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Amag: Hepatit B enfeksiyonu gegiren kisilerin kaninda HBsAg negatiflesse de
hepatit B virtistinti bulastirma riskinin devam ettigi bildirilmektedir.

Gereg ve Yontemler: Calismamizda; hepatit B enfeksiyonu gegiren ve HBsAg
negatiflesen olgularda, hepatit B viris DNA'sinin polimeraz zincir reaksiyonu
yontemi ile arastinimasi amaglandi. Toplam 57 olgu degerlendirmeye alindi. Akut
hepatit B virlis enfeksiyonu gecirip HBsAg negatiflesen 44 olgunun 19'unda
(%43,2) hepatit B virtis DNA pozitif saptandi.

Bulgular: Dogal immnitesi olup antiHBs pozitif saptanan 13 olgunun ise 2'sinde
(%15,4) hepatit B virlis DNA'sI pozitif bulundu. Toplam 21 (%36,8) olguda
enfektivitenin devam ettigi gézlendi. Bu olgularda hepatit B virlis DNA dizeyleri
4,6x102 ile 1x10° genom/mL arasinda saptandi.

Sonug: Calismamizda hepatit B viriis enfeksiyonu gegirip HBsAg negatiflesen
olgularda HBV-DNA'nin pozitif olabilecegi gériilmisttr. Bu nedenle; kan dondrii
seciminde antiHBc bakilmasinin HBsAg aramaya gére daha giivenilir oldugu, organ
transplantasyonu uygulamalarinda ise HBV serolojik gdstergelerinden herhangi
birinin pozitif bulundugu vericilerde, serum ve dokularda polimeraz zincir
reaksiyonu ile hepatit B virlis DNA aranmasinin uygun olacagi distiniilmektedir.
(Viral Hepatit Dergisi 2012; 18(2): 47-51)

Anahtar Kelimeler: Hepatit B, kan vericileri, polimeraz zincir reaksiyonu

ABSTRACT

Objective: The risk of transmitting hepatitis B virus has been reported to continue
in the blood of people with loss of HBsAg after recovery from hepatitis B virus
infection. The aim of the present study was to investigate the hepatitis B virus DNA
in patients with loss HBsAg after recovery from hepatitis B virus infection by using
polymerase chain reaction.

Materials and Methods: Total 57 cases were evaluated. Hepatitis B virus DNA
was detected in 19 (43.2%) of 44 patients with loss of HBsAg after acute hepatitis
B virus infection, and in 2 (15.4%) of 13 cases who had natural immunity with
positive antiHBs.

Results: Infectivity continued in 21 (36.8%) cases. Hepatitis B virus DNA levels
were detected between 4.6 x102 with 1x10° genome / mL in these serum samples.
Conclusion: In our study, hepatitis B virus DNA can positive in patients with loss
of HBsAg after hepatitis B virus infection have been shown. For this reason,
antiHBc screening more reliable than HBsAg was thought in the selection of blood
donors. It was thought that hepatitis B virus DNA testing with polymerase chain
reaction is appropriate in serum and tissues of donors with positive hepatitis B
virus serology in the organ transplantation practices. (Viral Hepatitis Journal
2012; 18(2): 47-51)
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Giris

Hepatit B virls (HBV) enfeksiyonu tim dinyada yaygin
olup, yaklasik 400 milyon kisinin bu virls ile enfekte oldugu
bildirilmektedir (1). Eriskin akut hepatit B olgularinin %1-5'i

kroniklesmekte, kroniklesen olgularda siroz ve hepatosellller
kanser gelisme riski artmaktadir (2).

Kanda HBsAg'nin varligi HBV enfeksiyonunun en onemli
gostergesidir. HBV enfeksiyonu gegiren kisilerde antiHBs'nin
olusmasi iyilesmeyi ve immuiniteyi gosterir. AntiHBs ile birlikte
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saptanan antiHBc IgG pozitifligi dogal immdinite olarak
tanimlanir.  HBV-DNA'nin  serumda bulunmasi ise viral
replikasyonun devam ettiginin bir ifadesidir (3).

