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OZET

Diisiik oranda da olsa -transfiizyon éncesi donér kaninda hepatit B viriis (HBV) saptamada sadece HBsAg arasti-
rildig1 icin- posttransfiizyonel hepatit gecisi s6z konusu olmaktadir. Anti-HBc'yi de ilave edip pozitif olanlart hari¢
tutmak ise toplumda pozitiflik oraninin fazlaligindan dolayt dondér bulmay: giiclestirebilir. Calismada, HBsAg ne-
gatif dérneklerde kantitatif anti-HBc diizeyi ile HBV-DNA varligi arasindaki iliskinin arastirilmast amaglanmugtir. Bu
calismada, transfiizyon oncesi mikropartikil ELISA yontemi (Axsym, Abbott Laboratories, ABD) ile HBsAg negatif
saptanmis 232 donor serumunda liretici firma onerileri dogrultusunda kantitatif total anti-HBc (Hepanostika, anti-
HBc Uniform, Biomerieux bv, Hollanda) aragtirilmis, absorbans degerlerine gore iki farkli kategoride pozitifligi he-
saplanan serumlardan ayrica diger serolojik testler ve real time PCR (GeneAmp 5700 Sequence Detection System)
yontemi ile HBV-DNA calisilmistir. HBsAg negatif 232 bireyin 22 (%9.5)sinde anti-HBc pozitif bulunmus, anti-HBc
pozitif serumlarin tamaminda HBeAg ve anti-HBc IgM negatif, 3 (%13.6)’linde anti-HBe, 17 (%177.3)sinde ise anti-
HBs pozitif saptanmugtir. Anti-HBc pozitif 22 serumdan 15 (%68.2)’i diisiik, 7 (%31.8)’si ise yiiksek diizey pozitif bu-
lunmus, diisiik diizey serumlarin hicbirinde HBV-DNA saptanmazken, yiiksek diizey anti-HBc pozitif serumlardan
birinde HBV-DNA pozitif bulunmugtur. Hastanin (38 yas, erkek) serolojisi incelendiginde HBsAg ve anti-HBs nin ne-
gatif, anti-HBc (0.056/0.314) ve HBV-DNA (1.8 x 1 07 kopya/mL)’nin pozitif bulundugu anlasilmuistir. Kantitatif an-
ti-HBc calisilmast ve yiiksek diizeylerin ayrilmasi HBV bulasinda bir korunma yéntemi olabilir.
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SUMMARY
Estimation of HBV-DNA Existence By Quantitative Anti-HBC Detection

Although it is a weak possibility, post-transfusional hepatitis B infection is reported due to HBsAg screening only
before transfusion. Adding anti-HBc antibody to the screening and excluding anti-HBc positive cases may obscure
finding donors enough. The aim of the study, determine of the correlation between quantitative total anti-HBc and
HBV-DNA on HBsAg negative samples. 232 HBsAg negative donors screened by microparticule ELISA (Axsym, Ab-
bott Laboratories, USA) were included into the study and screened for quantitative total anti-HBc (Hepanostika, an-
ti-HBc Uniform, Biomerieux bv, Holland) and positivity was calculated at 2 different categories. The sera were al-
so tested for HBV-DNA by other serological tests and RT PCR (GeneAmp 5700 Sequence Detection System). 22
(9.5%) of 232 HBsAg negative individuals were anti-HBc positive. All anti-HBc positive sera were negative for HBe-
Ag and anti-HBc IgM. Anti-HBe was positive in 3 (13.6%) sera while anti-HBs were positive in 17 (77.3%) cases. Of
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total 22 anti-HBc positive sera, 7 (31.8%) were strongly and the resting were weakly positive (68.2%). None of we-
akly positive sera were HBV-DNA positive while 1 of the strongly positive sera contained HBV-DNA. Serology scre-
ening of this patient, 38 years old, male, were HBsAg and anti-HBs negative, and anti-HBc and HBV-DNA positive
(0.056/0.314 and 1.8 x 107 copy/mL respectively). Quantitative anti-HBc screening and excluding cases with high

titers may prevent HBV transmission.
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GIRIS

