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HEMODIYALIZ HASTALARININ GiZLi HEPATIT B VARLIGI
YONUNDEN ARASTIRILMASI

INVESTIGATION OF HEMODIALYSIS PATIENTS IN TERMS OF THE
PRESENCE OF OCCULT HEPATITIS B
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OZET: Hepatit B virus (HBV) yiizey antijeni (HBsAg) negatif olan kisilerde HBV-
DNA varlig “gizli (occult) hepatit B” olarak tanimlanmaktadir. Hepatoseliler karsinoma,
hemodiyaliz uygulamasi ya da hepatit C virus (HCV) ile ko-enfeksiyon durumlarinda
gizli HBV enfeksiyonuna daha sik rastlandigi ile ilgili raporlar vardir. Bu calismada,
hemodiyaliz hastalarinda ve hemodiyaliz hastasi olmayan ancak farkh HBV ve HCV
serolojik profillerine sahip tumu HBsAg negatif olan gruplarda HBV-DNA varliginin
arastinlmasi amaclanmistir. Galismaya, 153 hemodiyaliz hastasi (97 erkek, 56 kadin; yas
ortalamasi: 41.3+5.8 yil) ile 73 hemodiyaliz hastasi olmayan kisi (46 erkek, 27 kadin;
yas ortalamasi: 36.5+6.9 yil) olmak Uzere, tUmUu HBsAg negatif toplam 226 kisi dahil
edilmistir. Hemodiyaliz hastalarinin %26.1’i (40/153) anti-HCV pozitif iken, hemodiyaliz
hastasi olmayan grubun 41’i anti-HCV pozitif, 22’si salt anti-HBc 1gG pozitif, yedisi
anti-HBc IgG ve anti-HBs pozitif, Gl ise anti-HBc IgG ve anti-HBe pozitif kisilerden
olusmaktadir. HBV ve HCV serolojik belirleyicileri ticari enzim immunoassay yontemiyle
(sirasiyla; bioMerieux, France ve Murex, UK), HBV-DNA varligi ise ticari gercek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR; 5700 ve 7700 Sequence Detection System, Applied
Biosystems, UK) ile arastinimistir. Calismada, hemodiyaliz hastalarinin 19’'unda (%12.4)
ve hemodiyaliz hastasi olmayan bireylerin ise besinde (%6.8) HBV-DNA pozitifligi
saptanmistir (viral yuk sirasiyla; =10* kopya/ml ve 10%-10* kopya/ml). Anti-HCV pozitif
hemodiyaliz hastalari ile hemodiyaliz hastasi olmayan anti-HCV pozitif kisilerde gizli HBV
varligi oranlar sirasiyla %27.5 (11/40) ve %2.4 (1/41) olarak belirlenmistir. Bu oranlar;
anti-HCV negatif hemodiyaliz hastalarinda %7.1 (8/113), salt anti-HBc pozitif olanlarda
%9.1 (2/22), anti-HBc ile birlikte anti-HBs ya da anti-HBe pozitif olanlarda %20 (2/10)
olarak tespit edilmistir. Sonuc¢ olarak calismamizda, HCV ile enfekte olanlarda daha
yuksek (%27.5) olmak Uzere hemodiyaliz hastalarinda gizli HBV enfeksiyonu oraninin
(%12.4) yadsinamayacak duzeyde oldugu gorilmus ve bu durumun diyaliz Gnitelerinde
bulas riski olusturmamasi icin, hemodiyaliz hastalarinin -HBsAg negatif olsalar bile-
duyarll PCR temelli yéntemlerle taranmasinin yararl olabilecedi dustunulmustur.