Nukleik asit amplifikasyon yontemlerinden biri olan
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile HBV-DNA'nin
saptanmasi HBsAg pozitifligine benzer sekilde HBV
enfeksiyonunun kaniti olarak degerlendiriimektedir (3,4).

HBsAg negatif iken transaminaz yUksekligi bulunan
dondrlerin % 9'unda HBV-DNA saptanmasi, serolojik olarak
HBV gosterilemeyen fakat HBV-DNA tespit edilen kisilerin
serumlarinin verildigi deney hayvanlarinda HBV enfeksiyonu
olusmasi; HBsAg yoklugunda da viral replikasyonun devam
edebildigini ve bu kisilerden parenteral yolla HBV bulasinin
mumkun olabildigini gostermektedir (5-7).

Bu calismada, hepatit B enfeksiyonu geciren ve HBsAg
negatiflesen olgularda bulas ihtimalini gosteren HBV-DNA
varliginin PZR yéntemi ile arastiriimasi amaglandi.

Gereg ve Yontem

Calismamizda; 2000-2004 yillari arasinda Ankara Numune
Egitim ve Arastirma Hastanesi 1. Enfeksiyon Hastaliklar ve
Klinik Mikrobiyoloji Klinigi'nde akut HBV enfeksiyonu tanisi ile
yatirilarak takip edilen ve HBsAg negatiflesen 44 olgu ile
poliklinigimize basvuran ve HBV'ye karsi dogal immunite
gelistigi tespit edilen 13 olgu calisma grubunu olusturdu. Akut
HBV enfeksiyonu sonrasinda antiHBs olusumu gdzlenen olgular
ile HBsAg negatiflesmesine ragmen 3 ay boyunca antiHBs
olusumu gdézlenmeyen olgulardan periferik vendz kan érnekleri
toplandi. Bu hastalar 6 ay aralarla kontrole cagrildi. Bu 44
hastanin sadece 14’0 kontrole geldi. Farkli zamanlarda kontrole
gelen 14 olgudan ikinci kan 6rnegdi alindi. Boylece 44 hastanin
30'undan tek serum, 14'Unden ¢ift serum 6rnegi alinmis oldu.
Poliklinige basvuran ve HBV'ye karsi dogal imman tanisi alan 13
olgudan ise tespit sirasinda bir kez periferik vendz kan érnekleri
alindi. Sonugta calismaya alinan 57 olgudan toplam 71 serum
ornegi toplandi.

Olgulara akut hepatit B tanisi serolojik testlerden HBsAg
ve/veya antiHBc IgM pozitifligi yaninda ALT, AST, direkt ve
indirekt bilirubin, GGT, ALP LDH degerlerinde ylkseklik

Elli yedi olgudan toplanan 71 kan &rneginin serumlari
ayrilarak calisma ginline kadar -20 °C'de saklandi. Bu serum
orneklerinde Real-time PZR yoéntemi ile HBV-DNA duzeyleri
belirlendi.

Serumdan HBV-DNA izolasyonu, “High Pure Viral Nucleic
Acid” (Roche, Indianapolis, USA) kiti icerisinde bulunan
kullanma kitapcigindaki yontem izlenerek yapildi. Real-time PZR
icin Roche Light Cycler cihazi “LightCycler-Fast Start DNA
Master Hybridization Probes” kullanildi (Kat. No: 3003248,
Roche, Almanya).

Kullanilan primer ve problar ise HBV ayw genomuna spesifik
asagidaki sekanslari iceriyordu:

HBV-305-321 5'-GCCAAAATTCGCAGTCC-3' (forward)

HBV-680-663 5'-AAACTGAGCCAGGAGAAA-3’ (reverse)

HBV-PR-1 5'-GGATGTGTCTGCGGCGTTTTATCA-
fluorescein-3'

HBV-PR-2 5'-LC-Red

640-TTCCTCTTCATCCTGCTGCTATGCC-fosfat 3

Fast Start DNA hibridizasyon kiti kullanilarak toplam 20 ul
icerisinde amplifikasyon yapildi.

