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HIV Pozitif Olgularda Okiilt Hepatit B Varliginin
Arastirilmasi

Investigation of Occult Hepatitis B in HIV Infected Patients
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OZET

Ortak bulas yollari nedeniyle, insan immunyetmezlik virusu (Human Immunodeficiency Virus; HIV)
ile enfekte kisilerde, hepatit B virusu (HBV) veya hepatit C virusu (HCV) koenfeksiyonlari izlenebilmek-
te ve cesitli ek sorunlara neden olabilmektedir. Okiilt HBV enfeksiyonu, HBV ylizey antijeni (HBsAg) ne-
gatif olgularda viral DNA'nin saptanmasi olarak tanimlanmaktadir. Seroepidemiyolojik verilere gére
Tiirkiye, orta endemik HBV, diisiik endemik HIV bélgesi olarak nitelendirilmektedir. Ulkemizde okiilt
HBV olgulari rapor edilmis olmasina karsin, HIV pozitif poplilasyonlarda prevalans incelenmemistir. Bu
calismada, hastanemizde izlenen HIV ile enfekte olgularda okiilt HBV varhiginin arastirlmasi amaclan-
mistir. Calismaya, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, I¢ Hastaliklari Anabilim Dali Enfeksiyon Hastalik-
lari Unitesinde takip edilen 28 HIV pozitif olgu, bilgilendirilmis onam alinarak dahil edilmistir. Olgular-
da HBsAg, anti-HBs ve anti-HCV belirleyicileri ticari ELISA sistemi (Architect System, Abbott Diagnos-
tics, ABD) ile arastiriimis, mutlak CD4+ ve CD8+ T lenfosit sayilari akim sitometrisi ile saptanmistir. HIV
viral ylkiinin belirlenmesi icin COBAS TagMan HIV-1 Real-time PCR (Roche Diagnostics, ABD) sistemi
kullanilmis; HBV DNA'sinin tespiti ise COBAS TagMan HBV Real-time PCR (Roche Diagnostics, ABD) ve
viral genomda S genini hedefleyen bir “nested” PCR yontemiyle gerceklestirilmistir. Calismaya alinan
28 olgunun yas araligi 27-65 (ortalama: 43.2) yil olup, 18 (%64.3)'i erkektir. Hastalarda HIV enfeksiyo-
nunun ortalama suresi 4.2 (2-11) yil olarak izlenmis; ortalama CD4+ ve CD8+ T lenfosit sayilari ise si-
rastyla 414 + 267 hiicre/mm? ve 854 + 293 hiicre/mm? olarak belirlenmistir. Hastalarin 26 (%92.8)’sI-
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na farkli HAART (Highly-Active Anti-Retroviral Therapy) protokolleri uygulanmakta olup, tedavi rejim-
lerinin %88.5'inin HBV'ye etkili ilaclar olan lamivudin ya da tenofoviri icerdigi saptanmistir. Hastalarin
11 (11/28; %39.3)’'inde HIV RNA negatif bulunmus ve bunlarin 9 (%81.8)'unun HBV'ye kars! aktif an-
tiretroviral tedavi alan hastalar oldugu izlenmistir. Tim olgularda HBsAg negatif olup; anti-HBs pozitif-
ligi %39.3 (11/28), anti-HCV pozitifligi ise %3.6 (1/28) oraninda belirlenmistir. Calismamizda incele-
nen 28 olgunun tamami, “real-time” PCR ve “nested” PCR yontemleri ile HBV DNA acisindan negatif
bulunmus ve buna goére HIV pozitif olgularda okilt hepatit B varligi saptanmamistir. Bu sonug, olgu
grubumuzda okiilt HBV enfeksiyonunun olmamasinin yani sira, uygulanan tedavi rejiminin HBV repli-
kasyonunu baskilayarak okiilt HBV’nin saptanmasini engellemesine de bagli olabilir. Dolayisiyla tlke-
mizde HIV ile enfekte olgularda okilt HBV enfeksiyonlarinin varligi ve 6neminin ortaya cikarilabilmesi
icin genis kapsamli ek calismalara ihtiyac vardir.

Anahtar sézciikler: Okiilt hepatit; insan immiinyetmezlik virusu; HIV; hepatit B virusu; HBV; HBV-DNA;
PCR.

