar, anti-
HBs gelisir. Anti-HBs, iyilesmeyi ve HBV'e kars1 bagisiklifi gosteren markerdir.
HBsAg'nin kaybolusu ve anti-HBs olusumu arasinda bir pencere fazi "Window
period" goriilebilir. Bu siire 2 hafta-1 yil arasinda degisebilir, testlerin duyarligi
arttigindan nadir goriilmeye baslanmistir. Bu donemdeki bir vakada yanlislikla sadece
HBsAg bakilmis olursa akut B hepatiti atlanabilir. Bu fazda akut B hepatiti tanisim
koyduran tek marker, anti-HBc IgM'dir.

HBeAghnin kaybolmasiyla da anti-HBe ortaya cikar. Bu durum, viral
replikasyonun, dolayisiyla bulasiciligin azaldigi veya kaybolduguna ve prognozun
iyiligine isaret eder. Anti-HBe genellikle 6-12 ay icinde kaybolur.

Akut B hepatitlerinin %10 kadarinda serolojik seyir, bu anlatilandan biraz
farkli olabilir. Ornegin; klinik belirtiler ¢ikar ¢ikmaz HBsAg'nin hizla kayboldugu ve
anti-HBs'nin de hemen olustugu, HBsAg ve anti-HBs'min birlikte serumda
bulunabildigi veya HBsAg kaybolmasina, normal iyilesme olmasina ragmen anti-
HBs'nin olugmadigi, daha nadiren hi¢bir HBV markeri goriilmeden sadece HBV-DNA

tespiti ile tan1 konan atipik serolojik seyirli vakalar goriilebilmektedir (19).

KRONIK HEPATIT B

Belirtiler

HBsAg'nin 6 ay HBeAg'nin 10 haftadan fazla siirmesi kroniklesmeyi gosterir.
Kronik Hepatit B'nin seyrinde baslica iki donem dikkat ¢eker.

Replikasyon donemi:

Karacigerde aktif viral replikasyon ve buna paralel olarak yogun hiicre
harabiyeti vardir. Serumda HBeAg ve HBV-DNA pozitiftir. Transaminazlar yiiksek
seyreder. Hastanin infeksiyozitesi yiiksektir. Bu donem ne kadar uzun siirerse kronik
aktif hepatit ve siroz gelisme riski o kadar yiiksektir. Bu riski azaltmak i¢in antiviral
tedavi uygulanir. Tersine kisa siirede HBeAg negatiflesip anti-HBe olusmusgsa risk
azalir. Transaminazlar da genellikle normal seyreder. Pre-C mutantlarinda bu kriter

gecerli degildir. Serumda HBeAg negatif olmasimna ragmen HBV-DNA pozitiftir.
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HBeAg (-) kronik Hepatit B'li bir hastada transaminazlar yiiksek seyrediyorsa mutant
enfeksiyonu diisiiniilmeli ve HBV-DNA arastirmalidir.

Integrasyon donemi:

Immiin yamitla replikasyon durdurulur ve replikasyon déneminden integrasyon
donemine yillar i¢inde gegis olur. Viriis genomunun bazi boliimleri genellikle HBsAg
sentezleyen kismi, hepatosit genomuna integre olur. Artik viral replikasyon
olmamasma ragmen HBsAg, hepatositlerce iiretilir ve buradan seruma gecer,
genellikle omiir boyu siirer.. Serumda HBeAg ve HBV DNA negatiftir. Integrasyonun
Hepatit B'ye bagh karaciger kanseri gelisiminde de rolii vardir. Integrasyona ugramis
hiicrenin kanser hiicresine doniisme riski 200 kat daha fazladir (19).

HBV'niin kroniklesmesi sahsin yanitina ve immiin sistemin durumuna baglhdir.
Erigkin donemde bu kroniklesme %10 iken neonatal donemde bu oran %90'lara
ulagmaktadir.

HBV direkt olarak sitopatik degildir, karacigerde olusan harabiyet
hepatositlerin immiin yikimina baglhdir. Sayet sahsin immiin sistemi viriisiin
temizlenmesi icin yeterli immiin cevabi vermezse o sahista sitoliz ve karaciger
harabiyeti olmaz ve sahis tasiyici kalir. HBV’nin immiin patogenezinde T hiicrelerinin
ve sitokinlerin iizerinde durulmaktadir. Kronik HBV enfeksiyonunda TH2 cevabi
baskindir. Kronik tasiyict  annelerden dogan cocuklarda HBV'niin persistansi
immiinolojik toleransa baghdir. Yenidoganlarda bu fenomene ‘immiin escape’
denmektedir. HBe Ag plasentadan gecer ve enfekte hepatositlerin yikiminda target olan
niikleokapsid proteinlerine seliiler immiin cevabin olusmasini engeller. HBe Ag self
antijen olarak ortaya c¢ikar ve HBe Ag spesifik hiicrelerin negatif seleksiyonuna neden
olur. T hiicre tolerans1 THI/TH2 dengesini bozar. Ayrica antiHBc IgG’nin target
olan HBcAg'lerini bloke etmesi ve sitotoksik T hiicrelerinin bu enfekte hepatositleri

tanimasini engellemesi de mevcuttur (84).
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Inaktif HBsAg de Yapilmas: Gerekenler:

Hasta 6-12 ay araliklarla izlenmelidir. Transaminazlarda yiikselme saptanirsa
HBV DNA bakilmahdir. HBV DNA < 10* kopya/mL ise diger transaminaz yiiksekligi
nedenleri ekarte edilmelidir HBV DNA > 10* kopya/mL ise karaciger biyopsisi
yapilmalidir. Biyopside nekroinflamatuvar aktivite > 4 ise tedavi verilmelidir.
Biyopside nekroinflamatuvar aktivite < 4 ise biyopsi her bes yilda bir tekrarlanmalidir.
[zlem sirasinda hepatoselliiler kanser (HSK) yoniinden de alfafetoprotein diizeyi takip
edilmeli ve abdominal ultrasonografi yapilmalidir.

Yiiksek serum HBV-DNA diizeyine sahip ancak normal alanin aminotransferaz
(ALT) diizeyleri olan HBeAg pozitif hastalar 3-6 aylik araliklarla izlenmelidir. ALT
diizeyi yiikseldikten sonraki 3-6 aylik izlem periyodunda, HBeAg pozitifligi devam
ediyorsa ve serum HBV DNA diizeyi >10° kopya/mL ise karaciger biyopsisi
yapilmalidir. Biyopside nekroinflamatuvar aktivite > 4 ise antiviral tedavi
diisiiniilmelidir. KHB enfeksiyonu olan hastalarda izlem: ALT diizeyleri yiikselmis
olan HBeAg pozitif hastalarda spontan HBeAg serokonversiyonu olabileceginden
tedavi karan verilmeden once 3-6 aylik izlem onerilmelidir.

KHB enfeksiyonu kriterlerine uyan hastalarda (serum HBV DNA diizeyi > 10
kopya/mL. ve persistan veya intermitan ALT yiiksekligi) karaciger biyopsisi
diistiniilmelidir.

HSK ig¢in izlem: Yiiksek oranda HSK gelisme riskine sahip kronik HBsAg
tasiyicilan (6rn; 45 yas st erkekler, sirotik hastalar, HSK i¢in aile oykiisii olanlar,
enfeksiyon baslangici perinatal veya erken ¢ocukluk doneminde olanlar) periyodik
olarak 3-6 ayda bir hem alfafetoprotein , hem de abdominal ultrasonografi ile takip
edilmelidir.

Yeterli kanit olmasa da endemik bolgelerdeki diisiik riskli kronik HBsAg
tastyicilarinda periyodik olarak alfafetoprotein diizeylerinin izlenmesi diisiiniilmelidir

(182).
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Hepatit B Enfeksiyonu Icin Taranmasi Gerekenler
Yiiksek endemik bolgelerde yasayan asilanmamis kimseler,
Hepatit B virusu (HBV) ile enfekte anneden dogan ¢ocuklar,
Ailesinde hepatit B enfeksiyonu bulunan ¢ocuklar,
Kan ve kan iiriinleri alan hastalar. Hemodiyaliz hastalari,
Akut veya kronik karaciger hastaligi bulunanlar,
Intravenoz ilag bagimlis1 cocuklar,
Kemoterapi alan hastalar veya kronik hastaligi nedeniyle hastaneye bagimli olanlar,
Organ transplantasyon adaylari,
Yiiksek risk gruplart,
Persistan yorgunluk ve/veya sag iist kadran rahatsizlig1 agiklanamayan hastalar,
Karaciger hastaliginin fiziksel ozellikleri bulunan hastalar (skleral ikter, sarilik,
hepatomegali, palmar eritem, vb.)
Serum aminotransferaz (ALT, AST) diizeylerinde agiklanamayan artiglar olan hastalar.
Yiiksek risk gruplart:
Intravenoz ilag kullanicilar1 veya kokain bagimlilari (yeni ya da 6nce).
Gilineydogu Asya'dan, Afrika'dan insanlar ve yerli niifuslar.
Karisik cinsel hikayesi olan bireyler.
Saglik alaninda ¢aliganlar.
Index bir vakamn aile bireyleri.
Dovmesi olanlar, steril olmayan teknikler kullanilarak kulak veya viicut deldiren ya da

akupunktur yaptiran bireyler (76).

HBYV 'DEN KORUNMA

Kisinin ve toplumun sagh@ni bu denli tehdit eden kronik HBV
enfeksiyonunun tedavisinde anti viral ajanlarla basar1 orani, tedaviye cevap verme
kriterlerindeki hastalarda dahi % 40-50 oranindadir, aym1 zamanda bu tedavi ajanlar
hem kisiye hem de iilke ekonomisine yiik getirmektedir. Tiim gelismis ilkelerin

birlestigi nokta HBV'nin 6nlenmesi i¢in kitlesel korunma yapilmasidir.
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HBV'den korunma ilk olarak risk grubuna ait olan sahislarin ve tasiyici
annelerin ¢ocuklarinin korunmasi ile baslamistir. Ancak bazi endemik bolgelerde
viriisiin gecisinin vertikal olmasi1 ve siit cocuklugu doneminde de kroniklesmenin
yiikksek oranda olmasindan dolay1 asilamanin yenidogan doneminde baglatilmasi
onerilmistir. Diinya Saglik Teskilati da 1997 yilindan itibaren HBV agisinin tiim
diinyada yeni doganlara yapilmasimi sart kogsmaktadir. Bugiin bir ¢ok iilkede HBV
agis1 as1 takvimine girmistir. ABD’de yapilan bir calismada gebelerin taranmasi, risk
gruplarinin  asilanmasi, adolesanlarin  asilanmasi, yenidoganlarin  asilanmasi
durumunda ancak 2015 yilinda HBV’nin eradike edilebilecegi belirtilmistir (72). Orta
endemisite kusaginda bulunan iilkemizde hem horizontal hem de vertikal gegisin
bulunmasi, tiim hamile kadinlarin taranamamasi dolayisi ile Hepatit B asilamasina
yenidogan déneminden itibaren baglanmalidir.

Insanlar Hepatit B viriisiiniin bulasma yollar1 konusunda bilinclendirilebilirse
bu hastaliga yakalanma riski onemli 6lciide azalir. Ozellikle Hepatit B tasiyan anne
adaylari, ¢ok esli cinsel yasami olan ve gecmiste cinsel yolla bulagsan hastaliklara
yakalanan kisiler, kan ve viicut sivilarina maruz kalan saglik ¢alisanlart HBV bulasma
yollaria karst Onlem ve egitim almalidir. .Kan dondrlerinin HBsAg yoniinden
“enzyme immunassay” ile taramasi yapilmalidir. HBsAg pozitif bireyler ve bunlarla
temas eden / edebilecek olanlar virusun bulagsma yollari, olusacak hastaligin sonuclari
hakkinda bilgilendirilmeli ve egitilmelidir. Saglik personeli HBsAg pozitif bireyler ve
riskli materyallerle temas O©ncesi ve sonrast korunma yontemleri hakkinda
egitilmelidir. Hastane ici bulasmanin 6nlenmesine yonelik tedbirler alinmalidir.

Viriis bulagmayan kisilere hepatit B agisinin yapilmasi hepatit B enfeksiyonunu
onleyebilir. Ug farkli asidan olusan asilama siireci hastalarin yaklasik %90 - 95'inde
etkili olmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii 2001 yilina kadar cocuklar arasinda yeni
tastyicilarin sayisimi yiizde seksen oraninda azaltmayr hedefliyor. Bazi durumlarda
viriis bulastiktan hemen sonra as1 yapilarak enfeksiyon olusmasi Onlenebilir. Asidan
yararlanabilecek kisiler arasinda hepatit B tasiyan annelerden diinyaya gelen ¢ocuklar,
igne batmasi nedeniyle hepatit B bulasan saglik calisanlar1 ve hepatit B enfeksiyonu
tasiyan kisilerin cinsel partnerleri yer aliyor.

Hepatit B asis1 ilk antikanser asisidir ve Hepatit B asilamasina 1981’de plazma

kokenli agilarla baglanmistir, daha sonradan bunlarin yerini gen miihendisligi aracilig
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ile bir maya mantar1 olan Saccharomyces cerevisea icine HBs Ag geni yerlestirilerek
elde edilen rekombinan asilar almistir (10,67). Ulkemizde kullanilan asilarla 3 doz
agilamadan sonra % 90’1n iizerinde immiinite saglanmaktadir. Asinin uygulanmasi
l.ve 2. as1 arasinda bir ay birakilarak iilkelerin epidemiyolojik verilerine gore farkli
takvimlerle yapilabilir. Ast sonrast koruyucu anti HBs diizeyi 10 mU/ml dir. 0,1,2 ve
0,1,6 aylik as1 takvimleri karsilagtirildigi zaman birincisinde antikor titrasyonunun
daha erken donemde bagladig1 ancak 2. takvime gore GMT sinin diisiik olarak tespit
edilmistir (92,71). Cocukluk as1 takvimine gore bazi iilkelerde 2, 4,6 veya 2, 4,12.
aylarda da as1 uygulanmig ve antikor titrasyonunda herhangi bir farklilik
gozlenmemistir. Ancak vertikal bulasmanin 6nemli oldugu bolgelerde as1 mutlaka
yenidogan doneminden itibaren baslatilmalidir. As1 DPT, MMR, Act HIB, BCG gibi
diger asilarla birlikte yapilabilir ve herhangi bir enterferans gostermez (43,63). Hepatit
A ile birlikte bivalan ve difteri, tetanoz, aselliiler bogmaca, inaktif polio, hemofiliiz
infliienza tip B ile kombine polivalan asilar da mevcuttur, bu asilar sayesinde de
enjeksiyon sayisi azaltilabilmektedir. HBV asis1 yeni dogan doneminde hiperimmiin
gammaglobiilin (HBIG) ile birlikte ayr bolgelere yapilabilir, tasiyici olan annelerin
cocuklarina dogum sonrast as1 ve HBIG (gliiteal bolgeye IM 0.5 ml) yapilmalidr.
HBe Ag ve HBV DNA’nin negatif oldugu bilinen sahislarin yenidoganlaria
ekonomik nedenlerden dolayi tek basina as1 yapilabilirse de en giivenlisi her ikisinin
de uygulanmasidir.

PreS2 iceren asilar hayvan deneylerinde daha kisa siirede bagisiklik
saglamislarsa da insanlarda bu fark tespit edilmemistir (146).