Reaksiyon basamaklari tamamlandiktan sonra floresan
isaretli problarin ortamda bulunan HBV-DNA'ya baglanmasi ile
olusan isima standartlarla karsilastirilarak, serumlarda bulunan
HBV-DNA dizeyleri kantitatif olarak hesaplandi. Calismada
1x102 genom/mL'nin altindaki degerler tespit edilemedigi icin
negatif olarak degerlendirildi.

Bulgular

Yas dagilimi 16-69 arasinda bulunan 57 olgunun 29'u erkek
ve 28'i kadindan olusuyordu. Olgularin tamaminda serum
ornekleri alindigi sirada ELISA ile antiHBe ve antiHBc IgG pozitif,
ALT, AST, GGT, direkt ve indirekt bilirubin dizeyleri normal
sinirlarda bulundu.

Akut hepatit B enfeksiyonu geciren hastalarin takibinde ilk
Uc ay icinde HBsAg'nin negatiflestigi gozlendi. HBsAg
negatiflestikten sonra tek serum ornegi alinan 30 hastanin
19'unda antiHBs pozitif bulunurken; 11 hastada antiHBs negatif
saptandi. Iki kez serum érnegi alinan 14 olgunun 11'inde her iki

Tablo 1. Olgularda HBV-DNA sonuglari

saptanmasi ile kondu. HBsAg negatisesen  Dogal immiin Toplam
Daha 6nce sarilik gecirme ve asilanma 6yklUsU olmayan; hastalar n (%) olgular n (%) n (%)
HBsAg negatif, antiHBs ve antiHBc IgG pozitif olan, ALT, AST, HBV-DNA (+) 19(432) 2(15,4) 21 (36,8)
direkt ve indirekt bilirubin, GGT, ALR LDH degerleri normal HBV-DNA (-) 25 (56,9) 11 (846) 36(632)
saptan“an l<”|§||er ise QOgal immun olarak" kabul.ed|ld|. Hepatit B Toplam 44(100) 13(100) 57 (100)
serolojik gostergeleri ELISA (Abbott®) yontemiyle calisildi.
Tablo 2. Serum drneklerinde HBV-DNA sonuglari
Tek serum ornegi Cift serum drnedi alinan hastalar Dogal immiin Toplam
alinan hastalar 1. serum érnekleri 2. serum drnekleri olgular
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
HBV-DNA (+) 7(23.3) 10 (71,4) 7 (50) 2(154) 26 (36,6)
HBV-DNA (-) 23(76,7) 4(28,6) 7(50) 11 (84,6) 45 (63,4)
Toplam 30(100) 14.(100) 14.(100) 13 (100) 71(100)
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serum érneginde antiHBs pozitif saptandi. Iki olguda ilk serum
orneklerinde antiHBs negatif iken ikinci drneklerde pozitiflestigi
gozlendi. Bir olgu ise 23 ay sUresince takip edilmesine ragmen
her iki serum 06rneginde de antiHBs olusumu gdézlenmedi.
Hepatit B'ye karsi dogal immin olan olgularin serumlari ile
birlikte baktigimizda toplam 71 serum &rneg@inin 56'sinda
antiHBs pozitif bulunurken; 15 serum orneginde antiHBs negatif
bulundu.

Akut hepatit B geciren 44 hastanin 19'unda (%43,2), HBsAg
negatiflestikten sonra degisik zamanlarda alinan serum
orneklerinde HBV-DNA pozitif bulundu. Dogal immunitesi olan
13 olgunun ise ikisinde (%15,2) HBV-DNA pozitif saptandi. Bu
iki kisinin HBV-DNA degerleri 3.2x103 genom/mL ve 5.2x102
genom/mL olarak belirlendi. Toplam 21 (% 36.8) olguda
enfektivitenin devam ettigi gozlendi (Tablo 1).