ABSTRACT

Due to their shared transmission route, hepatitis B virus (HBV) or hepatitis C virus (HCV) co-infec-
tions can be observed in human immunodeficiency virus (HIV)-infected cases and are associated with
more severe clinical courses. The detection of HBV DNA despite HBV surface antigen (HBsAg) serone-
gativity is defined as occult HBV infections. According to the current seroepidemiological data, Turkey
is classified as an intermediate HBV, low HIV endemic region. Occult HBV infections have previously
been reported from Turkey but has not been investigated previously in HIV infected cohorts. The aim
of this study was to identify occult HBV infections in HIV-infected persons. Twenty-eight HIV-positive
cases followed-up at Hacettepe University Hospital, Infectious Diseases Unit were included in the study
after informed consent. For the detection of HBsAg, anti-HBs and anti-HCV, commercial ELISA tests
(Architect System, Abbott Diagnostics, USA) were employed. Absolute CD4+ and CD8+ T-cell counts
were determined via flow cytometry. HIV viral load was calculated via COBAS TagMan HIV-1 Real-time
PCR (Roche Diagnostics, USA) and the presence of HBV DNA was evaluated via COBAS TagMan HBV
Real-time PCR (Roche Diagnostics, USA), in addition to a nested PCR assay targeting HBV S gene. The
mean age of the study group was 43.2 (range between 27-65) years, 64.3% (18/28) of them were
males and the mean duration of HIV infection was 4.2 (2-11) years. Mean CD4+ ve CD8+ T-cell co-
unts were 414 + 267 cells/mm? and 854 + 293 cells/mm?, respectively. Twenty-six (92.8%) cases we-
re under highly-active anti-retroviral therapy at the time of the study, 88.5% of which included HBV-
active drugs (lamivudine or tenofovir). HIV RNA were found negative in 11 (39.3%) patients, of those
nine (81.8%) were the cases who treated with HBV-active antiretroviral therapy. HBsAg were negative
in all of the 28 patients, while the positivity rates of anti-HBs and anti-HCV were 39.3% (11/28) and
3.6% (1/28), respectively. All samples were negative for HBV DNA via the commercial real-time PCR
and in-house nested PCR assays. The absence of occult HBV in the study group may indicate the ab-
sence of occult HBV or suppression of viral replication due to the anti-retroviral therapy. In conclusion,
further large-scale studies are required to fully understand the impact of occult HBV in HIV-infected pa-
tients in Turkey.
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GiRis
Hepatit B virusu (HBV)'nun neden oldugu kronik enfeksiyonlar ve insan immunyet-
mezlik virusu (Human Immunodeficiency Virus; HIV) enfeksiyonlari diinya genelinde
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onemli bir halk sagligi sorunudur. Bulag yollarinin ortak olmasi nedeniyle HBV ve HIV ko-
enfeksiyonu nadir degildir ve cesitli gruplarda %7.6-70 oranlarinda bildirilmektedir'.
HBV ile enfekte HIV pozitif kisilerde, HIV viral yiki ylksek iken HBV replikasyonunun
kontroll zorlagmakta, basarili bir tedavi sonrasinda ise HIV replikasyonunun baskilanma-
si, kisideki immun yaniti yeniden etkinlestirerek altta yatan karaciger hastaligini olumsuz
yonde etkilemektedir. Yiksek diizeyde aktif antiretroviral tedavi (Highly-Active Antiretro-
viral Therapy; HAART) sonrasinda HIV pozitif hastalarin sagkalimlari belirgin oranda art-
makta, buna bagh olarak da kisilerde altta yatan kronik hepatit gibi uzun dénemli saglik
sorunlari dikkat cekmeye baslamaktadir®3,

Okdlt (gizli) HBV enfeksiyonu, genel olarak hepatit B ylizey antijeni (HBsAg) negatif
olgularda, serumda veya karaciger dokusunda HBV DNA'sinin pozitifligi olarak tanimlan-
maktadir®. Okiilt HBV enfeksiyonunun kronik karaciger hasari olusturmadaki etkisi net
degildir; bununla beraber, 6zellikle kemoterapi veya steroid tedavisi alan hastalarda im-
miin sistemin baskilanmasina bagli olarak okiilt HBV sorun olusturabilmektedir*>. Bu ca-
lismada, hastanemizde takip ve tedavi edilen HIV ile enfekte olgularda okilt HBV varligi-
nin arastirilmasi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Ekim 2006-Mayis 2007 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Tip Fakiil-
tesi (HUTF), I¢ Hastaliklari Anabilim Dali Enfeksiyon Hastaliklari Unitesine basvurarak iz-
leme alinan ve onceki laboratuvar testlerinde HIV pozitif oldugu tespit edilen 28 hasta
alindi. Calisma protokolii icin HUTF Etik Kurulundan alinan onay sonrasi, hastalar yazili
bilgilendirilmis onam formu doldurarak calismaya dahil edildi. Hastalarin demografik bil-
gileri, klinik takip ve laboratuvar sonuclari elektronik arsiv ve dosyalardan elde edildi. An-
cak olgularin hepatit B asilanma durumlar konusunda herhangi bir bilgiye ulasilamadi.