As1 kolda deltoit kasa veya bebeklerde uyluga IM olarak yapilmalidir, ID
asilanmalarda antikor titrasyonu daha diisiik olarak tespit edilmistir (46). Bazi
sahislarda as1 cevabi alinamamaktadir (49). Kirk yasin iizerindekilerde, kadinlarda,
sismanlarda, malniitrisyonu olanlarda, sigara kullananlarda asiya cevap daha azdir;
genetik olarak bazi doku gruplarinda da asiya cevap az olarak alinmistir (HLA-DR3,
DR 7, Taiwan’da HLA DR14 DR 52, Japonya’ da HLA BW 54, DR4, DR W 53)
(181,81,41,8). Preterm bebeklerde termindekilere gore as1 cevabi diisiiktiir. Yenidogan
doneminde anneleri tasiyici olan, asiya cevap vermeyen bebeklerin lenfositlerinde
HBV genomu tespit edilmistir (108). Kronik bobrek hastalari, hemodializ, Down

sendromlu ¢ocuklar, onkoloji hastalari, homoseksiieller, HIV enfeksiyonu olanlar,
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alkolikler, immiinosiipressif alanlarda da asiya cevap diisiiktiir. Bu gibi durumlarda as1
dozu arttirilabilir, takvim tekrarlanir, interleukin 2, g IFN (6zellikle hemodializ
hastalarinda) ile birlikte yapilabilir. Immiinkompetan olup cevap vermeyen olgularin
% 40’1n1n 4. dozdan sonra, % 70’inin de as1 takviminin tekrarlanmasindan sonra cevap
verdigi goriilmiistiir. Kronik bobrek hastalikli ¢ocuklarda asiya cevap % 40-80
arasinda bulunmus, bu c¢ocuklarda asinin dialize baglanmadan ©nce yapilmasi,
niitrisyonel durumun, {ire, kreatinin diizeyinin antikor titrasyonunu etkiledigi
gosterilmistir (56,185).

Astya cevapsiz sahislarda PKM hiicrelerinin HBs Ag stimiilasyonu sonrasi
sitokin salgilamasinin az oldugu ve T hiicrelerinin defektif oldugu saptanmistir. Asiya
cevabin olmamasinda soguk zincirde defekt, inokiilasyonun yeri, adjuvan gibi asiya
ait faktorler de etkili olabilir

Asinin koruyuculuk siiresi uzundur, Taiwan, Senegal, Gambia gibi iilkelerde
yapilan caligmalar birinci as1 takviminden yillarca sonra koruyuculugun devam
ettigini, anti HBs diizeyi diistiigii zaman yapilan rapelin anamnestik reaksiyon
verdigini gostermistir (48,44,189,87). Bu da sahis asilandiktan sonra anti HBs diizeyi
diigse dahi enfeksiyonun anamnestik cevap uyandirarak koruyuculuk yaratacagim
disiindiirtmektedir. Hepatit B asilamasi oncesinde serolojik testlerin yapilmamasinda
sahsin o anki durumunun bilinmemesinden baska bir zarar1 yoktur. Anti-HBs oram1 %
40’1n iizerinde olan iilkelerde as1 6ncesi tarama yapilmasi cost effektif bulunmustur.
HBs Ag ve anti HBs negatif, anti-HBc IgG pozitif olan ¢ocuklara bir doz as1 yapilmali
ve sonra gostergeler tekrar degerlendirilmelidir.

Lokal agn, ates, irritabilite, bas agrisi, halsizlik gibi minor komplikasyonlar
bildirilmistir. Ciddi yan etkiler cocuk yas grubunda belirtilmemistir (123,68). Nadir
olarak trombositopeni, glomeriilonefriit, artrit gibi immiinkompleks reaksiyonlar
bildirilmistir. Fransa’da erigkinlerde as1 sonrasi gelistigi bildirilen Multiple skleroz
olgularinin astya bagl olup olmadiklar1 ortaya konmamaistir, bu hastaligin insidansinin
da asihilarda normal popiilasyondaki insidansdan daha fazla olmadigi gosterilmistir
(160). Son yillarda Italya’da % 2.8 oraninda miitant suslarin ortaya g¢iktig
bildirilmistir (39,85). B hepatitinin neden oldugu kronik karaciger hastaliklar1 ve HCC

g6zoniine alindiginda tiim yenidoganlar asilanmalidir.
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Sonug olarak koruyuculugu ve giivenliligi kanitlanmis olan HBV asisi ile asilanma
kronik B hepatitini ve bunun sonucu olarak gelisebilen siroz ve hepatoselliiler karsinoma gibi
riskleri Onlemekte ve global olarak diisiiniildiigiinde bu komplikasyonlarin tedavisi icin
gerekecek saglik harcamalarindan daha az bir biitgeyi gereksindirmektedir. Tasiyicilik oranina
gore orta endemi olarak tespit edilen iilkemizde de HBV asis1 as1 takvimine konulmustur,

ancak asilamanin yenidogan déneminde baslamasi gereklidir (50).

HBYV Enfeksiyonunda Immiin Yamttan Kacma Mekanizmalari:

HBV enfeksiyonunda immiin sistemin etkilerinden virusun kag¢masini
saglayacak pek cok karsi mekanizma gelistigi goriilmiistir. HBV enfeksiyonunda
HBc, HBpol ve HBx proteinleri sitokin genlerinin ekspresyonunu etkilemektedir. HBx
proteini viral mRNA ekspresyonunu arttirirken IL-6’y1 inhibe ederek immiin yaniti
etkilemektedir; ayrica IL-8 ekspresyonunuda arttirmakta, bunun aracilign ile IFN-
alfa’y1 inhibe etmektedir. HBx ayrica hiicresel transformasyonda rol oynayan TGF-
bl’in bilylime inhibisyonu etkisine yaniti da azaltmaktadir. HBV nin immiin yanittan
kacmak icin kullandigi mekanizmalardan biri de lenfositlerde replike olabilmesidir
(186). Bu hiicrelerde apoptozisin indiiklenmesi ile HBV ye karsi immiin yanitta klonal
anerji gelisebilmektedir (144).

HBV’nin immiin yanittan kagmakta kullandigt mekanizmalar soyle
Ozetlenebilir (154):
1-Goriinmeyen virus (Gizli bolgeler ve antijenik 6zelligin kayb1): HBV’nin enfekte
ettigi hiicreler immiin yamitin giicliikle ulasabildigi viicut bolgelerinde olup CTL
saldirisindan kacabilmektedir. Karacigerin sikigik parankim yapisi, pankreas ve bobrek
dokular1; enfekte hiicrelerin CTL yanitindan korunmasini saglamakta ve boylece viral
perzistans  gerceklesmektedir. Ayrica virusun precore/core genlerinde olan
mutasyonlarla HBeAg sentezi durmakta, immiin tanima i¢in olduk¢a dnemli olan bu
antijenin yoklugunda virusa kars1 yanitlar zayiflamaktadir. HBeAg sentezlemeyen
viruslar ise replikasyonunu siirdiirmekte ve enfeksiyon devam etmektedir.
2-Antikorlardan kacma: Akut HBV enfeksiyonunda virusun temizlenmesinde etkin

olan antikorlar; yiizey antijenlerine kars1 olusan nétralizan 6zellikteki antikorlardir.
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Yiizey antijenlerinde ‘a’ determinantinda degisiklige neden olan mutasyonlar, virusun
bu antikorlarin nétralizan etkisinden kagmasini saglamaktadir.

3-Antijen islenmesi ve T lenfosite sunumunun etkilenmesi: Viral antijenlerde
degisiklige yol acan mutasyonlar bu antijenlerin MHC antijenlerine baglanmasini ve
TCR ile baglanma 6zgiilliigiinii etkiler. HBc proteininde olan bazi mutasyonlarin, T
hiicre tamimasinmi engelledigi ve hatta farkli baglanma bolgeleri nedeniyle degisik T
hiicre klonlarim aktive ederek immiin yanit1 antagonize ettigi gosterilmistir. Gene HBc
proteini belli HLA epitoplarina baglanabilen bolgeler igerebilmektedir. Bu durumda
kisinin HLA tipine bagl olarak immiin yanit degismektedir.

4-Aktive T hiicre yanitlarinin degistirilmesi: Virus yiikiiniin ¢ok fazla oldugu durumlar
gibi immunodominant epitoplarin uzun siireli ya da maksimal T hiicre uyarsi, T
hiicrelerde yanitsizliga ya da apoptosis sinyaline neden olabilir. Bu durumda
subdominant epitoplarca aktive edilen T hiicre yanitlar1 enfeksiyonu kontrol etmeye
caligir. Fakat bu yanitlar enfeksiyonun eliminasyonu i¢in yeterli olmadigindan kronik
enfeksiyon meydana gelir. T hiicre yanitim1 degistiren bir bagka mekanizma da HBsAg
spesifik CD8+ T hiicrelerin CD4+ T hiicre yanitlarin1 baskilamasidir. Ekzojen HBsAg
bir¢ok hiicre tipinde MHC I antijenleriyle islenmekte ve ardindan HBsAg spesifik
CTL tarafindan hiicre oldiiriilmektedir.

5-Immiin yaniti degistiren viral proteinler: Daha c¢ok sitokinler iizerinden immiin
yanitlar1 degistirmektedirler. HBcAg, IFN-beta transkripsiyonunu inhibe etmekte;

terminal kismi1 IFN-alfa ve IFN-beta’ya hiicresel yanitlar1 inhibe etmektedir.
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HBV’NIN GENETIK YAPISI:

HBYV, bir DNA virusu olup sirkiiler yapida bir genetik elemana sahiptir. Bu
sirkiiler DNA olgun virus icinde tam olarak tamamlanmamis cift sarmal yapidadir.
DNA'min negatif zinciri tam olarak kapal sirkiiler yapida olmakla birlikte pozitif
zincir negatif zinciri tam olarak kargilamamaktadir. Genetik eleman ve DNA
polimeraz enzimi core antijeninin polimerlesmesi ile olusan niikleokapsid tarafindan
cevrelenmistir. Kapsidin etrafim1 da ¢ogunlukla S ve az miktarda da preS1 ve preS2
molekiillerinden meydana gelen zarf ¢evreler. Virus muhtemelen preS1 bolgesindeki
bazi molekiiler motifler araciligi ile hepatositlerin yiizeyindeki reseptdr benzeri
bolgelere baglanarak endositoz ile hiicre igine alinir. Bu reseptdr veya benzeri
molekiillerin yapisi da bilinmemektedir. Asialoglikoprotein reseptorleri, IgA
reseptorleri, prealbumin reseptorleri ve diger bircok molekiilin HBV ig¢in reseptor
olabilecegi belirtilmistir. Son yillarda annexin V iizerinde kuvvetle durulmaktadir.
Hiicre icine giren HBV, sitoplazmada zarf ve kapsidini kaybederek genomik yapisi
cekirdek icine girer ve burada replike olur. HBV bir DNA virusu olmasina ragmen
replikasyon i¢in reverse transcriptase siirecini kullanir. Replikasyon icin kismi ¢ift
sarmal, yap1 tam cift sarmal hale gelir. HBV DNA'sindan pregenomik RNA meydana
gelir ve reverse transcriptase enzimi C ucundan bu RNA molekiiliine baglanarak
molekiiliin precore bolgesine uyan kismuindaki sinyal dizisi araciligl ile kapsid
proteinleri ile baglanir. Kapsidle cevrelenen RNA molekiilii ve reverse transcriptase
enzimi araciligl ile HBV DNA's1 sentez edilmis ve replikasyon tamamlanmis olur.
Yukarida virusa ait ¢esitli elemanlardan bahsedilmistir. Bunlardan niikleokapsid
proteinini kodlayan genetik bolgeye "core" agik okuma alani (open reading frame
(ORF)), zarf (ylizey (surface)) proteinlerini kodlayan bolgeye "S" ORF, reverse
transcriptase'r kodlayan bolgeye P ORF denir (Sekil 6). Virusun diger bir ORFi1 X
bolgesidir. Bu bolgeden kodlanan X proteininin fonksiyonu tam olarak bilinmemekle
beraber virusa ve konakciya ait bazi genler i¢in diizenleyici ve aktive edici ozelliklere
sahip olduguna dair deliller vardir. HBV genomik yapis1 ¢cok 6zel olup bahsedilen bu
genetik elemanlar arasinda biiyiilk oranda overlap (iist iiste binmeler) vardir. Ancak
okuma alanlar1 birbirinden farkli oldugu i¢in farkli amino asit dizilerinin sentezini

saglarlar. Virusa ait genetik diizenleyiciler de bahsedilen genetik elemanlarin {izerinde
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bulunmaktadir. Bu nedenlerle bir genetik elemanda meydana gelen mutasyon birden
fazla bolgede degisiklige neden olurlar. Bir okuma alani i¢in avantaj teskil edebilen bir
mutasyon digeri i¢in fatal olabilir. Bu 6zellik nedeniyle aslinda diger RNA viruslan
gibi yiiksek oranda mutasyon sikligina sahip olan HBV, dogal olarak ¢cok az mutasyon
gelistirir.

Mutasyonlarin dogal olarak bulunmalari meydana gelme hizlarina ve virusa
sagladig1 avantaja baglhidir. HBV reverse transcriptase'r da diger viruslarda oldugu gibi
proof reading fonksiyonuna sahip degildir. Yani replikasyon sirasinda yanlis giren
niikleotidlerin diizeltilmesi miimkiin olmamaktadir. Bunun igin yiiksek oranda
mutasyon gelisme ihtimali vardir. Ancak yukarida s6z edilen nedenden dolay1 ancak
yilda baz basina 2x10* degisiklik s6z konusu olmaktadir. Bu oran retroviruslardan 10-
100 misli daha azdir.

Mutasyonlar baslica 3 tiir olabilir:
1-Nokta mutasyonlari: Bir niikleotidin yerine diger bir niikleotid ge¢mektedir.
a) Transition: Bir piirin yerine diger piirinin veya pirimidin yerine pirimidinin
gectigi en sik rastlanan mutasyonlardir.
b) Transversion: Piirinin pirimidin ile degistigi veya tersinin goriildiigii nokta
mutasyonlaridir.
2-Yeniden diizenlenme mutasyonlar1 (rearrangements): Biiyiik bolgeleri
ilgilendirir. Insertion veya deletion seklinde olabilir. Translokasyonlar ve
inversion'lar da bu grupta incelenir.
3-Frameshift mutasyonlar: Tek bir niikleotidin insertion veya deletion'u ile okuma

alninda degisiklik meydana gelmesidir (4).
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Sekil-6: Hepatit B virusu genomunun sematik gosterimi.

HEPATIT B VIRUSU MUTASYONLARI

Hepatiti B virusu (HBV), diinyada 350 milyonu agkin kisiyi enfekte etmesi,
karaciger sirozu ve karaciger kanserine yol acabilmesi nedeniyle ¢ok ciddi bir saglik
problemidir. HBV'nun hangi mekanizmayla karacigerde hasar yaptigi
bilinmemektedir. Virusun sitopatik olmadigi, enfekte hepatositlere karsi gelisen
immiin yanitin karaciger hasarindan sorumlu oldugu sanilmaktadir. Bu durumda
konak¢inin immiin cevabinin etkinligi yam sira virusun antijenik yapisindaki, antijen
ekspresyonu ve replikasyon kapasitesindeki degisiklikler de karaciger hasarinin farkli
goriinimlerine neden olabilir. Virusa ait bu faktorler dogal olarak virusun genomik
yapisindaki degisikliklerle yakindan iliskilidir. Bu nedenle HBV enfeksiyonlarinin
akut kendi kendini sinirlayan hepatitten, asemptomatik tasiyiciliga, fulminan hepatite,
kronik hepatit ve karaciger kanserine kadar degisen farkli klinik goriiniimlerinden
virusun genomik degisikliklerinin sorumlu olup olmadigi hep merak edilmistir.
Molekiiler biyolojik yontemlerin gelismesi virusun genomundaki degisikliklerin daha
kolay ve daha genis incelenmesini saglamistir. Son on yilda HBV genetik
degisiklikleri ve bunlarin hastaligin klinigi ile iligkileri cok sayida aragtirmaya konu

olmustur.
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1- Precore-core bolgesi mutasyonlari:

HBV'nin ilk tespit edilen ve iizerinde en ¢ok durulan mutasyonlar1 bu bolgede
yerlesen mutasyonlardir.