Elli yedi olgudan toplanan 71 serum 06rneginin 26'sinda
(%36,6) HBV-DNA pozitif olarak bulundu. Bu érneklerde HBV-
DNA dizeyleri 4,6x102 ile 1x105 genom/mL arasinda saptandi.
Hastalardan biri akut enfeksiyonu gecirdikten sonra uzun sire
kontrole gelmeyip taburuculugundan 58 ay sonra poliklinigimize
basvurdu. Bu olguda antiHBs pozitif olmasina ragmen serum
HBV-DNA dlzeyi 1x105 genom/mL olarak tespit edildi.
Olgulardan toplanan 71 serum o6rneginde HBV-DNA sonuclari
Tablo 2'de gosterilmistir.

Iki serum drnegi bulunan 14 hastanin HBV-DNA sonuglari
degerlendirildiginde; iki olguda her iki serum drneginde de HBV-
DNA negatif bulundu. Bes olguda ilk serum 6rneginde 102-103
genom/mL dlzeyinde pozitif bulunan HBV-DNA dizeyleri
azalarak ikinci serum 6rneklerinde tespit edilemez diizeye indi.
HBV-DNA diizeyleri 103-104 genom/mL saptanan bes olgunun
ikinci serum &rneklerinde de HBV-DNA pozitif bulundu. Ik
serum orneklerinde HBV-DNA tespit edilemeyen iki olgunun 24.
ve 15. aylarda alinan ikinci serum orneklerinde HBV-DNA, 103
genom/mL dlzeyinde bulundu (Tablo 3).

Tablo 3. Cift serum Grnegi alinan 14 hastanin HBV-DNA diizeyleri
Zaman HBV-DNA Zaman HBV-DNA
(ay) (genom/mL) (ay) (genom/mL)

1 4 () " (-)

2 7 () 13 (-)

3 3 1,2x108 14 (-)

4 16 2,5x108 24 (-)

5 3 2,7x103 14 (-)

6 8 4,6x102 26 (-)

7 10 6,1x102 23 (-)

8 19 1,1x104 26 2x104
9 13 1,4x103 20 2x103
10 12 3x103 21 8,8x103
1 15 6,7x103 34 8,4x103
12 3 7,5x103 10 9,6x103
13 13 (-) 24 1,3x103
14 5 (-) 15 2x108

Tartisma

Akut HBV enfeksiyonu sonrasinda HBsAg'nin kaybolup
antiHBs'nin olusmasi ve karaciger fonksiyonlarinin normale
doénmesi; enfeksiyonun iyilestiginin ve bagisiklik gelistiginin
kaniti olarak kabul edilir. Fakat virlsin vyapisi ve yerlesimi
nedeniyle akut HBV enfeksiyonundan klinik, biyokimyasal ve
serolojik iyilesme olsa bile viral DNA'nin tamami yok
edilemeyebilir (8-10). Yapilan calismalar gegmiste HBV
enfeksiyonu geciren, HBsAg kaybolan ve HBV’'na karsi antikor
tasiyan olgularin yaklasik %30'unda vireminin sirdiginu
gostermektedir. Literatirde antiHBs olusumundan uzun slre
sonra bile karaciger ve serumda HBV-DNA varliginin gosterildigi
olgular bulunmaktadir (8,10-13).

Akut hepatit B seyrinde viremi suresinin arastinldigr bir
calismada akut HBV enfeksiyonu tanisi ile izlenen 11 hastanin
10'unda 6-19. aylarda HBV-DNA'nin pozitif oldugu saptanmis,
sadece bir hastada 14. ayda HBV-DNA'nin negatif oldugu
bildirilmistir (10). Bizim ¢alismamizda da 44 hastanin 19'unda 3-
58. aylarda HBV-DNA pozitif olarak bulunmustur.