Calismaya dahil edilen hastalarda HBsAg, anti-HBs ve anti-HCV antikorlarinin saptan-
masi amaciyla ticari ELISA testleri (Architect System, Abbott Diagnostics, ABD), Uretici-
nin onerileri dogrultusunda uygulandi. Olgularda mutlak CD4+ ve CD8+ T lenfosit sayi-
lar1, akim sitometrisi ile saptanarak hiicre/mm? seklinde rapor edildi. HIV ve HBV viral yii-
kiiniin tespiti icin, gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) sistemleri (COBAS
AmpliPrep, COBAS TagMan HIV-1 Real-time PCR, COBAS TagMan HBV Real-time PCR;
Roche Diagnostics, ABD) dretici firmanin onerileri dogrultusunda kullanildi. Sistemin
HBV DNA icin saptama alt esigi 20 1U/ml idi.

Okult HBV varhi@inin arastiriimasi icin, viral genomda S genini hedefleyen bir “nested”
PCR yéntemi uygulandi®. Buna gére dis primer seti olarak TCGTGTTACAGGCGGGGTTT
ve CGAACCACTGAACAAATGGC dizilerine sahip sentetik oligonikleotidler (5-3’, sens ve
antisens) ve i¢ primer seti olarak ise CAAGGTATGTTGCCCGTTTG ve GGCACTAGTA-
AACTGAGCCA dizilerine sahip sentetik oligonikleotidler (5’-3’, sens ve anti-sens) kulla-
nildi. Nikleik asit ekstraksiyonunda Uretici firmanin onerileri dogrultusunda “High Pure
Viral Nucleic Acid Kit” (Roche Diagnostics, Almanya) spin kolonlu sistemi uygulandi. Di-
sik HBV viral yiikiine (500-700 1U/ml) sahip iki hasta 6rnegi ile HBV DNA negatif bir has-
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ta ornegi, pozitif ve negatif kontrol olarak saflastirma ve amplifikasyon islemlerine alin-
di. Tim hasta ornekleri ikiser kez test edildi.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 28 olgunun yas arali§i 27-65 (ortalama: 43.2) yil olup, 18
(%64.3)'i erkektir. Hastalarda HIV enfeksiyonunun ortalama stiresi 4.2 (2-11) yil olarak
izlenmistir. Hastalarin 26 (%92.8)’sina farkli HAART protokollerinin uygulandigi belirlen-
mis ve tedavi rejimlerinin %88.5'inin HBV'ye etkili (HBV-aktif) ilaclar olan lamivudin ya
da tenofoviri icerdigi saptanmistir.

Hastalarin %39.3 (11/28)'linde HIV RNA negatif olarak bulunmus; bu hastalarin 9
(%81.8)’'unun HBV aktif antiretroviral tedavi aldigi gozlenmistir. Hastalarin ortalama
CD4+ ve CD8+ T lenfosit sayilar sirasiyla 414 + 267 hiicre/mm? ve 854 + 293 hiic-
re/mm?'tiir. Tim olgularda HBsAg negatif olup; anti-HBs pozitifligi %39.3 (11/28), an-
ti-HCV pozitifligi ise %3.6 (1/28) oraninda belirlenmistir. Caismamizda incelenen 28 ol-
gunun tamami, kantitatif ticari “real-time” PCR ve “nested” PCR yontemleri ile HBV
DNA acisindan negatif olarak saptanmustir.

TARTISMA

Epidemiyolojik calismalardan elde edilen veriler, Tirkiye'deki HBsAg seroprevalansinin
Ulkenin farkl bolgelerinde degisiklik gostermekle beraber %2-8 oraninda olduguna isa-
ret etmektedir’. Ulkemizde HIV tanisi almis kayith kisilerin sayisi, Haziran 2010 tarihi iti-
bariyla 4177 olarak verilmektedir®. Buna gére Tiirkiye, HBV enfeksiyonlari yéniinden or-
ta, HIV enfeksiyonlari yoniinden diistik endemik bolgede yer almaktadir. Bu calismada,
hastanemizde takip edilen HIV pozitif hastalarda okult HBV enfeksiyonu varliginin aras-
tinlmasi amaclanmis ve incelenen 28 olgunun higbirisinde okiilt HBV enfeksiyonu tespit
edilememistir. Bu durumun olasi nedenleri asagida tartisiimaktadir.