Kronik B hepatitinin aktif donemlerinde virus replikasyonunun devam ettigi
bilinmektedir. Serumda HBV DNA'sinin tesbiti ve HBeAg varligt HBV'nin replike
oldugunu gosteren parametrelerdir. Bu nedenle kronik aktif karaciger hastaligi olan
HBYV enfeksiyonlarinda HBV DNA ve HBeAg pozitif olarak saptanir. Bazi karaciger
hastalarinda, karacigerde aktif nekroinflamatuar siire¢ ve serumda HBV DNA
pozitifligine ragmen HBeAgnin negatif oldugu saptanmistir. Bu hastalarin
serumlarindan izole edilen HBV DNA'sinin incelenmesinde HBeAg'inin kodlandigi
precore bolgesinde 28’inci kodonda TGG kodonunun TAG doniisiimii gosterdigi yani
triptofan kodonu yerine stop kodon meydana geldigi tesbit edilmistir.

Core geninin bir stop kodonu oldugu halde iki baslatma kodonu vardir.
Translasyon ikinci baslatma kodonundan bagladiginda ortaya c¢ikan polipeptid, core
proteini denilen ve niikleokapsidi olusturan proteindir. Eger translasyon birinci
baslama kodonundan baglarsa meydana gelen polipeptid hiicre icinde bazi siire¢lerden
gecip karboksil ve amino bolgelerinden kirilmalar gostererek sonucta HBeAg'ini
olusturur (Sekil 7). Yukarida bahsedilen precore bolgesindeki 28inci kodon ikinci
baslama kodonundan iki 6nceki kodon oldugu icin HBeAg translasyonu duduruldugu
halde virusun en 6nemli striiktiirel proteinlerinden olan core proteini (HBcAg) sentezi
eksiksiz gerceklesir.

HBeAg sentezi olmadigi halde virus canliligimi, patojenitesini ve biiyiik
ihtimalle enfektivitesini kaybetmemektedir. Bu durumda HBeAg'nin virus icin
fonksiyonunun ne oldugu sorgulanmakta, ancak kesin bir cevap verilememektedir.
Biiyiik ihtimalle virusa karsi olusan immiin toleransta, dolayisiyla enfeksiyonun
devamliliinda HBeAg'nin rolii oldugu diisiiniilmektedir. HBeAg'nin bebeklikte
transplasental bulastan dolay1 immiin tolerans yapacagi diisiiniilmiis, eriskinlerde Th
hiicrelerinde apoptozisi indiikledigi gosterilmistir. Enfeksiyonun erken evrelerinde
gerekli oldugu halde ileri evrelerde 6nemini kaybettigi diistiniilmektedir.

Precore stop kodon mutasyonu ilk 6nce agir karaciger hastaligi olanlarda ve

fulminan hepatitli hastalarda tespit edildigi icin arastiricilar fulminan B hepatitinin
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etken ve etiyolojisini bulduklarin1 diisiinmiislerdir (140). HBeAg immiin tolerojen
olarak diisiiniildiigii icin, bu proteinin kaybinin agresif bir immiin saldiriya ve
dolayistyla fulminan veya agir seyirli bir karaciger hastaligina neden oldugu iddia
edilmistir. Ancak hemen arkasindan yapilan genis arastirmalar stop kodon mutantinin
asemptomatik tasiyicilarda da tespit edildigini gostermistir (136). Amerika Birlesik
Devletleri'nden yapilan yayinlarda fulminan B hepatitli hastalarda precore stop kodon
mutantlarinin seyrek olarak bulundugu bildirilmistir (107,112). Bu durumda hastaligin
klinik goriiniimii ile precore mutantinin iligkili oldugu goriisii tehlikeye girmistir.
Cesitli arastirmalar bu mutasyonun hastaligin immiin temizlenme donemlerinde
secildigini ve muhtemelen bu nedenle aktif hastaligi olanlarda daha fazla tespit
edildigini gostermistir (98). "Precore stop kodon mutasyonu agir klinik tablonun
sebebi degil sonucudur." goriisii agirlik kazanmigtir. Hatta mutantlarla enfekte
hastalarda akut alevlenmeler gelistiginde, yiikselen HBV DNA titresinden ¢ogunlukla
wild tip sorumlu tutulmustur (117). HBeAg hepatositlerin yiizeyinde sitotoksik T
hiicrelerinin cevap gelistirdigi en Onemli antijenik yapilardandir. Bu antijenin
olmamas1 virusun immiin sistemden kagmasina ve enfeksiyonun devamliligina neden
olmaktadir. Wild tip virusa kars1 gelisen immiin saldir1, wild tipin temizlenip HBeAg
(-) susun (precore stop kodon mutantinin) secilmesini saglamaktadir. Bunun icin aktif
inflamasyon ve nekrozun oldugu donemlerde mutant viruslar artmaktadir. Fulminan
hepatitlerde de biiyiikk oranda mutantlarin saptanmasi da c¢ok siiratle wild tipin
temizlenmesi ile izah edilmistir (17). Bunlara ragmen, bugiin i¢in heniiz hastaligin
klinigi ile HBeAg (-) mutantlarin iligkisi tam olarak anlasilamamistir. Muhtemelen
HBeAgnin immiin hedef antijen olma 6zelligi ile immiin tolerojen olma ozelligi
arasindaki denge hastaligin aktivitesini belirlemektedir (Sekil 8). Hastaligin erken
evrelerinde tamamen HBeAg (+) suslarin varliginda immiin toleranstan dolay1
genellikle hastalik aktivitesi az ve transaminaz diizeyleri diisiikk olmaktadir. Halbuki
wild tipin temizlendigi ve HBeAg (-) mutantlarin hakim oldugu donemde HBeAg (+)
viruslardaki replikasyon artislar1 donemlerinde, zeminde immiin tolerojen bu
maddenin bulunmamasi, fakat HBeAg'nin hepatositlerin yiizeyinde eksprese olmasi
yeni bir immiin saldirtya, dolayisi ile alevlenmelere neden olmaktadir. Bu saldirinin

arkasindan HBeAg (-) viruslar var olmaya devam etmektedirler. Tamamiyle HBeAg
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(-) viruslarin tiim populasyona hakim oldugunda gene hastalik genellikle inaktif veya
hafif transaminaz yiiksekligi ile seyretmeye devam etmektedir (35).

Mutantlarin hastaligin tedavi cevabiyla iligkisi de cesitli arastirmalara konu
olmustur. {1k arastirmalar mutantlarin interferona cevabinin daha kétii oldugunu telkin
etmistir (34). Ancak sonraki arastirmalarin vardigi ortak sonug, tedavi sonu cevap
acisindan mutantlarla wild tip enfeksiyonlar arasinda fark olmadigi yoniindedir. Fakat
mutant virus enfeksiyonlarinda niiks orani ¢ok daha yiiksek bulunmaktadir. Bunlara
karsin hem iilkemizde, hem Uzak Dogu'da mutant virus enfeksiyonlarinda kalic1 cevap
oraninin yiiksek olduguna dair yaymlar vardir. Bu yayinlarda mutant virusla olan
enfeksiyonlarda tedavi sonu cevabin wild tiple olan enfeksiyonlardan ¢ok daha iyi
oldugu vurgulanmaktadir (1). Niiks oran1 yiiksek bile olsa kalic1 cevap daha iyi
olmaktadir. Biitiin bu veriler bir araya toplandiginda muhtemelen virusun stop kodon
mutasyonuna sahip olup olmamasindan ¢ok araya giren diger faktorler (confounding
factors) hastaligin klinigi ve tedavi cevabr iizerinde etkili gibi goriinmektedir. Ornegin
stop kodon mutantlar1 hastalifin seyri esnasinda se¢ilmeleri nedeniyle daha ileri
yaslarda ve daha uzun siirmiis enfeksiyonlarda tespit edilmektedir. Bunlar hastaligin
prognozu ve tedavi cevabi agisindan olumsuz faktorlerdir. Bunun yaninda HBeAg(-)
hastalarin HBV DNA titresinin diisiik olmasi1 ise tedavi cevabi agisindan olumlu
prediktif bir faktordiir. Biitiin bu faktdrler muhtemelen mutant virus enfeksiyonlari ile
klinik ve tedavi cevabi arasindaki iligkilerde rol oynayan, belki de belirleyici olan
degiskenlerdir.

Precore stop kodon mutantlariyla enfekte sirozlu hastalarda karaciger
transplantasyonu sonrasi B hepatiti rekiirrensi ve buna baglh graft kayb1 wild tiple
enfekte olanlara gore daha fazla goriilmektedir (11,125). Transplante karacigerde
goriilen komplikasyonlardan biri olan fibrosing cholestatic hepatitis gelisimi, hatta bu
histolojik bulgunun renal transplant alicilarinda goriilmesi ile precore mutantlar
arasinda iligkiler rapor edilmistir (29).

Kronik B hepatiti seyri esnasinda goriilen ekstrahepatik belirtiler, 6rnegin
cryoglobulinemia gibi, ile precore mutantlar1 arasinda iliski oldugu da bildirilmistir
(115).

[lk tespit edildikleri zamandan itibaren, precore stop kodon mutasyonlarinin Akdeniz

cevresi iilkelerde ve Uzak Dogu'da daha fazla rastlandiklar1 dikkati ¢ekmistir. Bunun
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nedeni HBV'nun genotiplerinin farkli cografi dagilimidir. Precore stop kodon
mutasyonu ancak virus genomunun 1858inci niikleotidinde thymine bulunan
genotiplerde (genotip C ve D) meydana gelebilmektedir. Halbuki ayni numaral
niikleotidde cytosine bulunduran genotip A'da C1858T mutasyonu olmadik¢a higbir
zaman stop kodon mutasyonu meydana gelmemektedir (111,153). Bunun nedeni
precore bolgesinde yerlesen ve regiilator bir bolge olan epsilon encapsidation signal
sequence'in sekonder yapisidir. Epsilon encapsidation signal sequence'in sekonder
yapisi cesitli baz eslesmeleri ile stabil hale gelmektedir. Bu sekonder yapida 1858 ve
1896 numarali niikleotidler karsilikli gelmektedirler. Genotip A'da eger stop kodon
mutasyonu meydana gelirse C1858 ile G1896 arasindaki mevcut baz eslesmesinin
kirilmas1 gerekmektedir. Bu da sekonder yapinin stabilitesini bozar ve virus icin
avantaj kaybina neden olur. Halbuki 1858'de T bulunduran genotip C ve D'de G1896A
mutasyonu iki niikleotid arasindaki baz eslesmesini saglayip yapiy1 daha stabil hale
getirmektedir (116). Belki de virusun replikasyon kabiliyeti artmaktadir. Bu molekiiler
yapisal oOzellik diinyanin bazi bolgelerinde stop kodon mutantlarinin daha sik
goriilmesini agiklamaktadir. Ulkemizde kronik B hepatitli replikatif hastalarin %60-
70'inde HBeAg negatiftir, yani biiyiikk oranda mutant virus enfeksiyonu vardir.
Isvec'ten yapilan bir yayinda HBeAg(-) oldugu halde stop kodon mutasyonu
bulundurmayan viruslarla olan enfeksiyonlarin, stop kodon mutasyonu
bulunduranlardan daha agir seyrettigi iddia edilmistir (114). Belki de antiHBe(+)
enfeksiyonlarin daha agir seyrettigine dair Bati iilkelerinden yapilan ilk yayinlarda bu
gercegin de katkisi olmus olabilir.

Son yillarda kronik B hepatiti tedavisine niikleozid analoglarinin, &zellikle
lamivudine'in girmesiyle mutant viruslarin lamivudine tedavisine cevaplarinin farkli
olup olmadig1 incelenmistir (166). Tassopoulos'un ¢alismasinda lamivudine ile tedavi
edilen 60 HBeAg (-) hastanin %63'iinde 24 haftada tam cevap elde edilmistir. Bir yilda
hastalarin %60'nda Knodell skoruna gore en az 2 puan histolojik iyilesme
saglanmistir. Bu calismada, mukayese edilen HBeAg (+) grup olmamasina ragmen,
elde edilen sonuglar diger caligmalardaki sonuglara benzer goriinmektedir. Yani,
HBeAg (-) hastalarin lamivudine cevabi HBeAg(+)'lerle aynidir.

Sonug¢ olarak HBeAg (-) precore mutantlarinin klinik a¢idan asemptomatik

tagiyiciliktan fulminan hepatite kadar farkli klinik tablolarda enfeksiyonlarla birlikte
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oldugu goriilmektedir. Siroza ilerleme ve kanser gelisimi acgisindan da HBeAg(-) ve
HBeAg(+) enfeksiyonlar arasinda fark goriinmemektedir. HBeAg(-) hastalarin
interferon tedavisi sonrasi daha yiiksek oranda niiks olduklar1 anlagilmaktadir. Kisa
stireli takiplere gore lamivudine tedavisine cevap acisindan da HBeAg(-) ve
HBeAg(+) hastalar arasinda fark yoktur.

Precore/ core mutantlar1 6zellikle Akdeniz Avrupasi ve Asya’da olmak iizere
diinyada yaygindir. Bu mutantlarin diinyadaki orani tam bilinmemektedir. Ancak
Akdeniz ve Asya’da bu oranm %40-80 oldugu tahmin edilmektedir (134). Ulkemizde
Yarkin ve Hafta tarafindan yapilan bir ¢alismada 26 hastanin 4’{inde (%15,3) precore

mutant virusu bulunmustur (194).
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Sekil-7: Precore / core geni ve precore stop kodon mutasyonunun sematik goriiniimii.
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Hastalik daterte
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Sekil-8: Kronik HBV tasiyicilarinda precore mutant ile klinik iligkisi. Wild tipin veya
mutantin tamamen hakim oldugu durumda stabil, inaktif hastalik s6z konusu iken,
mikst virus populasyonu oldugunda alevlenmelerle giden aktif bir karaciger hastaligi

olmaktadir

2- Precore bolgesindeki diger mutasyonlar:

Precore bolgesinde 1896nc1 niikleotiddeki G®A degisimi disinda da bazi
mutasyonlar rapor edilmistir. Bunlardan en sik rastlanani 1899uncu niikleotiddeki
G®A degisimidir. Bu mutasyon siklikla 1896 mutasyonu ile birlikte goriinmektedir.
Iki mutasyonun bir arada bulunmasinin hastaligin klinigini agirlastirdign iddia
edilmisse de bu veri bagka arastirmalarla desteklenmemistir (170). Precore bolgesinde
baslama kodonunda veya diger kodonlarda cesitli ender mutasyonlar goriilmiis

olmasina karsin bunlarin bilinen bir klinik 6nemi yoktur (150).
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3- Core bolgesi mutasyonlar:

Core geni, 183 kodondan miitesekkil olup HBcAg'nin sentezinden sorumlu
bolgedir. Immiin sistem icin en 6nemli hedef antijenlerden biridir. Bu nedenle
hastaligin aktivitesi ve tedavi cevabinda bu antijene ait degisikliklerin Onemli
olabilecegi belirtilmistir. Nitekim yapilan bazi calismalarda core geninde mutasyon
sayisi fazla olanlarda tedavi cevabi daha kotii bulunmustur (133). Sonraki daha genis
kapsamli calismalar bu mutasyonlarin hastaligin prognozu veya tedavi cevabiyla
iligkisinin olmadigint ortaya koymustur (156). Core geni mutasyonlart HBeAg
serokonversiyonu doneminde ve sonrasinda daha fazla tespit edilmektedir (2,31).
Muhtemelen immiin klerens esnasinda se¢ilmektedirler. Core geni mutasyonlarinin
agir veya fulminan seyirli karaciger hastaliklar1 ile korele olmasi da muhtemelen
immiin secilme ile iliskilidir (57). Nitekim immiin tolerans fazinda kalan hastalarda
enfeksiyon siiresi uzun olsa da core geni mutantlarinin hemen hemen saptanmadig
goriilmektedir (30). Bu mutasyonlarin CD4(+) ve sitotoksik T hiicrelerinin tanidig
epitoplarda yerlesmeleri de bu hipotezi desteklemektedir (58,110,37). Dogrudan dizi
analizi yerine, cloning yontemi ile yapilan c¢alismalar hastalifin seyrinin erken
donemlerinde az oranda bulunan mutantlarin ileri donemlerde, Ozellikle akut
alevlenmeleri takiben oransal olarak arttigini gostermektedir (5).