Akut HBV enfeksiyonu sonrasi HBsAg'i kaybolup antiHBs
gelisen dort hastanin uzun slre takip edildigi bir calismada
olgulardan birinde klinik, biyokimyasal ve serolojik iyilesmeden
70 ay sonra bile serum ve periferal kan mononUkleer
hicrelerinde  HBV-DNA'nin  varligi  gosterilmistir ~ (8).
Calismamizda akut enfeksiyon tablosunu gegcirip 58 ay sonra
kontrole gelen ve antiHBs pozitif saptanan bir olguda HBV-DNA
diizeyi 1x105 genom/mL olarak bulunmustur. Bu olgu HBV-DNA
tespit edilen hastalar arasinda, kontrol slresi en uzun ve en
fazla viral ylke sahip olan olgu olarak belirlenmistir.

Rehermann ve ark. 23 yil dnce HBsAg negatiflestigi bilinen
bir olguda PZR ile HBV-DNA'y1 pozitif bulduklarini bildirmislerdir
(11). HBV enfeksiyonunu ne zaman gegirdigi belli olmayip, dogal
immudnite tanisi ile calismamiza dahil ettigimiz 13 kisinin ikisinde
hala HBV-DNA'nin pozitif bulunmasi da virlsin uzun slre
serumda varligini srdurebilecegi gorlsini desteklemektedir.

Bir calismada HBsAg negatif, antiHBc pozitif bulunan 63
olgunun 20'sinde Cobas Amplicor PZR ile serumda HBV-DNA
(1000 genom/mL altinda) pozitif saptanmistir (12). Bizim
calismamizda da HBsAg'i kaybolan ve antiHBc pozitif olan 57
olgunun 21'inde Real-time PZR ile HBV-DNA 460-100000
genom/mL arasinda pozitif saptanarak benzer sonuglara
ulasilmistir.

Zhang ve ark. kronik karaciger tanisi olan 410 olguda
yaptiklarl bir calismada; olgularin tamaminda serumda, 188
olgunun ise karacigerinde PZR ile HBV-DNA arastirmislar,
HBsAg negatif, antiHBs pozitif 84 hastanin %30'unda serumda;
37 hastanin ise %32'sinde karacigerde HBV-DNA'nin pozitif
oldugunu bildirmislerdir (13).

Bildirilen sonuclar organ transplantasyonlarinda HBV'nin
aliclya gecerek enfeksiyon olusturabilmesi yontinden 6nemli
g6ztkmektedir. Bazi calismalar HBsAg negatif, antiHBc pozitif
donorlerden naiv alicilara yapilan transplantasyonlardan sonra
alicilarda HBV enfeksiyonunun gelistigini bildirmektedir (14,15).
Organ transplant alici ve dondrlerinin incelendigi sistematik bir
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analizde; HBsAg negatif, antiHBc pozitif dondrlerden HBV naiv
proflaksi almamis alicilara yapilan karaciger nakillerinin
%58'inde yeni HBV enfeksiyonu gelistigi bildirilmistir. Proflaksi
alanlarda bu oran dusse de (%11) alicilara HBV gecisi
engellenememistir (16). Benzer bir ¢calismada HBsAg negatif,
antiHBc pozitif organ dondrlerinin alicilari izlienmis, 36 karaciger
alicisinin 8'inde HBV enfeksiyonu gelistigi bildirilmistir (17).

Bazi calismalarda da HBV enfeksiyonu gecirip tamamen
iyilesmis alicilarda kemik iligi transplantasyonu sonrasi
immunosupresif tedavi veya malinitelerde kemoterapi altinda
HBV'nin reaktive olabildigi, antiHBs'nin kaybolup HBsAg'nin
yeniden olustugu belirtiimektedir (18-20).