Hepatit B virlis (HBV) infeksiyonunda en 6nemli
serolojik belirleyiciler; yiizey antijeni olan HBsAg,
erken antijen olan HBeAg ile hem bu antijene hem
de kor antijeni olan HBcAg’ye karsi olusan anti-
korlardir (1). Bu belirleyicilerden HBsAg tasiyicili-
gin, HBeAg aktif infeksiyon ve bulastiriciligin, anti-
HBc ise HBV ile karsilasmis olmanin gostergesi
olarak degerlendirilmektedir (2). Anti-HBc, HBV
infeksiyonu geciren saglikl bireylerin yani sira,
persistan HBV infeksiyonlu hasta serumlarinda
da saptanabilir ve bu kisilerin de infeksiy0z olabi-
lecegi ifade edilmektedir (1-5). Salt anti-HBc pozi-
tifligi tarama testleri ile saptanamayacak diizeyde
HBsAg tasiyiciliginda da goriilmektedir (5).

HBV infeksiyonlarinin en 6nemli bulagsma yolla-
rindan biri, kan ve kan Uriinleridir (6). Bu yolla
bulasin 6nlenmesinde rutin tarama testi olarak
genellikle HBsAg belirleyicisi kullanilmaktadir
(2). Transfiizyon 6ncesi dondr kanlarinin HBsAg
yoniinden taranmasi sayesinde transfiizyon so-
nucu ortaya cikabilecek HBV infeksiyonlarinin in-
sidansi 6nemli olclide azaltilmistir (7). Ancak, na-
diren de olsa HBsAg negatif bulunan kanlarla da
transfiizyon sonrasi hepatit B infeksiyonlar1 olus-
maktadir. Bu durum tarama kitlerinin duyarhhigi-
na bagh oldugu kadar, HBsAg negatif oldugu hal-
de HBV-DNA ve anti-HBc pozitif kisilerin varligina
da bagh olabilir (1,8).

Bu calismada, HBsAg negatif saptanan donor kan
serum Orneklerinde kantitatif anti-HBc diizeyi
saptanmasinin énemi ve HBV-DNA pozitifligi ara-
sindaki iliskinin arastirilmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Transfiizyon 6ncesi mikropartikiil ELISA yontemi
ile (Axsym, Abbott Laboratories, ABD) HBsAg ne-
gatif saptanmis 232 donor serumunda uretici fir-
ma oOnerileri dogrultusunda kantitatif total anti-
HBc (Hepanostika, anti-HBc Uniform, Biomerieux
bv, Hollanda) arastirilmis, absorbans degerlerine
gore -diisiik ve yliksek olmak tizere- iki farkl kate-
goride pozitifligi hesaplanan serumlardan diger
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hepatit testleri ELISA (Biomerieux bv, Hollanda)
ve HBV-DNA real time PCR (GeneAmp 5700 Sequ-
ence Detection System) yOntemi ile ¢alisilmigtir.

Real time PCR icin Spin kolon ekstraksiyon prose-
diri izlenmistir. Ornekler vortekslendikten son-
ra 1.5 mLlik mikrosantrifiij tiipleri icine 200 pL B3
soliisyonu, 25 pL proteinaz K ve 200 pL hasta oOr-
negi eklenip tekrar vortekslenmistir. Tiipler
70°C’de 40-45 dakika inkiibe edilip 210 pL %96’Iik
saf etanol eklenip tekrar vortekslenmis, sonra
tiiplerin icerigi Nucleospin Blood kolonlu (Mac-
herey-Nagel, Almanya) 0zel tiiplerine aktarilmis
ve 11.000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Ko-
lonlar yeni toplama tiiplerine yerlestirilmis ve
tizerlerine 500 pL BW soliisyonu konulup tekrar
11.000 x g’de 1 dakika santrifiij edilip izerlerine
600 uL B5 soliisyonu eklenip 11.000 x g’de 1 daki-
ka santrifiij edilmis, son olarak kolonlar steril 1.5
mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine konulup iizerleri-
ne 70°C’de 1sitilmis BE soliisyonundan 100 pL ek-
lenip 11.000 x g’de 1 dakika santrifiij edilerek ha-
zirlanmistir.