Core geninde delesyona sahip olan viruslar defektif viruslar olup mutlaka wild

tipin varhigina ve yardimina ihtiyag gosterirler (3). Genellikle HBeAg/AntiHBe
serokonversiyonundan sonra ortamdan uzaklastirildiklar1 goriilmiistiir. Delesyona
sahip mutantlarin tedavi cevabiyla da iligkisi bulunmamistir (119).
Nadir goriilen atipik serolojilerden olan anti-HBc negatif kronik B hepatitlerinden core
genindeki mutasyonlarin sorumlu olup olamayacagi arastirllmis ancak bu tiir
hastalarda core proteininin immiin epitoplarinda 6nemli degisikliklere neden olacak
mutasyonlara rastlanmamistir (66).

Sonug¢ olarak core geninde belirgin ve hep ayni oOzellikte tanimlanmis bir
mutasyon yoktur. Daha cok hastaliin seyri ilerledikce ve alevlenmeler gelistikce
sayica artan mutasyonlardan bahsedilmektedir. Mutasyonlarin B hiicresi, CD4(+) T
hiicreleri ve sitotoksik T hiicrelerinin tamdig1 epitoplarda yogunlasmalari bu
mutasyonlarin immiin sistemin tanimasindan kagmay1 sagladigi (escape mutants) ve

bu nedenle immiin ataklar sonrasinda secildiklerini diisiindiirmektedir. Mutasyonlarin
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hastaligin klinigi veya tedavi cevabi ile dogrudan bir iliskisi yoktur. Belli bir
mutasyonun olmamasi ve hastaligin seyriyle iliskileri olmamasi nedeniyle core geni

mutasyonlarinin saptanmasinin pratik bir 6nemi yoktur.

4- Surface geni mutasyonlari:

Zarf proteinleri humoral ve hiicresel immiin cevap icin hedef teskil eden
antijenler icerirler. Anti-HBs cevabi nétralizan bir aktiviteye sahiptir. Bu nedenle zarf
proteinleri HBV profilaksisinde kullanilirlar.

Baz1 zarf mutantlar1 yiizyillar boyunca HLA baskisiyla segilerek HBV'nun
farkl1 fenotiplerini meydana getirmektedirler. 122. ve 160. amino asitlerde lizin veya
arjinin bulunmasina gore d/y veya w/r subtipleri ayirt edilmektedir (Sekil 9).

Son yillarda bunlarin diginda da yiizey (zarf) proteinlerinde mutasyonlar
tammlanmaktadir. Ozellikle asilanmis cocuklarda HBsAg pozitifliginin saptanmasi
izerine yapilan aragtirmalarda HBsAg a determinantinda oncelikle 145inci amino
asitte glisin®arjinin yer degistirmesi saptanmistir. Yani agimin gelistirdigi anti-HBs
antikorunun tammasindan kacan bir mutasyon s6z konusudur. Yiizey geni
mutasyonlarinin klinik agidan 6nemleri sunlar olabilir.

1. Asilanmis kisilerde HBV enfeksiyonu meydana gelebilmesi: Ilk olarak
Italya'da HBV profilaksisi yapilmis 44 bebekte HBV enfeksiyonu goriilmesi ve
bunlardan birinin kliniginin agir seyretmesi iizerine yapilan arastirmada bu
bebekte HBsAg a determinantinda 145inci amino asitte glisin®arjinin degisimi
goriilmiistir (40). Bu mutantin anti-HBs ile de baglanmadigi anlagilmistir
(187). Bu ve benzeri veriler toplandikca ve ozellikle mutant viruslarin
infeksiydz ve patogenik oldugu anlasildik¢a yakin gelecekte yaygin HBV
asilamasindan sonra mutant viruslarin sorun teskil etmesinden korkulmustur
(138). Bu nedenle asilara preS1, preS2 antijenlerinin de ilave edilmesi
gerektigini savunanlar olmustur. Ya da mutant antijenlerin gelecekteki asilara
eklenmesi tartisilmistir. Ancak giiniimiizde ¢ok genis asilamalara ragmen
toplumsal sorun  teskil edecek ~mutant virus  enfeksiyonlaryla
karsilasgilmamistir. Yalniz HBsAg bulunduran asilarla, preS1 ve/veya preS2

bulunduran asilarin koruyuculuklar arasinda da fark saptanmamaktadir.
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2. Hepatit B immiin globulini ile korunan karaciger transplant alicilarinda HBV
enfeksiyonu reaktivasyonu: Karaciger transplantasyonu sonrast HBIG almasina
ragmen HBV rekiirrensi goriilenlerde, ayn1 immiinosupresif rejimi alan fakat
HBIG almayan HBYV ile enfekte renal transplant alicilarina gore ¢ok daha fazla
HBsAg a determinantt mutasyonu goriilmektedir (38). Muhtemelen koruyucu
antikorlarin tamaminin baglanabildigi bolge olan a determinanti {izerinde
immiin bir baski ve bu baskidan kacis s6z konusudur. HBIG profilaksisinde B
hepatiti rekiirrensi goriilenlerde meydana gelen mutantlarin HBIG ile zayif bir
baglanma gosterdigi de saptanmustir (151). Mutant suslarla olan
enfeksiyonlarda graft yasam siiresinin azaldig1 da goriilmiistiir.

3. HBsAg tayini icin kullamlan ELISA kitlerinin tamiyamayacagl antijenik
yapilarin tesekkiilii ve atipik serolojik profiller: Higbir serolojik gostergesi
pozitif olmayan kronik HBV enfeksiyonlu bir hastada yapilan HBV dizi analizi
caligmasinda 22 farkl niikleotid degisikligi goriilmiistiir. Bunlarin bir kismi S
geninde toplanmustir. Okaryotik hiicrelerde bu virusa ait preS ve S genlerinin
ekspresyonunda normal antijeniteye sahip ve anti-preS ve anti-HBs ile
taninabilen proteinlerin sentezlendigi tespit edilmistir. Yani, atipik serolojiden
S geni mutasyonlari sorumlu bulunmamistir (104). Buna karsin HBsAg(-)
HBYV enfeksiyonlu bir hastada 5 ¢esit ELISA kitinden yalnizca birinde HBsAg
saptanabilmistir (93). Bu hastada kodon 129'da Q (GIln) ® R (Arg) ve kodon
133te M (Met) ® T (Thr) degisiklikleri saptanmistir. Surface geni
mutantlarinin  atipik serolojiden sorumlu olabilecegini, ancak her atipik
serolojiden mutantlarin  sorumlu  olmadigim  sdylemek miimkiindiir.
Muhtemelen virus replikasyonundaki, konak¢inin spesifik immiin yanitindaki
degisiklikler de atipik serolojiye neden olabilmektedir. Bugiin i¢in surface
genindeki mutasyonlarin ELISA kitleriyle taninma sorununun ne dl¢iide pratik
bir sorun yaratacagi bilinmemektedir.

4. Hastaligin kliniginde farkliliklar, 6rnegin fulminan seyir gibi. Pollicino ve
arkadaslar1 her ikisi de fulminan B hepatiti gelisen anne ve ogul iki hastada
izole ettikleri HBV DNA'nin tam genomik olarak dizi analizini yapmislardir
(148). Genomik yap1 itibariyle aym1 yapida olan bu izolatlarda precore

sekansinin wild tip olmasina karsilik, preS2 baslama kodonundaki iki niikleotid
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insertion'u goriilmiistiir. PreS2 sentezinin olmadig1 bu viral suslarin fulminan
seyirden sorumlu olabilecegi diisiiniilmiistiir. Aym arastiricilar daha sonra
farkli klinik goriiniimlerdeki hastalarda HBV genomunun analizini yapmislar
ve 5 fulminan hepatitli hastanin iiciinde ayn1 mutasyonlar1 saptamiglardir. Her
hastada hastaligin baslangicinda wild tip precore dizi hakimiyeti varken daha
sonra precore mutantlarda artis goriilmiistiir. Bu durumda precore mutantlarin
fulminan seyrin sebebi degil sonucu oldugu goriisii desteklenirken, preS2
ekspresyonunun olmamasina neden olan mutasyonlarin fulminan seyirden
sorumlu olabilecegi kanaatine varilmistir. Bagka arastiricilar neonatal fulminan
hepatitli bir bebek ve annesinde benzeri preS2 baslama kodonu mutanti
(precore'a ilaveten) saptamiglardir (161).

Sonug olarak surface geni mutantlarinin aginin ve HBIG'in korumasindan kacabilen,

HBsAg negatif HBV enfeksiyonlarina yol acgabilen, fulminan seyirle iliskisi olabilen

viruslar meydana getirebildigi gosterilmis olmasina ragmen halen giinlik pratikte

onemleri oldugu kuskuludur.
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Sekil-9: HBsAg'nin ‘a’ determinanti. Immiin baski ile baz1 mutasyonlarin segildigi

goriilmektedir.
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5- Polimeraz geni mutasyonlari:

Polimeraz geni HBV'nin en biiyiilk geni olup diger 3 genle de overlap'lar
yapmaktadir. Bu nedenle gen iizerindeki degisiklik hemen hemen daima diger
genlerde de degisiklife neden olmaktadir. Bunun icin dogal olarak polimeraz
mutasyonlarina ¢ok az rastlanir. Ge¢gmis yillarda polimeraz geninde bazi delesyonlar
tanimlanmigsa da onemleri anlagilmamistir. Bugiin i¢in polimeraz geni mutasyonlar
dendiginde akla niikleozid analoglarina kars1 direng saglayan mutasyonlar
gelmektedir.

Polimeraz geni icinde A'dan E'ye 5 domain ayirt edilmektedir (147). Bunlar
diger RNA'ya bagimli polimerazlarda da mevcuttur. Her bir domain niikleotidlerin
veya sablon RNA'min baglandigi alanlar veya katalitik alanlar olabilir. Niikleozid
analoglarinin viral enfeksiyonlarda yaygin kullanilmasiyla bu alanlardaki mutasyonlar
daha fazla dikkati cekmektedir (13,172). Bu mutasyonlarin fonksiyonel Onemi
cogunlukla bilinmemektedir ve in vitro calismalarla ila¢ direncinin calisilmasi
gerekmektedir. Enzimin katalitik bolgesinde yer alan C domain'inde yer alan YMDD
motifindeki mutasyonlarin lamivudine direnciyle iliskili oldugu anlasilmistir. Tirozin,
metionin, aspartat, aspartat dizisinden meydana gelen bu motifte ikinci amino asit olan
metioninin izol6sin veya valine doniismesi lamivudine'e kars1 diren¢ olusumuna neden
olur. Bu mutasyonlar grupl (M550V + L526M), grup 2 (M550I) ve grup 3 (M5501 +
L526M) olarak incelenmektedir (7). Bunlardan en sik rastlanam (%80) grup 1
mutasyonlar olup L526M mutasyonunun famciclovir'e direng¢ tesekkiiliinden sorumlu
olmasi dolayisiyla famciclovire capraz dirence neden olur. YMDD mutasyonlarinin
tedavinin birinci yilinda %14-32, ikinci yilinda (%40 oraninda goriildiigii
bilinmektedir. Tedavi siiresi ilerledik¢e direngli mutantlarin goriilme oramt da
artmaktadir. Bu mutantlarin lamivudine 200-10000 kat daha direngli oldugu in vitro
caligmalarda gOsterilmistir. Ayrica lamivudine diren¢li mutantlarin replikasyon
kapasitesi de wild tipe nazaran yaklagik 200 misli daha azdir (126). Mutant viruslarin
patojenitesinin wild tipten az olup olmadigl veya bu viruslarin interferon tedavisine

cevaplar1 konusunda heniiz bilgi yoktur.
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6- X geni mutantlar::

HBV X proteininin fonksiyonunun ne oldugu tam olarak bilinmemektedir.
Diger bir hepadnavirus olan duck hepatitis virus'ta X geni bulunmamaktadir. Bugiin
icin en yaygin inamg X proteininin virusa ve konak¢iya ait diger genlerin
transcription'unu etkileyebildigi yoniindedir. DNA'ya baglanma 6zelligi olmadig1 icin
de bu etkisini muhtemelen diger proteinlerle etkileserek veya bazi sinyal iletim
sistemleri ile etkileserek yapmaktadir. HBV serolojik gostergeleri negatif olan bazi
diyaliz hastalarin serumlarinda HBV DNA polimerazin bulunmasi sonucunda yapilan
arastirmalarda X geninde delesyonlarla giden bazi mutasyonlara rastlanmistir. X
proteinin viral replikasyonda rolii olabilecegini gosteren deliller vardir. Bu nedenle bu
gendeki mutasyonlarin  virusun replikasyonunda ve diger bazi  genlerin
ekspresyonunda degisiklikler yapmasi ve atipik serolojilere neden olmasi beklenebilir.
Mesela HBsAg(-) bazi HBV enfeksiyonlarinda X geni delesyonlarinin bulunmasi
atipik serolojilerle X geni mutasyonlar arasinda iliski kurulmasina neden olmustur
(60). Ayrica X geninin polimeraz ve precore genleri ile overlap yapmasi, HBV
enhancer II'nin ve precore ve core promoterlarinin X geni igerisinde yer almalart X
geni bolgesindeki mutasyonlarin ¢ok yonlii etkileri olabilecegini diisiindiirmektedir.
Ornegin core promoter bolgesi mutasyonlar1 genis olarak ele alinmis
mutasyonlardandir. HBeAg(-) biitiin hastalarda precore stop kodon mutasyonunun
olmamasi {izerine yapilan acgiklamalardan biri de bu hastalarda HBeAg
ekspresyonunun azalmasina yol acan core promoter mutasyonlaridir (139). Core
promoter bolgesindeki AT tekrarlamalarindan zengin bolgede yer alan iki mutasyon
tizerinde durulmustur (A1762T ve G1764A). Bu mutasyona sahip viruslarda HBeAg
ekspresyonu azalirken HBcAg ekspresyonunda artma oldugu bildirilmistir. Bu iki
mutasyonun fulminan hepatitle iliskili oldugu iddia edilmisse de (21) sonraki
caligmalar bu iddiayr dogrulamamistir. Bu iki mutasyonun interferon tedavisine
cevapla da bir iligkisi bulunmamstir (94).

X geni iiriiniiniin hepatokarsinogeneziste rolii oldugu kabul edilmektedir. Bazi
karaciger kanseri hiicrelerinde X geni delesyonlu HBV mutantlan tespit edilmistir
(82). Bunlar genellikle 128-132 kodonlar civarinda frameshift'e neden olan ve 20

amino asit kisa X proteinlerinin meydana gelmesine sebep olan mutasyonlardir. HBx
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proteinin apoptozisi p53'ten bagimsiz bir yolla indiikledigi ve hiicrelerin klonal asiri
cogalmasimi azaltigr gosterilmistir (159). Ayrica HBe ekspresyonunun hiicre
siklusunun ge¢ G1 fazini1 bloke edip apoptozise gidis oncesinde de hiicre boliinmesini
durdurdugu gosterilmistir. HBV X geni mutantlarinin HBx'in apoptozisi indiikleyici ve
G1 arresti yapici tesirini ortadan kaldirdigi, bu sekilde hepatoselliller kanser
gelismesinin kolaylastig1 iddia edilmektedir.