Anahtar sézcukler: Hepatit B virus (HBV), gizli HBV, hemodiyaliz hastalari.
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ABSTRACT: The presence of hepatitis B virus (HBV) DNA in case of negative
HBV surface antigen (HBsAQ) in serum is known as “occult hepatitis B”. There are
many reports indicating that occult HBV infections are more frequently encountered
in case of hepatocellular carcinoma, hemodialysis practice and co-infections with
hepatitis C virus (HCV). The aim of this study was to investigate the presence of
HBV-DNA in HBsAg negative hemodialysis patients and subjects who had never
experienced hemodialysis. A total of 226 HBsAg negative sera were included to the
study, of which 153 were from hemodialysis patients (97 male, 56 female; mean age:
41.3+5.8 years), and 73 were from non-hemodialyzed individuals (46 male, 27 female;
mean age: 36.5+6.9 years) who had serological evidence of previous HBV and HCV
infections. Of these 73 subjects, 41 were anti-HCV positive, 22 were “anti-HBc 1gG
positive alone”, seven were anti-HBc IgG and anti-HBs positive, and three were anti-
HBc IgG and anti-HBe positive, while 40 of 153 (26.1%) hemodialysis patients were
anti-HCV positive. HBV and HCV markers were detected by commercial enzyme
immunoassays (bioMerieux, France and Murex, UK, respectively), and HBV-DNA testing
was performed by a commercial real-time polymerase chain reaction (PCR; 5700 and
7700 Sequence Detection System, Applied Biosystems, UK) assay. Nineteen (12.4%)
of HBsAg-negative hemodialysis patients and five (6.8%) of the non-hemodialyzed
subjects were found positive for HBV-DNA (viral loads were =10* copies/ml, and 103-
10* copies/ml, repectively). The rates of occult HBV infection in the anti-HCV positive
hemodialysis patients and anti-HCV positive non-hemodialyzed subjects were detected
as 27.5% (11/40) and 2.4% (1/41), respectively. These rates in the other groups
were found as follows; 7.1% (8/113) in the anti-HCV negative hemodialysis patients,
9.1% (2/22) in the “anti-HBc positive alone” subjects, and 20% (2/10) in the subjects
positive for anti-HBc+anti-HBs or anti-HBe. The results of this study indicated that the
prevalence of HBV viremia (12.4%) in hemodialysis patients being more prominent in
those of anti-HCV positive patients (27.5%) should not be overlooked. In conclusion,
the hemodialysis patients should be screened by sensitive PCR-based methods for
occult HBV infections, even if they were negative for HBsAg, in order to prevent or
at least to decrease the transmission risk of HBV infection which is still an important
health problem in dialysis units.

Key words: Hepatitis B virus (HBV), occult HBV, hemodialysis patients.
GiRiS

GuUndmuzde, hepatit B virus (HBV) enfeksiyonunun tani ve prognozunun
degerlendiriimesinde, viral antijenlerin ve bunlara kargl olusan antikorlarin
saptanmasi ile yapilan serolojik ydntemlerin yetersiz kaldigi benimsenmektedir'.
HBV enfeksiyonunun iyilesmesi; HBsAg'nin kaybolmasi ile birlikte HBV-DNA’nin
da negatiflesmesi olarak tanimlanir. Bununla birlikte, kendiliginden ya da tedavi ile
HBsAg’si kaybolan bazi hastalarda, serum ve/veya karacigerde hassas molekuler
biyolojik teknikler ile diisik diizeyde HBV-DNA varligi g0sterilebilmektedir?*.
Bu sekilde, HBsAg negatif kisilerde HBV-DNA pozitifliginin saptanmasi, “gizli”,
“sessiz” veya “latent” (occult) HBV enfeksiyonu olarak tanimlanmaktadir?. Bu
durumun, kriptojenik hepatit ve hepatoselller karsinoma olgularinda daha sik
gbzlendigi; ayrica hepatit C virus (HCV) veya insan immin yetmezlik virusu
(HIV) ile enfeksiyon, hemodiyaliz ve transplantasyon uygulanmasi ve intravendz
ilag bagimhiidi gibi faktorlerin de etkili olabildigi ifade edilmistir?®. Buna karsin,
HBsAg negatif, anti-HBc ve/veya anti-HBs pozitif olan ve enfeksiyonu gegirdigi
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dusutnulen kisilerin bir kisminin yani sira, HBV gostergeleri negatif saglikh
kisilerde de HBV-DNA pozitifliginin saptanmasi, gerek klinik gerekse laboratuvar
degerlendirmelerinde sorunlara yol agcmaktadir®s.

Bu calismada, hemodiyaliz hastalari ile birlikte hemodiyaliz hastasi
olmayan ancak farkli HBV ve HCV serolojik profillerine sahip kigiler olmak
Uzere tumu HBsAg negatif olan gruplarda HBV-DNA varhiginin arastiriimasi
amaclanmigtir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, hemodiyalize giren 153 hasta ile hicbir zaman hemodiyalize
girmemis farkl HBV ve HCV serolojik profillerine sahip 73 kisi olmak Uzere, timu
HBsAg negatif toplam 226 kisi dahil edildi. Hemodiyaliz hastalarinin diyalize
girme sureleri 3-180 ay arasinda degismekte olup (ortalama: 44.4+42.4), haftada
Uc kez dorder saatlik seanslar seklinde idi. Galisma gruplarinin demografik ve
serolojik 6zellikleri Tablo I'de gdsterildi.