Transflzyon sonrasi HBV enfeksiyon riski Amerika ve
Almanya gibi HBV acisindan distk endemisiteli bdlgelerde
1/100000'den daha az olarak bildirilmektedir (24). Yiksek
endemik bolgelerde bu oranin daha yuksek olacagi kesindir.
Ornegin Gana'da kan vericilerinin yaklasik % 15'inin kronik HBV
tastyicisi oldugu gosterilmistir (25). Turkiye ise orta endemisite
bolgeleri arasinda yer almaktadir (2). Bin dokuz yliz yetmis
yilindan bu yana uygulanan tim kan dondrlerinde HBsAg
taramasi kan transflizyonu ile gecen HBV enfeksiyonu riskini
belirgin olarak azaltmistir (21). Buna ragmen HBsAg ve antiHBs
negatif, antiHBc pozitif dondrlerin kaninin veriimesi ile alicida
transflizyon sonrasi HBV enfeksiyonu gelisebildigi gdsterilmistir
(22,23). Cesitli arastirmalarda kan donoérlerinde HBsAg
taramasinin transflizyon sonrasi HBV enfeksiyon riskini
onlemede yetersiz kaldigi, antiHBc taramasinin gerekli oldugu
sonucuna varilmistir (11,26,27). Turkiye'den Bal ve ark.'nin kan
donodrlerinde vyaptilart galismada, izole antiHBc pozitif
dondrlerde HBV-DNA pozitifligi tim HBsAg negatif dondrlerin
%0,011 gibi az bir kisminda tespit edilmistir. Bu galismada, HBV
gecisinin bu yolla distk olmasina ragmen yine de akilda
tutulmasi gerektigi vurgulanmistir (28). Ozkan ve ark. ise HBsAg
ve antiHBs yerine antiHBc bakilarak, antiHBc pozitif kisilerde
HBsAg ve antiHBs bakilmasinin maliyeti %11,78 azalttigini
gostermislerdir (29).

Weber, HBV-DNA dlzeyi ile hastaligin aktivitesi ve
enfektivitesi arasinda iliski oldugunu bildirmektedir. Buna gore;
cok yiksek viremide (HBV-DNA dizeyi 109-1017 genom/mL)
kan yoluyla, cinsel yolla ve aile ici bulas oldugu; ylksek viremi
durumunda (HBV-DNA dizeyi 105-106 genom/mL) kan yoluyla
bulas oldugu ancak cinsel yol ve aile ici bulasin stpheli oldugu
ifade edilmektedir. Dislk viremi (103-105 genom/mL) ve cok
dusik viremide (10-103 genom /mL) ise cinsel yol ve aile igi
bulasin  olmadigi ancak kan vyoluyla bulasma oldugu
belirtiimektedir (30). Bu sonuca goére bizim galismamizda HBV-
DNA pozitif tespit edilen tim olgular kan veya organ vericisi
olduklarinda HBV bulastirma riskine sahiptirler.

HBV-DNA dlzeylerinin  zaman icinde dalgalanmalar
gosterdigi bildiriimektedir. Tetkik ydntemleri hala standardize
edilmedigi icin HBV-DNA testlerinin prognoz tayininde tek
belirleyici olarak kullanilmasi dnerilmemektedir (3,31). Bizim
galismamizda da farkli zamanlarda alinan ¢ift serum érnegindeki
HBV-DNA duzeylerine bakilan 14 olgunun ikisinde HBV-DNA
dlzeyi olcllemez halde iken ikinci serum drneklerinde belirgin
bir artis oldugu saptanmistir.

Calismamizda HBV enfeksiyonu gecirip HBsAg negatiflesen
olgularda HBV-DNA'nin pozitif olabilecegi gorilmistir. Bu
nedenle; kan dondrl seciminde antiHBc bakilmasinin HBsAg
aramaya gore daha onemli bir gdsterge oldugu, organ
transplantasyonu uygulamalarinda ise HBV serolojik
gostergelerinden herhangi birinin pozitif bulundugu vericilerde,
serum ve dokularda PZR ile HBV-DNA aranmasinin uygun
olacagi dustnulmektedir.
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