HBX mutasyonlarinin hepatoselliiler kanserle iligkisine dair bir¢cok hipotezler
ortaya atilmistir. Bunlardan biri de HBx proteininin hiicrenin hasarli DNA'sina
baglanma ozelliginde oldugu, boylece DNA tamirini engelledigi seklindedir (36).
Ayni calismada hasarli DNA'ya baglanan HBx'in bu DNA'y1 ultraviyole 151gmin
kirilma yapici tesirine hassas hale getirdigi de iddia edilmistir. Hepatokarsinogenezisin
engellenmesi i¢in ilerde X genini hedefleyen gen tedavilerinin giindeme gelmesi
stirpriz degildir.

Sonug olarak HBV'nun tiim genomu iizerinde pek ¢ok mutasyon tanimlanmis
ve tamimlanmaktadir. Bunlardan precore mutantlart ile lamivudine direncli mutantlar
klinik olarak 6nem atfedilen mutantlardir. Diger mutasyonlar hepatokarsinogenezisten
fulminan hepatite kadar pek cok farkli klinik seyirden sorumlu tutulmasina ragmen,

pratikte bir anlam tagiyip tasimadiklan bilinmemektedir.
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HBV TANI YONTEMLERI

A) SEROLOJIK TANI:

HBV ye ait antijenlerin ve antikorlarin hasta serumunda saptanmasi
enfeksiyonun 6zgiil tanisi icin yaygin kullanilan yontemlerdir. Virusa ait HBs Ag ve
HBe Ag ticari olarak bulunan bir¢ok ‘enzyme immunoassay’ (EIA) ve ‘radio
immunoassay’ kiti araciligiyla saptanabilir. Viral HBc Ag dolasima dolasima
katilmadigi ve sadece hepatositler iginde bulundugu igin serolojik olarak
saptanamamaktadir. Bu antijenlere kars1 gelisen antikorlar (anti-HBc IgM, total anti-
HBc veya anti-HBc IgG, total anti-HBs ve anti-HBe IgG) yine ticari kitler kullanilarak
saptanabilir. Bu testler; HBV enfeksiyonunun akut ve kronik donemlerinin
ayrilmasinda, enfektivitenin degerlendirilmesinde, immiinitenin aragtirllmasinda, kan

ve organ vericilerinin taranmasinda rutin olarak kullanilmaktadir (184,80,101,79).

HBsAg:

Akut enfeksiyonda semptomlarin baslamasindan 3-5 hafta ©nce kanda
saptanabilir diizeye ulasir. Iyilesmeyle sonlanan hastalik tablosunda, akut dénemde
tepe diizeye ulasir ve sonra 4-6 ay i¢inde yavas yavas azalarak saptanamayacak diizeye
iner. Gliniimiizde HBsAg saptamak i¢in kullanilan EIA ticari kitleri ile 0,25-0,5 ng/ml
diizeyindeki HBsAg saptanabilmektedir. HBsAg nin saptanmasi HBV enfeksiyonu
oldugunu gosterir; fakat akut ve kronik enfeksiyonu ayirt edemez. Akut enfeksiyondan
sonra HBsAg nin alt1 aydan fazla pozitif kalmas1 kronik enfeksiyon gelisebilecegini
diisiindiiriir. Bu hastalarda genellikle HBeAg de pozitiftir. Fulminan seyreden akut
hepatitlere HBsAg kandan hizla temizlenir ve virusun {ireyebilecegi hepatosit
kalmamis olmasi nedeniyle kanda saptanamayabilir. HCV ve HDV enfeksiyonlarinda
da HBsAg sekresyonu baskilanir ve saptanamayacak diizeylere inebilir (45).
Cocuklarda HBV asilamasin1 izleyerek kanda gegici olarak HBsAg pozitifligi
saptanabilir. Bu durum olgunun izleminde diger HBV gostergelerinin ortaya
cikmamasi ve antijeneminin gegici olmasi ile ayirt edilebilir (53). Bir yayinda asiya

bagh gecici antijenemi siiresinin 18 giine kadar uzadig bildirilmistir (118).
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HBeAg:

Akut enfeksiyonda HBsAg yi izleyerek pozitiflesir, genelikle akut hastalik
sirasinda HBsAg den once kaybolur. HBeAg nin pozitif olmasi kanda virusun fazla
miktarda oldugunu, aktif viral replikasyonu gosterir. HBeAg pozitif olan hastalarin
bulastiricihigr fazladir. HBeAg, HBsAg negatif iken saptanamaz. Kroniklesen HBV
enfeksiyonunda HBeAg pozitifligi 8-10 haftadan uzun siire saptanir ve HBsAg ile
birlikte yillarca siirer. HBeAg nin pozitif olmasi kronik enfeksiyonda agir karaciger
hastalig1 gelisme riskini artirir. Enfeksiyon eskidik¢e hastalarin %50 sinde aktif viral

replikasyon azalir ve HBeAg kaybolup, anti-HBe antikorlar1 saptanabilir.

Anti-HBc IgM:

Akut HBV enfeksiyonu gostergesidir. Akut enfeksiyonda hastalik belirtileri ile
birlikte pozitif bulunur, erken nekahat donemde tepe diizeyine ulasir ve 3-12 ay icinde
azalarak saptanamayacak diizeye iner. Anti-HBcIgM; HBsAg pozitifliginden 1-4 hafta
sonra pozitiflesir ve bazen akut HBV enfeksiyonunun tek gostergesi olarak
bulunabilir. ‘Pencere donemi’ olarak adlandirilan bu donemde HBsAg ve HBeAg
kaybolmus, fakat bu antijenlere kars1 antikorlar heniiz saptanabilir diizeye
ulasmamistir. Bu donemde HBV enfeksiyonunun tek gostergesi anti-HBc IgM veya
onunla birlikte anti-HBc IgG antikorlar olarak saptanir. Pencere donemi ortalama 2-8
hafta kadar siirer. Bazen bir hafta kadar kisa oldugu, yada bir yila kadar
uzayabilecegide bildirilmektedir. Pencere doneminin uzadig1 olgularda anti-HBc IgM
antikorlar1 kaybolarak sadece anti-HBc IgG antikorlar1 pozitif olarak bulunabilir (53).
Kronik HBV enfeksiyonunun akut alevlenme donemlerinde ve HBeAg
serokonversiyonu sirasinda anti-HBc IgM antikorlar1 tekrar saptanabilir diizeye
ulasabilirler. Kronik enfeksiyon boyunca anti-HBc IgM antikorlan diisiik diizeyde
salgilanmaya devam etmektedir. Fakat bugiin anti-HBc IgM antikorlarim1 saptamak
icin kullamilan ticari kitler, akut enfeksiyondaki yiiksek diizey anti-HBc IgM
antikorlarim1 saptayabilecek sekilde diizenlenmistir. Daha duyarli kitlerle kronik
enfeksiyonlarda anti-HBc IgM diizeylerinde dalgalanmalarin oldugu ve bununda

viriise karg1 immiin yanitin tetiklenmesine bagli oldugu gosterilmistir (47).
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Anti-HBc IgG ve anti-HBc IgM :

Anti-HBc IgG, anti-HBc IgM’i izleyerek pozitiflesir ve erken nekahat
doneminde tepe diizeyine ulasir; hayat boyunca saptanabilir diizeyde kalir. Anti-HBc
IgG akut enfeksiyon doneminde pozitiflestigi ve hayat boyu saptanabildigi i¢in akut,
kronik veya 6nceden gecirilmis HBV enfeksiyonunun gostergesidir ve kisinin HBV ile
karsilasmis oldugunu gosterir. Bazi hastalarda HBV enfeksiyonunun kamti olarak
sadece anti-HBc IgG saptanabilir. Diger serolojik gostergeler olmaksizin saptanan salt
anti-HBc IgG antikorlari; uzamis pencere donemini, HBsAg nin saptanamayacak
kadar diisiik oldugu kronik enfeksiyonlari, mutant viruslarla olusmus ve bu nedenle
ticari kitlerle HBsAg saptanamayan kronik enfeksiyonlar1 gosterebilecegi gibi pasif
antikor aktarimina yada serolojik ¢apraz reaksiyonlara bagli olabilir (120). Cok
eskiden gecirilmis ve iyilesmis HBV enfeksiyonlarindan sonra anti-HBs antikorlarinin
saptanamayacak diizeye inmesi sonucu da salt anti-HBc pozitif olarak bulunabilir.
Boyle olgularda tek doz yapilan HBV asisina kars1 7-10 giin icinde yiiksek titrede anti-
HBs yamitin alinmasi, eski enfeksiyonun amimsanmasinin kaniti olarak kabul edilir
(122,124). HIV enfeksiyonu gibi bagisiklik sisteminin etkilendigi hastaliklarda da
anti-HBs kaybolarak tek enfeksiyon gostergesi olarak anti-HBc pozitifligi bulunabilir
(25). Ayrica HDV siiperenfeksiyonunda; HBsAg yapiminin baskilanmasi sonucu anti-

HBc IgG porzitifligi, HBV enfeksiyonunun tek serolojik gostergesi olarak saptanabilir.

Anti-HBe:

HBeAg ye kars1t antikorlar; erken nekahat doneminde, HBeAg nin
kaybolmasin1 takiben hemen veya 1-2 hafta sonra ortaya ¢ikar. Bazi olgularda ¢ok kisa
bir donem HBeAg ile birlikte pozitif bulunabilir (53). Anti-HBe’ nin saptanmasi, viral
replikasyonun azaldigimin gostergesidir ve hastalifin iyilesmeye yoneldiginin
habercisi olarak kabul edilir. Anti-HBe antikorlar1 hastalarin {i¢te birinde alt1 ay icinde
saptanamayacak diizeylere iner; digerlerinde ise 4-6 yil kadar devam eder. Anti-HBc
ve anti-HBs antikorlaniyla birlikte saptanmasi, yakinda gecirilmis akut HBV
enfeksiyonunu gosterir. Kronik HBV enfeksiyonunda anti-HBe antikorlarinin

olugmasi enfektivitenin ve viral replikasyonun azaldigin1 gosterir. Kronik HBV
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enfeksiyonunda tedavi ile HBeAg'nin kaybolmasi, anti-HBe antikorlarinin olugmasi

hedeflenmektedir. Bu nedenle anti-HBe, tedavi izleminde 6nemli bir gostergedir.

Anti-HBs:

Iyilesmeyle sonlanan akut enfeksiyon sirasinda HBsAg kaybolduktan sonra
kanda saptanabilir diizeye ulasir. Viriisii notralize edebilme yeteneginde olan
antikorlardir. Akut HBV enfeksiyonundan sonra anti-HBs antikorlarinin olusmasi,
hastalifin iyilesme ile sonlandigimi ve bagisikligi gosterir. Akut HBV enfeksiyonu
sonrast olusan anti-HBs, anti-HBc antikorlariyla birlikte genellikle hayat boyunca
saptanabilir diizeyde kalir. Bununla birlikte % 15 olguda alt1 y1l i¢inde kayboldugunu
bildiren yaymlarda vardir (53). HBV asilamasindan sonrada anti-HBs antikorlari
gelisir; bu durumda anti-HBc antikorlar1 negatiftir ve bagisikligin izlemi icin anti-HBs
titrelerinin izlenmesi gerekir. Asilamadan sonra saptanan 10 IU/L’nin iizerindeki anti-
HBs diizeyleri koruyucudur. Kronik HBV enfeksiyonunda ise genellikle anti-HBs
antikorlar saptanamaz. Bazi olgularda HBsAg ile birlikte diisiik diizeyde anti-HBs
antikorlan saptanabilir.

HBV enfeksiyonunun tanisinda kullamilan serolojik gostergeler birlikte
yorumlanarak hastanin bulundugu donem, enfektivite durumu ve bagisikligi
degerlendirilebilir. Tiim serolojik testlerin yorumlanmasinda oldugu gibi HBV testleri
yorumlanirken testlerde kullanilan antijen ve antikorlarin 6zgiilliigii, test yontemi gibi
ozellikler dikkate alinmalidir. Uyumsuz test sonuclarinda HBsAg ve HBeAg
notralizasyonuna dayanan dogrulama testleri veya direkt tam1 yontemlerine

basvurulmalidir.



Tablo-1: Serolojik testlerin yorumlanmasi
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HBsAg | HBeAg | Anti- Anti-HBc | Anti-HBc | Anti-HBs | Yorum
HBe IgM IegG

+ - - - - - Erken enfeksiyon donemi

+ + - + + - Akut enfeksiyon

- - - + +/- - Erken nekahat donemi
akut enfeksiyon (pencere
donemi)

- - + + + - Akut hastaligin nekahat
dénemi

- - +/- - + + Gegcirilmis enfeksiyon

+ + - - + - Kronik enfeksiyon
(enfektivitesi yiiksek)

+ - + - + - Kronik enfeksiyon
(enfektivitesi diisiik)

- - + - + - Kronik enfeksiyon

- - - - + - Diisiik diizey enfeksiyon
Eski gecirilmis
enfeksiyon

- - - - - + Asillama ile kazanilan
bagisiklik

B) DIREKT TANI

1-Hiicre kiiltiirii:

HBYV, eriskin ve fetal hepatosit kiiltiirlerinde iiretilebilmektedir. Fakat rutin

kullanim icin uygun bir yontem degildir, daha cok viral patogenezin arastirilmasi

amaciyla kullanilmaktadir (79).

2-Viral antijenlerin gosterilmesi:

Serumda saptanan HBsAg

ve HBeAg disinda doku Orneklerinde

immiinoperoksidaz ve immiinofloresan boyalarla HBV antijenleri gosterilebilir.

Hepatositlerde HBsAg sitoplazmada, HBcAg ise genellikle cekirdekte saptanir.
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Viriisiin aktif replike oldugu donemlerde HBcAg sitoplazmada da gosterilebilir. Klinik
laboratuarlarda ¢ok sayida 6rnege uygulanmasi ve hizli sonu¢ alinmasi zor olan, daha

cok arastirma amaciyla kullanilan yontemlerdir.

3-Viral niikleik asitlerin gosterilmesi:
Insitu hibridizasyon:
Biyopsi orneklerinde digoksigenin ile isaretlenmis DNA problart kullanilarak

uygulanmaktadir.

insitu PCR:
Kopya sayisimin az oldugu durumlarda HBV enfeksiyonunun gosterilmesi

amaciyla karaciger biyopsi orneklerinde uygulanabilir.

Serum orneklerinde siv1 hibridizasyon:

Tiim HBV genomuna komplementer DNA veya RNA problart kullanilarak
serumda bulunan viral niikleik asitler saptanmakta ve miktar1 belirlenebilmektedir.
Tiim genoma komplementer olan problar kullanildigindan mutant viruslarla olusan
enfeksiyonlarin tanisinda ve atipik serolojik profillerin degerlendirilmesinde yararh
testlerdir. Ticari olarak bulunan kitlerle 5 pg/ml (1.5x10°genom/ml) - 2000 pg/ml
arasindaki HBV DNA saptanabilmektedir. Yeni gelistirilen kitlerle test duyarliliginin
arttirilldig ve 0.9 pg/ml diizeyine kadar indigi bildirilmektedir (78,42). Hibridizasyon
yontemi ile HBV DNA saptanmasinda farkli kitlerle elde edilen sonuglar arasinda
korelasyon bulunmamaktadir. Kitler arasindaki bu farkli sonuglar hasta izleminde
karmasaya neden olmaktadir. Bu nedenle referans ornek gelistirme calismalari
yapilmakta ve Eurohep tarafindan gelistirilen iki referans plazmaya gore kitlerin
kalibre edilmesi planlanmaktadir (74,135). Hibridizasyon yontemi ile saptanan HBV
DNA, aktif viral replikasyonun gostergesidir ve HBeAg pozitifligi gibi aktif karaciger
hastalign olasiliginin yiiksek oldugunu gosterir. Bunun disinda antiviral tedaviye

yanitin izlenmesi amactylada kullanilir.
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Serum orneklerinde PCR:

Bu yontemle serumdaki HBV DNA nin amplifiye edilerek saptanmasi ve
kantitasyonu miimkiin olmustur. Serumdaki 10 kopya/ml miktarindaki HBV DNA y1
saptayabilen bu testler; asir1 duyarli olmast nedeniyle diisik diizey HBV
enfeksiyonunun tanisinda ve erken tanida yarali olmaktadir. Serumda PCR yontemi ile
HBV DNA nin saptanmasi HBsAg pozitifligine benzer sekilde HBV enfeksiyonunun
kanmit1 olarak degerlendirilir. Ticari olarak bulunan kitler ile internal kantitasyon
standard: kullanilarak 107 kopya/ml ile 10° kopya/ml arasindaki HBV DNA kantite
edilebilmektedir. Bu yontemin avantaji; antiviral tedavi altindaki HBeAg negatif ve
hibridizasyonla HBV DNA negatif bulunan hastalarda yanitin izlenmesine ve antiviral
direncin erken saptanmasina olanak saglamasidir (137,99). HBsAg negatif kan
dondrlerinden HBV bulagmasin1 engellemek amaciyla kan bankalarinda da PCR
yontemi kullanilmaya baglamistir. Havuzlanmis plazma orneklerinde PCR ile HBV

DNA arastirilarak bu yolla HBV bulasmasi engellenebilmektedir (141).