Tablo I. Tuml HBsAg Negatif Olan Calisma Gruplarinin
Demografik Ozellikleri ve Serolojik Profilleri

Grup (Sayi) Serolojik Profil (Sayi) Cinsiyet Yas Ortalamasi

Hemodiyaliz Anti-HCV pozitif (40)
Hastalar (153)  Anti-HCV negatif (113)

Anti-HCV pozitif (41)

Diger (73 Salt anti-HBc pozitif (22) 46 E, 27 K 36.5+6.9 vil
iger (73) Anti-HBC ve anti-HBs porzitif (7) y

Anti-HBc ve anti-HBe pozitif (3)
Toplam (226) 143 E, 83 K 39.21+8.9 yil

97 E, 56 K  41.3=58 yIl

HBV ve HCV serolojik belirleyicileri, ticari enzim immunoassay (EIA) kitleri
(sirasiyla; bioMerieux, France ve Murex, UK) ile Uretici firmalarin dnerilerine
gore calisildi.

HBV-DNA varlidi, gercek zamanl PCR ile arastirildi. DNA saflastiriimasi,
proteinaz K kullanilarak spin kolonlu ticari bir kit (Nucleospin Blood, Clontech
Lab Inc, Takarabio, Japan) ile, DNA amplifikasyonu ise, TagMan® temelli
Roboscreen amplifikasyon kiti (The Bio-Quantification Company, Germany) ile
uretici firmalarin énerilerine gdre yapildi. Ticari sistemde kullanilan primer dizileri
(sense primer: 5’-GTG TCT GCG GCG TTT TAT CA; antisense primer: 5° GAC
AAA CGG GCA ACA TAC CTT), HBV genomunun 379-476 pozisyonundan 98
baz cifti olarak dizayn edilmis idi. PCR; ABI 5700 ve 770 Sequence Detection
System (PE Applied Biosystems, Warrington, UK) cihazlarinda, 50°C’de 2 dk,
95°C’de 10 dk 6n hazirlk, ardindan 94°C’de 15 sn ve 55°C’de 30 sn ve
72°C’de 30 sn’den olusan 40 déngu seklinde gerceklestirildi. Toplam reaksiyon
sUresinin 65 dk. oldugu her galismada, Uretici firma tarafindan saglanan pozitif
ve negatif kontroller [standart olarak 10%® kopya/ml araliginda referans plazmalar
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(1.5x10® kopya/ml-cpm, 1.5x10%cpm, 1.5x10%pm, 1.5x10%cpm); negatif kontrol
olarak bidistile PCR grade su] kullanildi. Yontemin DNA saptama sinirlari
200-200.000.000 kopya/ml arasinda olup, lineer aralik 50-108 IU/ml olarak
raporlandi. HBV-DNA icin 1x10® kopya/ml Uzerindeki sonuglar pozitif olarak
degerlendirildi. Standartlarin kalibrasyonu, uluslararasi HBV-DNA standartlari
(97/746; NIBSC, Potters Bar, UK) ile karsilastirlarak dogrulandi. Ornek egrilerinin
standart egrilerin Ustinde oldugu durumlarda 1:100 oraninda dilisyon yapilarak
sonuglar yeniden degerlendirildi.

BULGULAR

Calismamizda, hemodiyaliz hastalarinin %12.4’(inde ve hemodiyaliz hastasi
olmayan ancak farkli serolojik profillere sahip bireylerin ise %6.8'inde HBV-DNA
pozitifligi saptanmigtir. Viral yik hemodiyaliz grubunda =10 kopya/ml iken,
diger gruplarda dusik dizeylerde (103%-10* kopya/ml) saptanmigtir. HBV-DNA
pozitifliginin gruplara gére dagiimi Tablo II'de go&sterilmistir.

Tablo Il. Tumi HBsAg Negatif Olan Gruplarin HBV-DNA Pozitiflikleri

HBV-DNA Pozitif

Sayi/Toplam
Grup (Say) Serolojik Profil Sayl (%) Toplam Sayi (%)
Hemodiyaliz Anti-HCV pozitif 11/40 (27.5) 19 (12.4)
Hastalarn (153) Anti-HCV negatif 8/113 (7.1) '
Anti-HCV pozitif 1/41 (2.4)
Diger (73) Salt anti-HBc pozitif 2/22 (9.1) 5 (6.8)
Anti-HBc ve anti-HBs pozitif 1/7*
Anti-HBc ve anti-HBe pozitif 1/3*

*Sayilar az oldugundan ylizde alinmamistir.