Real time PCR icin PCR miksleri hazirlanarak,
22.5 pL. miks (miks, Forward Primer, Reverse Pri-
mer ve TagMan Prop) + 2.5 pL hasta ekstrakti RT
PCR termal cyclerinde cogaltma yapilmistir. HBV
pozitif kontrolii icin 2 x 108 kopya/mL, 5 x 10°
kopya/mL, 2 x 10° kopya/mL, 5 x 10* kopya/mL, 1
x 10* kopya/mL, 2 x 103 kopya/mL standartlar
alinmis, negatif kontrol icin distile PCR grade su
tercih edilmis, elde edilen sonuclar kalitatif ola-
rak degerlendirilmistir. HBV i¢in kitin saptama alt
limiti 100 kopya/mL olup, Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) onerisi dogrultusunda 1000 kopya/mL iize-
rindeki sonuclar pozitif kabul edilmistir (HBV-
DNAda alt smur 10% IU/mL; cevirme faktorii: 1
IU/mL= 2-5.2 kopya/mL).

BULGULAR

HBsAg negatif 232 bireyin 22 (%9.5)’sinde anti-
HBc pozitif bulunmus, anti-HBc pozitif serumla-
rin tamaminda HBeAg ve anti-HBc IgM negatif, 3
(%13.6)’tnde anti-HBe, 17 (%77.3)’sinde ise anti-
HBs pozitif saptanmistir.
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Anti-HBc pozitif 22 serumdan 15 (%68.2)’i disik,
7 (%31.8)’si ise yiiksek diizey pozitif bulunmus,
disiik diizey serumlarin hicbirinde HBV-DNA
saptanmazken, yiiksek diizey anti-HBc pozitif se-
rumlarin birinde HBV-DNA pozitif bulunmustur.
Hastanin (38 yas, erkek) serolojisi incelendiginde
HBsAg ve anti-HBs'nin negatif, anti-HBc (0.056/0.314)
ve HBV-DNA'nin (1.8 x 107 kopya/mL) ise pozitif
oldugu gozlenmistir.

TARTISMA

HBV serolojik gostergelerinden anti-HBc, viriisle
karsilagsmay1 gosteren en duyarh gostergedir. An-
ti-HBc normalde HBsAg ile birlikte (akut hepatit B
geciren ve tastyicilarda) veya anti-HBs ile birlikte
(infeksiyonu dogal yoldan gecirenlerde) bulunur.
Ancak HBsAg ve anti-HBs'nin negatif saptandigi
olgularda anti-HBc pozitifligine cok sik rastlan-
maktadir (9).