Mutant viriis enfeksiyonlarinda tam:

HBV DNA’nin sekans analizi ile ilgili gen bolgelerindeki mutasyonlar
saptanabilmektedir. Ayrica serolojik gostergelerde mutant virlis enfeksiyonu
diisiindiirebilir. Precore mutantlarinda HBeAg sentezi olmadigi icin bu virusla enfekte
olan kisilerde HBeAg ve anti-HBe negatif olarak bulunacaktir. Precore mutantlarinin
secildigi eski HBV enfeksiyonlarinda ise anti-HBe varligina ragmen aktif viral
replikasyon vardir ve serumda HBV DNA yiiksek olarak bulunur. Yiizey proteini
mutantlarinda ise asilama ile gelisen anti-HBs varligina ragmen aktif viral replikasyon
goriiliir. Bu olgularda HBsAg, ‘a’ determinantindaki degisiklik nedeniyle ticari kitlerle
saptanamayabilir (90). Hastalarda serumda HBV DNA pozitif olarak bulunur.

Antiviral direncin saptanmasi:

‘Line probe assay’ yontemi ile gelistirilen kitlerle 6zellikle tedavi sirasinda
hizli mutasyon gelisen pol genindeki 528, 552, 555. kodonlan etkileyen mutasyonlar
hizli olarak saptanabilmektedir (164).
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SEROLOJIK TESTLER VE PCR

Hepatit B virus enfeksiyonlari, korunma ve daha hassas molekiiler biyolojik
tam1 yontemleri gelistirilmesine ragmen halen 6nemini korumaktadir. Hepatit B’ye
bagh kronik enfeksiyonlularin, tasiyicilardan ayrilmasi ve miimkiinse tedavi edilmesi
gerekmektedir. (171,81). Zira kronik hepatit B enfeksiyonu sonrasi hepatoselliiler
karsinoma ve siroz gibi oldiiriicii komplikasyonlar ortaya ¢ikabilmektedir (132)

Genellikle akut ve kronik hepatit B viriis (HBV) enfeksiyonlarinda tan1 ve
prognoz agisindan rutin olarak serolojik belirleyiciler incelenmektedir. Ancak
giiniimiizde mutant sus enfeksiyonlarina bagli olarak klasik serolojik tablolarin
goriintiisti bir hayli degismistir (197). Kronik hepatit B hastalarinin tanisinda, bu
hastalardaki viral replikasyonun belirlenmesinde ve bu hastalarin tedaviye yanitlarinin
izlenmesinde hepatit markerleri bazen yetersiz kalabilmektedir. Bu durum o6zellikle
mutant viriislerle olusan enfeksiyonlarda goriilmektedir. Mutant viriis enfeksiyonlar
klinik seyir ve tedavi disinda, hepatit enfeksiyonlarindan korunmada da sorunlara
neden olmaktadir. Hepatit B viriis mutantlar1 tahmin edildiginden daha sik
goriilmektedir. Enfekte bireylerde her yil HBV’nin tek lokusunda 1,4-3,2x10°
mutasyon olabilecegi hesaplanmistir (100). Bu nedenle HBV DNA nin tespiti; viral
replikasyonun en dogru olarak gosterilmesi, serolojik gostergelerin dogrulanmasi, tani
ve tedavinin takibi ve mutant viriis enfeksiyonlarinin neden oldugu karisikliklarin
aydinlatilmasi i¢in dnemlidir.

Bu noktada HBV replikasyonunun en 6nemli ve giivenilir belirleyicisi oldugu

bildirilen HBV DNA’nin arastirilmasi giindeme gelmektedir (32,190,105,12).

HBV’ye ait antijenlerin veya antikorlarin hasta serumunda saptanmasini
saglayan serolojik testler enfeksiyonun hangi evrede oldugunu belirlemede ve
enfektivitenin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (154). Atipik
serolojik vakalarda tamya gitmede, antiviral tedavinin izlenmesinde, cesitli
mutasyonlarin tespitinde molekiiler biyoloji tekniklerinin kullanildig1 goriilmektedir.
Kantitatif PCR metodlan yiiksek sensitivitelerinden dolayr HBV DNA seviyelerini
O0lcmek icin de kullanilmaktadir (154,14,26,27,158,121). Ozellikle kronik hepatitli



47

olgularda vireminin degerlendirilmesi ve farkli serolojik profillerin yorumlanmasinda

HBYV DNA nin yol gosterici oldugu sonucuna varilmaistir.(196)

Son zamanlarda kullanimi gittikce yayginlasan real-time PCR (RT-PCR)
teknigi HBV DNA’nin kantitasyonuna imkan saglayan hizli ve basit bir testtir. Bu
metot, termocycle siiresince olusan PCR {iriiniin vermis oldugu fluoresansin belirli
zaman araliklarinda Olciilmesi temeline dayanir. Sonucta, HBV yiizey geni icin
diizenlenmis bir prob ve bilinen konsantrasyonlar1 iceren referans standartlarla HBV
DNA kantitasyonuna ulasilir. Bu teknikle serumda ¢ok az miktarda HBV DNA genom
kopyas1 varsa bile tespit edilebilir (158,121). Tedavi sirasinda HBV DNA
konsantrasyonundaki artmalar ila¢ direncli varyantlar akla getirir, bu nedenle tedaviyi
izlemek agisindan HBV DNA’nin kantitasyonu énemlidir (106). Ayrica HBV DNA
kantitasyonu invaziv cerrahi girisim yapilacak HBV tasiyicisi kisilerde enfeksiyon
riskini saptamada da kullanilabilir (33). HBV DNA’simmin gosterilmesi i¢in bircok
metod gelistirilmesine ragmen giiniimiizde rutin olarak en sik prob hibridizasyon ve

hedef ¢ogaltma yontemleri kullanilmaktadir (96,169,78).

PCR YONTEMI:

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi DNA zincirinin 6nceden belirlenen
bir bolgesini ¢ogaltmak i¢in kullanilan, molekiiler genetik alanminda devrim niteligi
tagtyan bir tekniktir. PCR, DNA igerisinde yer alan, dizisi bilinen iki segment
arasindaki 6zgiin bir bolgeyi in vitro kosullarda ¢ogaltmak i¢in uygulanan tepkimelere
verilen ortak bir isimdir. PCR uygulamalari i¢in ilgili gen bolgesine ait baz dizisinin
bilinmesi gereklidir. Metod basitce tiipte niikleik asitlerin uygun kosullarda
cogaltilmas1 esasina dayanir. Bir anlamda PCR, DNA’nin cogaltilma yontemidir
denilebilir, c¢iinkii bu yontemle RNA cogaltilmak istenirse bunun Once reverse
transriptase kullanilarak DNA kopyas1 cikarilir ve PCR ile bu DNA molekiilii
cogaltilir (131).

PCR ii¢ degisik sicaklikta calisan basamaklarin bir dongii halinde
tekrarlanmasi ile gergeklestirilir. Ik basamak denatiirasyondur. 94 dereceye dek

1sitilan DNA nin iki zinciri birbirinden ayrilir. ikinci basamak birlesmedir (annealing).
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Sicakligin diisiiriilmesi ile, primerler c¢ogaltilacak bolgenin uclarinda yer alan
kendilerine 6zgiil dizileri tamyarak hidrojen baglari kurarak baglamrlar. Uciincii
basamak primerlerin uzamasidir. Karisim DNA polimerazin ¢alisti§i  optimum
sicakliga getirildiginde primerlere baglanmis olan enzim molekiilleri, bunlarin 3’
ucuna, kalip DNA ya uygun niikleotidleri ekleyerek DNA sentezi yaparlar. Bu ii¢
basamak bir dongiiyii olusturur ve her tekrarlaniginda iki primer arasinda kalan 6zgiil
DNA parcasinin her iki zincirinin birer kopyasi ¢ikarilmis olur (145,23,69,155).
Cogaltilan DNA parcalart bir¢cok degisik yontemle belirlenebilir. Bunlardan en
yaygin olarak kullanilan1 agaroz jel elektroforezidir. PCR ile elde edilen diiriinler
agaroz jel kullanilarak elektroforezle ayristirilir ve DNA zincirleri etidyum bromiir ile
boyanarak ultraviyole 1sik kaynaginda floresans vererek goriintir hale getirilir.
Elektroforez de PCR iiriinlerinin biiyiikliigii daha dnceden bilinen DNA molekiilleri ile

karsilastirilarak belirlenir.

REAL TiME PCR

Son yilllarda PCR reaksiyonlarinda sicaklik dongiileri saglamak icin kullanilan
cihazlarin (thermocycler) hassas Olciim aletleriyle birlestirilmesi, real time PCR
olarak adlandirilan yeni bir yontemin gelismesine neden olmustur. DNA ve RNA
ornekleri bu yontemle kalitatif ve kantitatif olarak kisa siirede analiz edilebilmekte
ve c¢ok sayida Ornek son derece az kontaminasyon riskiyle giivenle

calisilabilmektedir.

Real time PCR’da iiriinlerin analizi reaksiyon sirasinda yapilmaktadir. Bu
yiizden, agaroz jel -elektroforezi, DNA bantlarimin mor &tesi 151k  altinda
goriintiilenmesi gibi islemlerin uygulanmasina gerek kalmamaktadir. Real time PCR
riinlerinin  kalitatif ve kantitatif analizlerinde, diziye 0zgiin olmayan floresan
boyalardan yada diziye 6zgiin problardan yararlanilmaktadir. Boylece sonuglar ¢ok
cabuk siirede alinmakta ve kontaminasyon riski azalarak tiim islemler sicaklik
dongiileri baglayinca otomatik olarak devam etmektedir.

Real time PCR ¢ogaltilan iiriinii goriiniir hale getirir. Goriintiillemede florasan

isaretli problar veya interkalator boyalar kullanilir. Olusan DNA (amplikon) ile dogru
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orantili floresan meydana gelir. Real time PCR on-line izlenebilen bir cogaltma
yontemidir.
Real time PCR da 3 metot mevcuttur.
Interkalator boya metodu
Hidroliz prob metodu

Hibridizasyon prob metodu

Interkalatér boya metodu:
Interkalator boya metodunda SYBR green kullanilir. SYBR green cift zincirli

DNA’nin minor oluguna baglanir. Spesifik degildir, maliyeti diisiiktiir.

Sekil-10-a
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SYBR Green

o

Denatiivasyon sirasmda baglanams SYBR Green
diisitl: mildaada flaoresans verirler.

Denatuasyon

Sekil-10-b

b Annealing derecesinde
; moleldiller olusan ¢ift
zincirli primer-hedef
O ﬂ DN A'ya baglanmaya

baslailar.

Polimerizasyon
hasamaginda daha fazla
molekiil sentezlenen

fluoresans real-time

moniterize edileh ilir.

Sekil-10-c
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Hidroliz prob metodu:

Bu metodta TagMan problar kullanilir

TagMam Probun Y apasi

Taquon® Prob Prob

W Reporter (FAMVIC) F ﬁ
{ ) Guencher(TAMRA)

TagMan Problar DNA polimeraz enziminin 5' niikleaz aktivitesini
hidroliz icin kullanilan problardir. DNA polimerazin 5' niikleaz aktivitesi

cift zincire spesifiktir.

Sekil-11-a

TaqMan

M w . PCE smasmda prob

% hedef DN A dizisiyle
hibridize oluar.

Prob elstansiyon
W sirasmda polineeraz

g enzimnd ile nzaldasmilw.

Sekil-11-b
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TaqMan

57 Reporter Cuencher ’den
(T T T W poliveraz elziminin 5° 3°
¥ nildenz etldsi ile ayrthr.

'm =0

5" , Serbest kalan reporter
I I fluoresansik yayar.
1

3!

Sekil-11-c

Hibridizasyon prob metodu:
Hibridizasyon prob metodunda [FRET (Fluorescence Resonance Energy
Transfer)] Donor fluorofor uygun dalgaboyu ile eksite edilir. Dondr enerjisi akseptor

fluorofora aktarilir. Akseptor fluorofor daha uzun dalga boyunda emisyon yapar.

Eksitasyon

Sekil-12-a
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A '-L[‘ luorescein

C Red

LLLL! S | v
']m%’"lmm‘«“?’rl
T A

Denatiirasyon basamaginda hibridizasyon problari soliisyon icerisinde ayr ayri

durmaktadirlar. Sekil-12-b

Annealing basamaginda, problar hedef DNA dizisine yan yana baglanir.
Birinci boyanin emisyon enerjisi ikinci boyay1 eksite eder. Eksite olan ikinci

boyada emisyon enerjisi yayar. Sekil-12-c

Ekstansiyon basamaginda her iki prob tekrar hedef DNA dizisinden ayrilmaya baslar.
Sekil-12-d
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Sekil-12-e Polimerizasyon bitiminde problar serbest hale donerler (178).

GEREC ve YONTEM:

2002-2005 yillart arasmnda hastanemizin mikrobiyoloji laboratuvarma HBV
DNA istemiyle 2355 hasta basvurdu. ( 1950’sinin hepatit markerleri var , 405’inin yok
idi.) Gelen hastalarin HBV DNA’lan rutin olarak ¢alisildi ve sonuglart kaydedildi.
Hastalarin HBV DNA sonuglart verilirken, hepatit markerlar1 ve AST-ALT
degerleride kaydedildi. HBV DNA sonuclari; hepatit markerlart ve AST-ALT
degerleriyle birlikte kontrol edilerek yorumlandi.

Hastanemizin farkli kliniklerinden hepatit B ©On tanis1 ile laboratuarimiza
gonderilen serumlarin Hepatit B serolojik testleri enzim immuno assay (Abbott/
Axsym® cihaz ve makro EIA Kkitleri) yontemiyle, HBV DNA testi ise real-time
polimeraz zincir reaksiyonu (ABI PRISM® 5700 DNA sequencer, TagMan® 1000
RXN PCR Core Reagents ve Biorad I Cycler, QIAGEN) yontemiyle calisilmistir.
Hastalardan alinan kan serumlar1 ayrildiktan sonra test zamanima kadar -20 °C’ de
saklanmistir. DNA ekstraksiyonu Nucleospine DNA izolasyon kiti ve QIAamp®
MinElute Virus Spin kit ile hazirlanmistir. HBV DNA kantitasyon aralig 1x107 ile
3x10° kopya/ml serum olarak alinmistir. 1000 kopya/ml iizeri HBV DNA seviyeleri

pozitif olarak kabul edilmistir.
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istatistiksel analiz: Veriler SPSS® 12.0 for Windows programi ile analiz edildi.
Verilerin analizi igin istatistiksel parametrik metot kullamildi. Gruplar arasindaki

karsilastirmalar icin Independent-Samples T test kullanildi.