TARTISMA

Hepatit B virus (HBV) enfeksiyonlari, asilama programlarina ve alinan
Onlemlere ragmen hemodiyaliz Unitelerinde dnemli bir sorun olmaya devam
etmektedir. Hemodiyaliz hastalar arasindaki HBV bulasinin surekliligi; hastalarin
aslya yanitinin yetersiz olmasi ve diyaliz Unitelerinde kontrol dnlemlerinin
yeterince uygulanmamasinin yani sira, HBsAg'nin negatif ancak HBV-DNA’nin
pozitif oldugu gizli HBV enfeksiyonlarinin varligi ile de aciklanmaktadir®. Yapilan
calismalarda, HBsAg negatif hemodiyaliz hastalarinda HBV-DNA pozitifligi %0
ile %50 gibi cok farkll aralikta degisen oranlarda bildirilmektedir®®. Ornegin
ispanya’da Cabrerizo ve arkadaslar®, HBsAg negatif 33 hemodiyaliz hastasinin
19’unda (%58) HBV-DNA pozitifligi bildirirken, bu oran Minuk ve arkadaslarinin®
Kanada’da HBsAg negatif 239 hemodiyaliz hastasinda gerceklestirdigi calismada
yaklasik %4 olarak rapor edilmistir. Buna kargin Avusturya’da yapilan bir
calismada, 67 HBsAg negatif hemodiyaliz hastasinin higbirisinin serumunda
HBV-DNA varligina rastlanmamistir®. Farkli tlkelerden ¢ok farkli oranlarin
bildiriimesi; Ulkelerin genel popullasyonundaki HBV enfeksiyonu prevalansina,
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PCR ydntemlerinde kullanilan primer setleri ve dizilerine, hasta populasyonunun
seciminde dikkate alinan kriterlere ve calisilan hasta sayilarina bagl olarak
farkhlik gdsterebilir. Bizim calismamizda, HBsAg negatif 153 diyaliz hastasinin
19’'unda (%12.4) tespit edilen HBV-DNA pozitifligi, bu genis araligin icinde
yer almaktadir.

Diyalize giren hastalarda HBV enfeksiyonlari kadar HCV enfeksiyonlari da
blyuk 6nem tasimaktadir. Gizli HBV enfeksiyonlarinin kronik hepatit C’li hastalarda
daha sik rastlandiginin bildiriimesine ragmen, bu ko-enfeksiyonlarin klinik énemi
tam olarak acik degildir'®. HBsAg negatifliginde HBV-DNA’'nin saptanmasina
neden olan mekanizmalar arasinda; yuzey antijen geninin “a” determinantinda
mutasyonlarin olmasi'®2 ve dolasan HBsAg+anti-HBs immun komplekslerinin
varligi nedeniyle HBsAg'nin standart EIA yontemleriyle saptanamamasinin® yani
sira, HCV varhiginin HBV replikasyonunu baskilamasinin'®'416 da etkili oldugunu
bildiren raporlar mevcuttur. Kronik HCV enfeksiyonu olan hastalarda gizli HBV
enfeksiyon oranini, Kao ve arkadaslan' %15 (31/210), Silva ve arkadaslari'®
%14 (15/106), Khattab ve arkadaslarn™ ise %7.5 (4/53) olarak bildirmektedir.
Calismamizda, hemodiyaliz hastasi olan ve olmayan anti-HCV pozitif kisilerde
gizli HBV enfeksiyon oranlar sirasiyla %27.5 (11/40) ve %2.4 (1/41) olarak
belirlenmistir. Gerek bu iki grup arasinda dikkat ¢ekici bir farkin olmasi, gerekse
anti-HCV negatif hemodiyaliz hastalarinda bile %7 (8/113) oraninda gizli HBV
enfeksiyonunun saptanmasi, hemodiyaliz uygulamasinin ilave bir risk faktéru
olabilecedi konusunda siUphe dogurmaktadir.