Giinlimiizde HBV’nin tanimlanmasi icin gelistiri-
len immiinolojik testler sayesinde transfiizyon
sonucu ortaya cikabilecek HBV infeksiyonlarinin
insidans! oldukca azaltilmistir. Don6r kanlarinin
HBsAg yoniinden taranmasi HBV infeksiyon bula-
sin1 onemli derecede 6nlemesine karsin, yine de
HBV transfiizyon sonrasi gelisen hepatitlerin
onemli nedenlerinden biri olmaya devam etmek-
tedir. Yapilan calismalar HBsAg negatif, ancak
HBV-DNA ve anti-HBc pozitif kisilerin HBV bulas-
masinda 6nemli oldugunu gostermektedir (8).
Theris ve arkadaslarinin calismasinda da, serone-
gatif i¢ olguda PCR ile HBV-DNA saptanmis ve bu
orneklerle sempanzeler infekte edilerek, serone-
gatif kisilerin de HBV yo6niinden bulastirici olabi-
lecekleri gosterilmistir (10). Sun ve arkadaslari,
DNA hibridizasyon metodu ile saglikli kan donor-
lerinde %1.8, Pao ve arkadaslari ise karaciger
fonksiyonlar1 normal seronegatif saglikl kisilerde
%11 oraninda HBV-DNA pozitifligi bildirmislerdir.
Zekri ve arkadaslari, HCV ve HIV negatif 5043 do-
norin %21.47’sinde yalnizca anti-HBc pozitif bul-
mus ve anti-HBc pozitif bu 6rneklerin %1.25’inde
ise HBV-DNA pozitifligi saptamislardir (11-13). Yi-
ne Ren ve arkadaslari ise 297 donoriin dordiinde
ylksek titrede, 75’inde ise diisiik titrede izole an-
ti-HBc pozitifligi saptamis ve yiiksek titrede olan-
larin 1 (%0.34)’inde RT-PCR y6ntemi ile HBV-DNA
pozitifligi bulmuslardir (14). Wachs ve arkadaslari
diger serolojik belirleyicileri negatif, ancak anti-
HBc pozitif kisilerin HBV infeksiyonlarini organ
transplantasyonuyla da gecirebilecegini ve 6zel-
likle karaciger alicilarinda hem viriisiin bulasma
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riskinin yiiksek, hem de infeksiyonun siddetli ola-
cagmni belirtmislerdir (15). Ayrica, yine HBsAg se-
ronegatif kan donorlerinin plazma orneklerinde
yapilan bir calismada, %3.5 (7/200) oraninda HBV-
DNA pozitifligi saptanmistir (16).

izole anti-HBc pozitifligi 6zel hasta gruplarinda
daha dikkatli degerlendirilmelidir. Yapilan calig-
malarda inflamatuvar hepatitli hastalar, hemodi-
yalizli veya organ transplantasyonu yapilan has-
talar, homoseksiieller ve intravenoz (IV) uyusturu-
cu kullanimi 6ykiisii bulunan izole anti-HBc’li has-
talarin ortalama %40’inda HBV-DNA pozitif olarak
bulunmustur (17,18). Diger bir ¢calismada da kara-
ciger transplantasyonu adaylarinda HBsAg ve an-
ti-HBs negatif, anti-HBc total pozitif hastalarin ka-
raciger igne biyopsilerinin %8.2’sinde HBV-DNA
pozitif bulunmus ve anti-HBc pozitifliginin red se-
bebi olmasi gerektigi bildirilmistir (19). Diger calis-
malarda da oldugu gibi diisiik oranda da olsa
HBsAg negatif, anti-HBc pozitif donor kanlarinin
infeksiydz olabilecegi gosterilmistir. Donorlerde
anti-HBc iceren kanlar ile infeksiyonun bulagma
oraninin %14 oldugu bildirilmistir (20).

HBV-DNA pozitif kan donodrlerinde HBsAg'nin
saptanamamasinin nedenleri arasinda; DNA sap-
tama yontemlerinin immiinolojik ydntemlerden
daha duyarli olmasi, HBsAg seronegatif kisilerde
kismen ya da tamamen HBV genlerinin ekspres-
yonunun olmamasi ve buna bagh olarak hiimoral
immiin yanitin gelisememesi veya infeksiyonun
farkli HBV subtipleri ile olusmasi gibi faktorler sa-
yilabilir (21,22).

Sonu¢ olarak, HBsAg ELISA tarama testlerinin
transfiizyonla iligkili HBV infeksiyonlarini tama-
men Onleyemedigi diisiiniildiigiinde, HBV tasiy1-
cilik orani yiiksek olan iilkemizde donér kanlari-
nin taranmasinda HBsAg testlerinin yani sira,
kantitatif anti-HBc antikor testlerinin de uygulan-
masl ve sonrasinda yiiksek diizeylerin ayrilmasi
HBYV bulasinda bir korunma yontemi olabilir.
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