BULGULAR

Hastalar1 serolojik markerlariyla inceledigimizde; 1950 vakadan 1923’inda
HBsAg sonuglart ile HBV DNA sonuglarinin birbiri ile uyumlu oldugu goriildi. 1690
HBsAg pozitif vakada HBV DNA da pozitif idi. HBsAg negatif toplam 260 hasta
vardi ve vakalar inceledigimizde ise 233 HBsAg negatif vakada HBV DNA ninda
negatif bulundugu goriildii. HBsAg negatif bu 260 vakanin 27’ sinde (% 10,4) ise
HBV DNA nin pozitif oldugu goriildii.

27 HBV DNA pozitif olgunun viral yiik miktarlarina bakildiginda 1 hastada
10%, 1 hastada 107, 1 hastada 10°, 8 hastada 10* ve 16 hastada <10* kopya/ml viral yiik

bulunmustur.

HBV DNA pozitif bu 27 olgunun hepatit markerlar1 incelendiginde 19’unda
(%70,3) anti-HBc IgG pozitifligi, 15’inde (% 55,5) anti-HBs pozitifligi, 14’iinde
(%51,8) anti-HBe pozitifligi bulunmustur. Bu 27 vakanim hicbirinde HBeAg ve anti-
HBclIgM pozitifligi saptanmamastir.

19 anti-HBc pozitif vakanin 13’{inde anti-HBs’de pozitif, 14’tinde ise anti-HBe
pozitifligi bulunmustur. Bu 19 vaka icgerisinde anti-HBc, anti-HBs ve anti-HBe’nin
ticiiniinde pozitif oldugu 10 olgu (% 52,6) bulunmustur. 2 hastada ise sadece anti-HBc

pozitifligi olup diger tiim serolojik gostergeleri negatifti.

Anti-HBc pozitif 19 olgunun HBV DNA viral yiikk miktar1 ortalamasi
alindiginda elde edilen deger 4x10"di. Anti-HBc negatif 8 olgunun HBV DNA viral
yiik ortalamasinin ise 9x10° oldugu gériildii. HBV DNA viral yiik miktari ile anti-HBc
pozitifligi arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli bulundu (P< 0,0001).
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Anti-HBs pozitif 15 olgunun 10’unda anti-HBs ve anti-HBe pozitifligi birlikte
bulundu. Tek basina anti-HBs pozitifligi 2 hastada goriildii.

Anti-HBs pozitif 15 olgunun HBV DNA viral yiik miktarlarinin ortalamasi
4x10* iken anti-HBs negatif 12 olgunun HBV DNA viral yiik miktar1 ortalamast 6x10°
bulundu. HBV DNA viral yiilk miktar1 ile anti-HBs pozitifligi arasindaki iliski

istatistiksel olarak anlamli bulundu (P< 0,05).

Anti-HBe pozitif 14 olgunun HBV DNA viral yiik miktarlar1 ortalamasi 5x10*
bulunurken anti-HBe negatif 13 olgunun HBV DNA viral yiik miktar1 ortalamasi
6x10° bulundu. HBV DNA viral yik miktar1 ile anti-HBe arasindaki iliskide
istatistiksel olarak anlamliyd1 (P: 0,009).

27 olgunun transaminazlarmma bakildiginda 15 olgunun (%55,5)
transaminazlarinin yiiksek, 12 olgununda normal oldugu goériildii. Transaminazlar
yiikksek 8 olguda (%53,3) AST ve ALT’nin birlikte yiiksek oldugu, 7 olguda da
(%46,6) sadece ALT’nin yiikksek oldugu goriildii. 15 olgunun 4’iinde (%26,6)
transaminazlar hafif artmisti (45-60 {U arasinda). Bu 15 olgudan 5’inde (%33,3)
transaminazlar orta derecede artmisti (60-100) ve 15 olgunun 6’sinda (%40) ise

transaminazlarin yiiksek (>100) oldugu goriildii.

Transaminazlar1 yiiksek olan bu 15 hastanin tasidiklart viral yiik miktarlarina
bakildiginda HBV DNA nin, bir hastada 10°, 5 hastada 10* ve 9 hastada 10’ kopya/ml
oldugu goriildii. Transaminazlart normal 12 olgunun viral yilk miktarlarma
bakildiginda ise, HBV DNA nin bir hastada 10%, bir hastada 10’, 3 hastada 10*, ve 7
hastada da 10° kopya/ml oldugu goriildii. AST ve ALT miktarlartyla HBV DNA viral
yiikk miktar1 karsilastirildiginda; viral yiik miktar1 ortalamasi arttik¢a transaminazlarin
distiigii goriildii. Transaminazlarla HBV DNA viral yiik miktarlar arasindaki iliski
istatistiksel olarak anlamli bulundu (P< 0,005).

HBsAg negatif HBV DNA pozitif 27 hasta igerisinde 6’sinin tiim serolojik
gostergeleri (Anti-HBs, Anti-HBe, Anti-HBc, HBeAg, HBcIgM) negatifti. Bu 6
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hastada HBV DNA viral yiik miktarlarina bakildiginda 1 hastamin 10° kopya/ml, 1
hastanin 107 kopya/ml, 1 hastanin 10* kopya/ml ve 3 hastanin da 10000 kopya/ml nin
altinda oldugu goriildii. Tiim serolojik gostergeleri negatif 6 hastanin transaminazlari
incelendiginde, viral yiik miktar1 10000 kopya/ml’nin altinda olan 2 hastanin AST ve
ALT degerlerinin yiiksek oldugu goriildii. Diger 10°, 107, 10%, ve 10° kopya/ml viral

yiike sahip hastalarin ise AST ve ALT degerlerinin normal oldugu goriildii.
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Isim | Cins | Yas | Anti | HBe | Anti | HBc HBc | HBV DNA | AST | ALT
HBs | Ag | HBe | Total |IgM | (kopya/ml)
HK |E 34 |- - - + - 2832 15 12
RS |K 58 |+ - + + - 5.3x10" 52 114
M.S |E 37 |- - - - - 2079 43 68
RD |E 38 |- - - - - 6347 55 110
iM [E 41 |+ - - + - 6461 28 48
ZM | K 39 |+ - + + - 1763 37 42
SI |E 53 |- - - + - 1,0x10" 15 33
AY |E 8 + - - - - 1038 26 12
Ti |K 23 |- - - - - 6,69x10* 15 35
FB |K 35 |- - - - - 2974 16 20
BD |E 60 |+ - + + - 4136 40 75
RS |K 30 |+ - + + - 2,4x10" 38 64
ND |K 25 |- - - - - 1,64x10’ 25 35
B.G |E 27 |+ - - + - 1555 22 77
iy |E 18 |+ - - - - 5700 23 19
EG |E 43 |+ - + + - 1,13x10° 119 |80
AA |E 51 |- - + + - 7469 18 15
YA |E 10 |- - - - - 5,54x10° 16 13
M.C |E 31 |+ - - + - 1735 25 51
LA |E 40 |- - + + - 1,15x10" 47 91
FV |K [43 [+ - + + - 6210 15 15
HK |E 52 |- - + + - 7,52x10° 20 32
M.S |E 65 |+ - + + - 1840 738 | 393
MK |E 30 |+ - + + - 1360 32 |45
YK |E 20 |+ - + + - 1,50x10" 102 | 134
ST |E 24 + - + + - 9950 24 40
MM | E 66 |- - + + - 1,68x10" 56 118

Tablo-2: HBsAg negatif HBV DNA pozitif 27 hasta
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TARTISMA

HBV’ ye ait antijenlerin veya antikorlarin hasta serumunda saptanmasini
saglayan serolojik testler enfeksiyonun degerlendirilmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Viral replikasyonun belirlenmesinde ve hastalarin tedaviye
yanitlarinin izlenmesinde, mutant viriislerin olusturduklar1 enfeksiyonlar, pencere
donemindeki hastalar, yada kullanilan kit veya cihazla ilgili problemlerden dolay1
hepatit markerlar1 bazen yetersiz kalabilmektedir.

Hepatit markerlarinin yetersiz kalmasi  6zellikle kan donérlerinde Onem
kazanmaktadir. Kan ve kan iiriinlerinin transfiizyonu ile cok sayida enfeksiyon
etkeninin bulasmasi olasidir. Ulkemizde bagislanan kanlar Hepatit B yiizey antijeni
(HBs Ag), Hepatit C viriis antikoru (Anti HCV), Anti HIV ve sifiliz agisindan
taramaya tabi tutulmaktadir (24). Bugiin transfiizyonu izleyen donemde gelisen
hepatitlerin %5-10’undan taramalar sirasinda negatif bulunan, ancak hepatit B viriisii
(HBV) iceren kanlar sorumlu tutulmaktadir (15). Donor kanlarinda HBs Ag taranmast
icin tercih edilen yontem de enzim bagintili immiinosorbent assaydir (EIA veya
ELISA). Bu yontemlere gore daha duyarli olan PCR yontemi kullanilarak HBV
DNA’nin saptanmasi burada énem kazanmaktadir.

Planlanan bu tez ¢alismasinin amaci; serolojik olarak HBsAg negatif olgularda
da HBV DNA’nin pozitif olabileceginin gosterilmesidir. Bu ¢aligmada HBsAg negatif
oldugu durumlarda HBV DNA’nin pozitif olabilecegi ve gizli HBV enfeksiyonuna
(occult HBV) yol acabilecegi gosterilmeye calisilmistir.

Yaptigimiz calismada 260 HBsAg negatif vakadan 27 (%10,4) sinde HBV
DNA pozitifligi saptadik. Bu hastalarin 19°u erkek, 8’i ise kadindi. Yas ortalamalari
ise 37 idi. 27 HBV DNA pozitif olgunun viral yiik miktarlarina bakildiginda 1 hastada
10%, 1 hastada 107, 1 hastada 10°, 8 hastada 10* ve 16 hastada <10* kopya/ml viral yiik
bulundugu goriildii. Bizim bulgularimiz yine Harran iiniversitesinde benzer hasta
populasyonunda calismis bulunan Ozbilge ve ark. (142) yapmis oldugu calisma
sonuclari ile farkli cikmistir. Ozbilge ve ark. calismalarinda HBsAg negatif toplam 63
vakanin 12 (%19)’sinde HBV DNA pozitifligi saptamiglardir. Bu Occult DNA
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insidansindaki degisiklik bizim irdeledigimiz hasta populasyonunun (260 HBsAg
negatif hasta) Ozbilge ve ark.’min calismis olduklari hasta grubundan (63 HBsAg
negatif ornek) daha biiyiik 6lcekte olmasina veya caligma metodunun farkliligina bagh
olabilir. Altidis ve ark. (9) calismasinda ise toplam 155 hasta serum 6rneginde HBV
DNA Hybrid Capture yontemi ile, hepatit markerleri ise mikroelisa kitleri ile tam
otomatize sistemlerde arastirilmistir. HBV DNA testinde 10 pg/ml ve iizeri olumlu, 1-
10 pg/ml arasindaki degerler ise +/- olarak degerlendirilmistir. HBsAg negatif
orneklerin yedisinde HBV DNA degerleri sinirda (%15.6) +/- ve yine HBsAg negatif
45 Ornegin ikisinde (%4.4) HBV DNA pozitif degerlerde saptanmistir. Bizim
caligmamizla aradaki fark, drnek sayismin az olmasi, ve ¢alisma metotlarinin (bizim
caligmamizda Real-time PCR ve makroelisa kullanilmasina karsin bu c¢alismada
Hybrid Capture ve mikroelisa kullanilmasi) birbirinden farkli olmasina baglanabilir.
Ancak kesin pozitiflere bakacak olursak HBV DNA pozitifligi bu calismaya gore
(%4.4) bizim calismamizda daha yiiksek yiizdeye (%10,4) sahiptir. Giineydogudaki
hepatit insidansinin bati Anadolu’dakinden farkli olmasi sonuglardaki dalgalanmanin
nedeni olabilir. Minuk ve ark. (128) Kuzey Amerika’da HBsAg negatif 239 hastanin
9’unda (%3,8) HBV DNA pozitifligi saptamiglardir. Minuk ve ark. (129) Kuzey
Amerika’da yaptiklann baska bir caligmada yine occult HBV enfeksiyonunu
arastirmiglar ve HBV serolojisi negatif 407 ornekten 33’iinde (%8.1) HBV DNA
pozitif bulmuslardir. Ancak Amerika’da yapilmis c¢alismalarda birbirinden fakh
sonuclarin elde edilmesi farkli hasta gruplarinda calisilmasina bagh olabilir. Bu
caligmalardaki gizli HBV DNA pozitifliginin diisiikliigii zaten bu iilkelerde genel
HBYV enfeksiyonlar1 sikliginin diisiik olmasi (%?2), kan ve donor kontrol sistemlerinin

daha iyi calismasi olarak gosterilebilir.

Transfiizyonla iliskili hepatit B virus (HBV) enfeksiyonlarinin dnlenebilmesi
icin kan vericilerinin HBV yiizey antijeni (HBsAg) a¢isindan taranmasi zorunludur.
Bu amagla kan bankalarinda genellikle enzim immunoassay (ELISA) yontemi
kullanilmaktadir. Ancak, bugiin icin %100 duyarliliga sahip bir HBsAg-ELISA testi
mevcut degildir. Dolayisiyla, diisiik oranda da olsa transfiizyon sonrast HBV
enfeksiyonlarina rastlanabilmektedir. HBsAg negatif donorler iizerinde yapilan degisik

caligmalarda % 3-19 seklinde degisen oranlarda HBV DNA pozitifligi bildirilmistir
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(14,142). Silva ve ark. (157) Brezilya’da yaptiklar ¢calismada HBsAg negatif 150 kan
donorii adayindan HBV DNA porzitif olan 5 (%3,3) 6rnek saptamislardir. Garcia ve
ark. (62) ise Meksika’da HBsAg negatif 158 goniillii kan donériiniin 13’tinde (%8,23)
HBV DNA pozitifligi saptamiglardir. Giiney ve ark. (70) calismalarinda, 198 saglikli
erkek vericiden alinip kan bankasinda ELISA ile HBsAg negatif bulunan ve hastaya
verilmeye hazir durumdaki kan orneklerinde negatif sonuglarin dogrulanmasi igin,
farkli bir ELISA kiti ile HBsAg ve anti-HBc parametreleri ve polimeraz zincirleme
reaksiyonu (PCR) ile de HBV DNA arastirmislardir. Tiim vericilerin kan serum
orneklerinde ikinci kez yapilan ELISA testi ile de HBsAg negatif bulunmus, buna
karsin 20 vericide (%10) anti-HBc pozitifligi saptanmistir. Anti-HBc antikoru pozitif
20 vericiden birinde ise PCR ile HBV DNA varligi belirlenmistir. Behzad ve ark. (22)
HBsAg negatif Anti-HBc pozitif 131 kan dondriinden 16’sinda (%12.2) HBV DNA
pozitifligi saptamiglardir. Allain JP. (6) yaptig1 ¢alismada transfiizyonla gerceklesen
occult HBV enfeksiyonunu (OBI) arastirmistir ve HBsAg negatif donorlerde hepatit B
core antijen (anti-HBc) yada hepatit B surface antijen antikoru (anti-HBs) varliginda
yada yoklugunda HBV DNA pozitif olabildigini gostermistir. HBsAg negatifliginin
kacak mutantlarin HBsAg testlerinde goriilememesiyle olabilecegini bildirmislerdir.

Karaciger fonksiyon testleri normal olan kisilerde de OBI bulunabilecegi eklenmistir.