Okdlt HBV enfeksiyonlarinda, hepatit belirteclerine ait sonuclarin degisiklik goster-
mesi nedeniyle HBV DNA'sinin saptanmasi, tim olgular kapsayacak tek tani yontemi-
dir. Bununla birlikte anti-HBc antikorlarinin pozitifligi, olgularin bir kisminda tanida
yardimci olabilmekte, bazi durumlarda enfeksiyon varligina ait tek serolojik belirteg
olarak ortaya ¢ikmaktadir (“anti-HBc only” sendromu)*®. Niikleik asit testleri (NAT) ile
HBV DNA’sinin kalitatif ya da kantitatif olarak saptanmasi mimkuindur; ancak okiilt
HBV’de genom kopya sayilarinin diisiik olmasi nedeniyle “nested” PCR tercih edilen
saptama yontemi olmaktadir. Bu amacla uygulanan protokollerinin cogunda X ya da
S geni dizilerinden elde edilen primerler kullanilmakta, ancak viral genomun diger bol-
geleri de hedef olarak secilebilmektedir*®. Calismamizda sik kullanilan duyarl ticari bir
“real-time” PCR sistemine ek olarak, S genini hedefleyen ve etkinligi dnceden goste-
rilmis olan bir “nested” PCR protokolii uygulanmistir®. Bu nedenle izlenen sonuclarda
yalanci negatiflik olasihginin ¢ok dustik oldugu distinilmustir. Ancak olgulardan elde
edilen serum miktarlarinin kisitl olmasi nedeniyle, HBsAg ve anti-HBs'ye ek olarak an-
ti-HBc ya da anti-HBe antikorlarinin da es zamanli olarak degerlendirilememis olmasi,
calismamizin bir sinirlamasidir.
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Calismada incelenen hastalarin %92.8 (26/28)'i aktif HAART tedavisi alan hastalardir.
Ek olarak bu rejimlerin %88.5’i, HBV'ye karsi da aktivite gosteren ilaclar olan lamivudin
ya da tenofoviri icermektedir. Bu durum, uygulanan tedavinin, olgulardaki HBV replikas-
yonunu baskilayarak okiilt HBV'nin saptanmasini engelleyebilecegini distindirmektedir.
Literattirde bu konu ile ilgili yayinlar olmasina karsin, tedavi protokoll ve okilt HBV'nin
iliskilendirilemedigi calismalar da bulunmaktadir'®'3,

Calismada incelenen olgularda anti-HBs seropozitifligi %39.3 (11/28) olarak saptan-
mig, bu oranin ulkemizdeki saglikh populasyonda izlenen anti-HBs seroprevalansindan
farkli olmadig gériilmiistiir’. Olgulardan asilanma &ykiisti elde edilememis olmasi; anti-
HBs pozitifliginin asi ya da virusa maruziyet sonucu ortaya ciktigi konusundaki yorumla-
r engellemektedir. Anti-HBs reaktivitesi ile okilt HBV sikligi arasinda anlamli bir iliski sap-
tanmamistir®'. Ancak anti-HBc pozitifliginin okiilt HBV ile iliskisi nedeniyle, HIV ile en-
fekte hastalarda rutin olarak anti-HBc varliginin arastiriimasi 6nerilmektedir'®.

Ulkemizde okiilt hepatit B varligi ve sikhgi, 6zellikle hemodiyaliz uygulanan olgular
énde olmak iizere cesitli hasta gruplarinda incelenmistir'®-24, Bizim calisma grubumuz,
Ulkemizde okiilt hepatit B'nin arastirildigi HIV pozitif ilk grup olma 6zelligini tasimakta-
dir. Ancak, duyarl saptama yontemleri kullanilmasina ragmen, muhtemelen yukarida
tartigilan cesitli faktorlerle iligkili olarak calisma grubunda okilt HBV gosterilememistir.
Okdlt hepatit B enfeksiyonlarinin HIV pozitif hastalardaki sikligi ve hastaligin seyrine et-
kisi konusunda ileri caligmalara ihtiyag vardir.
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