HBsAg negatifliginde HBV-DNA varhgi, HBV enfeksiyonunu geciren
ve anti-HBc 1gG ve/veya anti-HBs belirleyicileri pozitif olan kisilerde de
saptanabilmektedir. Buna karsin Minuk ve arkadaslari®®, HBV-DNA varliginin,
HBV ile karsilagsmayi gdsteren belirleyicilerin varligindan bagimsiz olarak da
saptandigini ifade etmektedirler. Ornegin bu arastiricilarin yaptigi bir genel
populasyon taramasinda, édnceden geciriimis HBV enfeksiyonunu isaret eden
serolojik profile sahip kisilerin %18’inde (14/80), HBV ydninden tamamen
seronegatif olan kisilerin ise %8’inde (33/407) gizli HBV enfeksiyonu varligi rapor
edilmistirs. Kao ve arkadaslarn'’, salt anti-HBc pozitifligi olan saglkl sekiz bireyin
ikisinde (%25), anti-HBc ve anti-HBs pozitifligi olan 82 bireyin ise %16’sinda HBV
DNA’y1 pozitif bulmuslardir. Silva ve arkadaslan® da, anti-HBc pozitif 150 kan
donériinin altisinda (%4) HBV-DNA varligi bildirmektedir. Ulkemizde yapilan
calismalarda; Bayram ve Balci'® anti-HBc diginda tim serolojik gdstergeleri
negatif olan 36 olgunun 11’inde (%30.6), Us ve arkadaslari®® anti-HBe pozitif
olgularin %13.6’sinda, Erensoy ve arkadaslari?'ise yine anti-HBe pozitif olgularin
%20’sinde HBV-DNA'yI pozitif olarak saptamiglardir. Calismamizda, salt anti-HBc
IgG pozitif olan 22 kisinin ikisinde (%9), anti-HBc 1gG ve anti-HBs pozitif yedi
kisinin birinde ve anti-HBc IgG ve anti-HBe pozitif ¢ kisinin birinde HBsAg
negatif olmasina ragmen HBV-DNA pozitifligi izlenmistir.

Calismamizda, temel degisken olan HBV DNA’nin saptanmasinda kantitatif
ticari bir gercek zamanli PCR kiti kullaniimis, ancak bu yéntemin performansi
ekonomik yetersizlikler nedeniyle baska bir yéntemle karsilastirllamamigtir.
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Bu sistemin duyarhihdinin “in-house nested” PCR ya da tek oturumlu PCR
protokollerine gore, 6zellikle diisik kopya sayili 6rneklerde diisik olabilecegi
kanisi mevcuttur'®. Fang ve arkadaslarinin?® Gin’de gergeklestirdigi calismada,
HBsAg negatif bireylerde “nested” PCR ile %11.5 oraninda HBV-DNA pozitifligi
saptanmis ve bu yéntemin oldukga duyarl oldugu ifade edilmistir. Buna karsin
Mendi ve arkadaslarinin®® hepatit B tasiyicilarinda HBV-DNA kantitasyonu icin
Uc farkl sistemi karsilastirdiklan calismalarinda, ABI 5700 Sequence Detection
System ile uygulanan gergcek zamanl PCR yéntemi ile diger ydntemler (in house
PCR ve Roche Amplicor real time PCR) arasinda oldukga ytksek bir korelasyon
oldugu bildiriimistir. Minuk ve arkadaslarinin® calismasinda, birbirinden bagimsiz iki
primer seti (kor promotor ve ylzey) kullanilarak “in-house real-time” PCR yéntemi
uygulanmis ve 239 HBsAg negatif hemodiyaliz hastasinin dokuzunda (%3.8)
HBV-DNA pozitifligi belirlenmistir. Bu arastiricilar, dokuz HBV-DNA pozitifliginden
yedisinin sG145R mutasyonuna bagh oldugunu, bu hastalarda viral yikin
distk oldugunu (102-10* kopya/ml) ve gizli HBV varliginin ayird edilmesinde
demografik (yas, cins, irk), biyokimyasal (karaciger enzim dizeyleri) ve serolojik
g0stergelerin (anti-HBc, anti-HBs) yetersiz kaldigini bildirmektedirler®.

Sonug olarak calismamizda, HBsAg negatif hemodiyaliz hastalarinda
toplamda %12.4 oraninda, anti-HCV pozitif olanlarda ise daha yUksek
oranda (%27.5) HBV-DNA varliginin belirlenmesi, standart HBsAg testleriyle
saptanamayan HBV viremili hasta oraninin gbéz ardi edilemeyecek dizeyde
oldugunu disundirmektedir. Her ne kadar gizli HBV enfeksiyonunun
nozokomiyal gecisteki nemi konusunda aydinlatilamayan noktalar olsa da, bu
durum, gizli hepatit B’li diyaliz hastalarindan duyarh diger hastalara bulas riskini
artirabilir. Dolayisiyla bu riskin énlenebilmesi icin, konu ile ilgili yeterli veriler
elde edilinceye kadar hemodiyaliz hastalarinin duyarli PCR temelli yéntemlerle
taranmasinin ve tarama protokollerinin belirlenmesinde de daha genis kapsaml
calismalarin gerceklestiriimesinin uygun olacagi dusuncesine varilmistir.
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