Tranfiizyon gibi, organ nakli, kemik iligi nakli gibi durumlarda da occult HBV
enfeksiyonunun biiyiik risk teskil ettigi belirtilmistir. Hui ve ark. (88) hematopoietic
stem cell (HSC) donoérlerinde yaptiklart arastirmada transplantasyonu takiben olusan
HBYV enfeksiyonunda occult HBV nin 6nemini vurgulamiglardir. 124 HBsAg negatif
HSC donoériinde 19 (%15,3) occult HBV enfeksiyonuna rastlanmistir. Bunlarin 16
sinin  anti-HBc’sinin  pozitif oldugu bildirilmistir. Kannangai ve ark. (95) 19
hepatocelliiler carsinoma (HCC) hastasindan aldiklar1 Ornekleri incelemisler ve

HBsAg negatif 19 6rnegin 3’iinde (%16) HBV DNA pozitif olarak bulmuslardir.

Cesitli kaynaklarda verici kanlarinda anti-HBc antikorlarinin arastirilmasinin
HBsAg negatif HBV tastyicisi vericileri belirlemede ve HBV ye bagli post
transfiizyon hepatitinin 6nlenmesinde yararli olabilecegi belirtilmistir (16,20,52).

Diger serolojik gostergeler olmaksizin saptanan salt anti-HBc IgG antikorlari; uzamis



62

pencere donemini, HBsAg nin saptanamayacak kadar diisiik oldugu kronik
enfeksiyonlari, anti-HBs’nin diisiik miktarlarda olmasi dolayisi ile saptanamadigi
immiinite durumlarinda, mutant viruslarla olusmus ve bu nedenle ticari kitlerle HBsAg
saptanamayan kronik enfeksiyonlar1 gosterebilecegi gibi pasif antikor aktarimina yada
serolojik ¢apraz reaksiyonlara bagh olabilir (120). Bizim ¢aligmamizda HBsAg negatif
HBV DNA pozitif 27 olgunun 19’unda (%70,3) Anti-HBc antikorlar pozitif bulundu.
Bizim bu bulgularimiz Hui ve ark. (88) yapmis olduklar ¢calismada HBV DNA pozitif
bulduklar1 19 (%15,3) 6rnekten 16’sinin anti-HBc¢’sinin (%84,2) pozitif oldugu
bulgular ile desteklenmektedir. Silva ve ark. (157) yaptiklart calismada bulunan 5
HBYV DNA pozitif drnekte de anti HBc total pozitif bulunmustur. Biitiin bu ¢aligmalar
sadece anti-HBc olumlu olgulara da dikkatle yaklasilmasin1i ve HBV DNA nin

izlenmesi gerektigini ortaya koymaktadir.

HBsAg negatif olup diger baz1 antikorlan pozitif olan tablolarda daha 6ncede
HBV DNA olumlulugu bildirilmistir. Anti-HBs pozitif olgularda gizli HBV
enfeksiyonlarina rastlanilmasi anti-HBs antikorlarinin HBsAg-anti-HBs kompleksleri
ile maskelenmesi ile agciklanmaktadir (165). Ayrica bu tablolarin immun yetmezlikli
olgularda da goriilebildigi bildirilmistir (143). Calismamizda HBV DNA pozitif 27
olgunun 15’inde anti-HBs pozitifligi, 14’iinde anti-HBe pozitifligi bulundugunu
gordiik. Hui ve ark. (88) 19 (%15,3) HBV DNA pozitif 6rnegin 14’iiniin anti-
HBs’sinin pozitif oldugunu bildirilmislerdir. Ozbilge ve ark. (142) HBsAg negatif
HBYV DNA pozitif 12 olgunun serolojik testlerini incelemisler ve sadece 3’iinde anti-
HBe pozitifligi bulmuslardir ve bunlarin ikisinde anti-HBs pozitifligi ve birinde anti-
HBs negatifligi tespit etmislerdir. Silva ve ark. (157) saptadiklar1 HBV DNA pozitif 5
Oornegin 2’sinde anti-HBs negatif, 3’linde ise anti-HBs nin pozitif oldugunu
bildirmiglerdir. Bu calismalarda da goriilen anti-HBs pozitifliginin, enfeksiyon
sirecinde olusan anti-HBs titresinin diigsiik olmasi ve yeterli koruyuculugu
saglayamamasindan kaynaklanabilecegi belirtilmistir. Behzad ve ark. (22) saptadiklar
16 (%12.2) HBV DNA pozitif 6rnegin 6’sinda(%37.5) anti-HBs pozitif, 2’sinde de
(%12.5) anti-HBe pozitifligi saptadiklarin1 belirtmislerdir. Anti-HBs varligindaki
enfeksiyonu HBsAg ‘a’ determinantinda mutasyon olabilecegi ve bu mutantin anti-

HBs ile baglanamayacagi seklinde yorumlamiglardir.
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‘Pencere donemi’ olarak adlandirilan dénemde HBsAg veHBeAg kaybolmus,
fakat bu antijenlere kars1 antikorlar heniiz saptanabilir diizeye ulasmamistir. Bu
donemde HBYV enfeksiyonunun tek gostergesi anti-HBc IgM veya onunla birlikte anti-
HBc IgG antikorlar olarak saptanir. Pencere donemi ortalama 2-8 hafta kadar siirer.
Bazen bir hafta kadar kisa oldugu, yada bir yila kadar uzayabilecegi de
bildirilmektedir. Pencere doneminin uzadigr olgularda anti-HBc IgM antikorlari
kaybolarak sadece anti-HBc IgG antikorlar pozitif olarak bulunabilir. Calismamizda
27 vakamn hicbirinde HBcIgM pozitifligi bulunmadigim saptadik. Ozbilge ve ark.
(142) 12 olgunun hi¢birinde HBcIgM pozitifligi saptamamislardir. Silva ve ark. (157)
HBV DNA pozitif bulduklari o©rneklerin hicbirinde HBc IgM pozitifligine
rastlamadiklarin1 belirtmislerdir. Behzad ve ark. da (22) aym sekilde HBV DNA

pozitif 6rneklerin hicbirinde HBcIgM pozitif saptamamislardir

Serumda HBV DNA'sinin tespiti ve HBeAg varligt HBV'nin replike oldugunu
gosteren parametrelerdir. Bazi hastalarda HBV DNA pozitifligine ragmen HBeAg'nin
negatif oldugu saptanmistir. Bu hastalarin serumlarindan izole edilen HBV DNA'sinin
incelenmesinde HBeAg'inin kodlandigi precore bolgesinde 28inci kodonda TGG
kodonunun TAG doniisiimii gosterdigi yani triptofan kodonu yerine stop kodon
meydana geldigi tespit edilmistir. HBeAg translasyonu duduruldugu halde virusun en
onemli striiktiirel proteinlerinden olan core proteini (HBcAg) sentezi eksiksiz
gerceklesir. HBeAg sentezi olmadigr halde virus canliligini, patojenitesini ve biiyitk
ihtimalle enfektivitesini kaybetmemektedir. Bu durumda HBeAg'nin virus icin
fonksiyonunun ne oldugu sorgulanmakta, ancak kesin bir cevap verilememektedir.
Calismamizda 27 vakanin higbirinde HBeAg pozitifligi bulunmadigimi saptadik.
Yapilan diger caligmalara baktigimizda onlarinda bizim c¢alismamizla uyumlu
oldugunu gordiik. Ozbilge ve ark. (142) ¢alismasinda HBV DNA pozitif 12 olgunun
hicbirinde HBeAg pozitifligi saptanmamistir. Silva ve ark. da (157) HBV DNA pozitif
bulduklar1 5 6rnegin hi¢gbirinde HBeAg pozitifligine rastlamadiklarin1 belirtmislerdir.
Yine aym sekilde Behzad ve ark. (22) da 16 HBV DNA pozitif 6rnegin higbirinde
HBeAg pozitif saptamamslardir
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Tiim markerlar1 yoniinden seronegatif ancak HBV DNA’s1 pozitif bulunan
kisilerin serumlarinin deney hayvanlarina verilmesiyle HBV enfeksiyonu ortaya
cikmasiyla bu seronegatif kisilerde HBV DNA pozitifliginin mutant suslara bagh
olabilecegi bildirilmistir (168). Uchida ve ark. (176) tiim hepatit B,C,Delta
belirleyicilerinin negatif oldugu ancak HBV DNA’nin saptandigi akut ve kronik
hepatit B olgulan1 bildirmislerdir. Bu durum virusdaki X geni kodlayan bolgedeki
mutasyonlar ile aciklannustir. Ote yandan sessiz HBV enfeksiyonlar1 olarak
adlandirilan bu durumun, pre-C defektif mutasyonlar1 ve core geni mutasyonlari ile de
ortaya c¢ikabildigi bildirilmistir (175). Surface geni mutantlarinin atipik serolojiden
sorumlu olabilecegini, ancak her atipik serolojiden mutantlarin sorumlu olmadigini
sOylemek miimkiindiir. Muhtemelen virus replikasyonundaki, konak¢inin spesifik
immiin yanitindaki degisiklikler de atipik serolojiye neden olabilmektedir.

Calismamizda HBsAg negatif HBV DNA pozitif 27 hasta icerisinde 6’sinin tim
serolojik gostergelerinin (Anti-HBs, Anti-HBe, Anti-HBc, HBeAg, HBcIgM) negatif
oldugunu gordiik. Tiim serolojik testleri negatif HBV DNA pozitif 6 olgunun viral
yiiklerine baktigimizda 2 olgunun viral yiik miktarlarinin diisiik (1000 - 3000), 2
olgunun yiiksek (3000 - 1x10%, 2 olgununda ¢ok yiiksek ( 1x10°<) oldugunu gordiik.
Bu olgularin transaminazlarina bakildiginda ise 1 olgunun orta derecede yiiksek (60-
100), 1 olgunun ¢ok yiiksek (100<) ve 4 olgunun da transaminazlarinin normal oldugu
goriildii. Bizim bu bulgularimiza karsilik Ozbilge ve ark. yapmis oldugu ¢alismada ise
hepatit B i¢in tiim serolojik testleri negatif olan 4 olguda HBV DNA pozitifligi tespit
edilmistir. Bunlarin viral yiik miktarlarinin 30.000 kopya/ml den az oldugu, ancak 4
hastanin da transaminazlarinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Tiim serolojik markerlar
negatif olan 6rneklerde HBV DNA saptanmasi, molekiiler biyoloji tekniklerinin HBV

konusundaki 6nemini géstermistir (14).

Hastaligin erken evrelerinde tamamen HBeAg (+) suslarin varliginda immiin
toleranstan dolay1 genellikle hastalik aktivitesi az ve transaminaz diizeyleri diisiik
olmaktadir. Halbuki wild tipin temizlendigi ve HBeAg (-) mutantlarin hakim oldugu
donemde HBeAg (+) viruslardaki replikasyon artiglar1 donemlerinde, zeminde immiin
tolerojen bu maddenin bulunmamasi, fakat HBeAg'nin hepatositlerin yiizeyinde

eksprese olmasi yeni bir immiin saldiriya, dolayisi ile alevlenmelere neden olmaktadir.
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Bu saldirmin arkasindan HBeAg (-) viruslar var olmaya devam etmektedirler.
Tamamiyla HBeAg (-) viruslarin tiim populasyona hakim oldugu durumda hastalik
genellikle inaktif veya hafif transaminaz yiiksekligi ile seyretmeye devam etmektedir.

Mutantlarla enfekte hastalarda akut alevlenmeler gelistiginde, yiikselen HBV DNA
titresinden cogunlukla wild tip sorumlu tutulmustur (117). HBeAg hepatositlerin
yiizeyinde sitotoksik T hiicrelerinin cevap gelistirdigi en Onemli antijenik
yapilardandir. Bu antijenin olmamast virusun immiin sistemden kacmasina ve
enfeksiyonun devamliligina neden olmaktadir. Calismamizda inceledigimiz 27 HBV
DNA pozitif vakanin viral yiik miktarlarina baktigimizda 9 olgunun viral yiik
miktarlarinin diisiik (1000 - 3000), 16 olgunun yiiksek (3000 - 1x106), 2 olgununda
cok yiiksek (1x10°<) oldugu goriildii. Ozbilge ve ark. (142) calismasinda HBsAg
negatif HBV DNA pozitif 12 olgunun 11’ inin diisiik viral yiike sahip oldugu
belirlenmistir. Silva ve ark. (157) ¢alismasinda bulduklart HBV DNA pozitif olan 5
(%3,3) ornegin viral yiik miktarlarinin 1000 copy/ml altinda oldugu belirtilmistir.
Minuk ve ark. nin (128) hemodiyaliz hastalarinda HBV DNA pozitif bulduklar1 9
ornegin viral yiik miktarlarinin ise 10%-10* kopya/ml arasinda oldugu bildirilmistir.
Minuk ve ark. nin (129) baska bir calismada saptadiklar1 33 HBV DNA pozitif 6rnegin
viral yiik ortalamasi 10° kopya/ml’nin altinda bulunmustur. Bizim ¢ahsmamizda HBV
DNA pozitif orneklerin i¢inde viral yiik miktarlar1 yiiksek olanlarin bulunmasi diger
caligmalara gore 6rnek sayimizin daha fazla olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Daha
once belirttigimiz gibi orneklerin alindigi zaman eger HBeAg (-) mutantlarin hakim
oldugu ve HBeAg (+) viruslardaki replikasyon artislarimin bagladigi doneme

rastlamissa buda alevlenmelere ve HBV DNA titresindeki artisa neden olmus olabilir.

Bu bulgular esliginde bizce HBsAg negatif olgularda da HBV enfeksiyonu
olusabilmesi 0zellikle transfiizyon sirasinda biiyilkk Onem tasimaktadir. Yapilan
calismalardaki %3-19 oraninda bulunan ve bizim ¢alismamizda elde ettigimiz %10,4
HBV DNA pozitifligine dikkat cekerek bu konudaki Onlemlerin ve tarama
metotlariin artirllmasi gerektigini diisiiniiyoruz. HBsAg ELISA tarama testlerinin
transfiizyonla iligkili HBV enfeksiyonlarim1 tamamen oOnleyemedigi, bu nedenle

vericilerin taranmasinda HBsAg’nin yan1 sira HBV ile karsilasmay1 saptayabilen
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anti-HBc antikor testleri ve HBV DNA testlerinin uygulanmasinin transfiizyon sonrasi
hepatit B gelisme riskini en aza indirecegini diisiinmekteyiz.

Kan {iinitelerinde giivenligi artirmak i¢in niikleik asit amplifikasyon teknigi
(NAT) bircok gelismis iilke tarafindan, havuzlanmis plazma Ornekleri ve tek tek
dondrlerde HCV ve HIV taranmasi i¢in kullanilmaya baslanmistir. HCV ve HIV icin
NAT uygulamasina dair uluslar arasi bir konsey mevcut olmasina kargin bazi Avrupa
ilkelerinde HBV NAT taranmasi, maliyetin yiiksekligi nedeniyle uygulanmasi hala
tartismalidir (188). Bazi kan bankalarinda da HBsAg negatif kan donérlerinden HBV
bulagsmasim1  engellemek amaciyla PCR yontemi kullanilmaya baslamistir.
Havuzlanmis plazma 6rneklerinde PCR ile HBV DNA arastirilarak bu yolla HBV’nin
bulasmasi engellenebilmektedir (141).

Sonug¢ olarak molekiiler yontemlerin ilerlemesiyle birlikte 6zellikle mutant
viriislere bagh olarak olusan karisik serolojik profiller nedeniyle, hepatit B’nin kesin
gostergesi HBV DNA’dir. Bu yiizden hepatit B’li hastalarda tan1 ve tedavinin
izlenmesinde serolojik markerlerle birlikte yiiksek sensitiviteye sahip olan HBV
DNA’nin kullanilmasi ile kesin sonuc¢ elde edilecegi ve transfiizyon sonrasi

hepatitlerinin de en aza indirilecegi kanisindayiz.
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