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OZET

Hemodiyaliz hastalarinda hepatit B virus (HBV) ve hepatit C virus (HCV) enfeksiyonlari dnemli morbi-
dite ve mortalite nedenidir; zira bu hastalar immun stpresif olduklari icin enfeksiyonlara karsi duyarhliklar
artmistir. Bu calismada, kronik hemodiyaliz hastalarinda HBV ve HCV enfeksiyonlarinin serolojik ve mole-
kiiler yontemlerle arastiriimasi ve ayrica okiilt HBV enfeksiyonu oraninin ve viral genotiplerin belirlenmesi
amaclanmistir. Retrospektif degerlendirmenin yapildigi bu calismaya, 2006 yilinda, Antalya ili icerisinde
¢ ayri merkezde hemodiyaliz yapilan toplam 201 son dénem bdbrek hastasi alinmistir. Hastalarin serum
orneklerinde HBV ve HCV belirtecleri ELISA yontemi ile, plazma 6rneklerinde viral nikleik asit varlig ise
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Hemodiyaliz Hastalarinda Hepatit B ve Hepatit C Virus

Enfeksiyonlarinin Serolojik ve Molekdler Yontemlerle Arastiriimasi

gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile arastiriimis; viral genotipler DNA dizi analizi yontemi
ile belirlenmistir. Asili olanlar hari¢ tutularak, en az bir HBV gostergesi (HBsAg, anti-HBc total, HBV DNA)
pozitifligi HBV enfeksiyonu; en az bir HCV gostergesi (anti-HCV, HCV RNA) pozitifligi HCV enfeksiyonu
ve HBsAg negatif olgularda HBV DNA'nin pozitif olmasi okiilt HBV enfeksiyonu olarak kabul edilmistir.
Hastalarin 80 (%40)’i kadin ve 121 (%60)’i erkek olup, yas ortalamasi 51.16 + 16.28 (aralk 17-93) yildir.
Hemodiyaliz hastalarindan 89 (%44.3)'unda HBV asilamasina bagli olarak salt anti-HBs pozitifligi bulun-
maktadir. Yiiz (%50) hastada HBV, 40 (%20) hastada HCV enfeksiyonu tespit edilmis; 24 (%12) hastada
ise HBV ve HCV koenfeksiyonu saptanmistir. Seksen bes (%42.3) hastada HBV ve HCV enfeksiyonu bulun-
mamistir. Bes (%2.5) hastada HBsAg pozitif olup, dordiinde HBV DNA da pozitiftir. Ek olarak HBV DNA
saptanan 1 (%0.5) hastada okilt HBV enfeksiyonu tanimlanmistir. Anti-HCV 37 (%18.4) hastada, HCV
RNA 24 (%12) hastada pozitif bulunmustur. HCV RNA pozitif olan olgulardan 3 (%12.5)'linde anti-HCV
negatifti. HBV DNA pozitif hastalarin timiinde (%100), HCV RNA pozitif 24 olgunun 15 (%62.5)'inde
AST ve ALT diizeyleri normaldir. Tum HBV izolatlari genotip D ve tim HCV izolatlari genotip 1b olarak
tiplendirilmistir. HBV enfeksiyonu ile hastalarin yaslari, hemodiyaliz siiresi ve serum transaminaz yuksekli-
gi arasinda anlamli bir iliski saptanmamis (p> 0.05), buna karsin HCV enfeksiyonunun yasla birlikte arttigi
gorilmustir (p= 0.047). HCV enfeksiyonu ile hemodiyaliz sirresi arasinda da istatistiksel olarak anlamli
bir iliski bulunmus; > 25 ay hemodiyalize girenlerde HCV enfeksiyonu riskinin arttigi izlenmistir (p<
0.001, OR: 0.224, %95 Cl= 0.089-0.562). HCV enfeksiyonu varligi (anti-HCV ve/veya HCV RNA pozitif)
ile serum transaminaz yiiksekligi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmistir (p< 0.001).
Bununla birlikte HCV RNA saptanan anti-HCV negatif li¢ olgudan ikisinde serum transaminaz dizeyleri
normal olup, hastalarin viral yiku yiiksektir. Bu nedenle hemodiyaliz hastalarinda HCV enfeksiyonu taki-
binde yalnizca anti-HCV ve serum transaminaz diizeylerinin incelenmesi yeterli olmayabilir; bu hastalarda
periyodik olarak HCV RNA arastirilmasi gereklidir. Benzer olarak bir olguda okiilt HBV enfeksiyonunun
tanimlanmasi, hastalarda periyodik olarak HBV DNA arastiriimasi gerektigini diigslindirmektedir.

Anahtar sézciikler: Hemodiyaliz; hepatit B; hepatit C; HBV; HCV; okiilt enfeksiyon; genotip.

ABSTRACT

Hepatitis B virus (HBV) and hepatitis C virus (HCV) infections are significant causes of morbidity
and mortality in hemodialysis patients, since those patients are highly susceptible to infections due to
immune suppression. The aims of this study were to investigate the presence of HBV and HCV infections
in chronic hemodialysis patients by serological and molecular methods, and to determine the rate of
occult HBV infection and the viral genotypes. A total of 201 patients who were under hemodialysis due
to end-stage renal disease, were retrospectively evaluated. The study involved the patients at three dif-
ferent centers in Antalya, Turkey during 2006. HBV and HCV markers in the patients’ sera were screened
by ELISA method, viral nucleic acids were investigated by real-time polymerase chain reaction (PCR) in
patients’ plasma and viral genotypes were determined by DNA sequence analysis. Detection of at least
one of the HBV markers HBsAg, anti-HBc total, and HBV DNA, was accepted as HBV infection, and detec-
tion of anti-HCV and/or HCV RNA was accepted as HCV infection. HBsAg positive patients with negative
HBV DNA were considered as occult HBV infection. Of the patients 80 (40%) were female, 121 (60%)
were male and the mean age was 51.16 + 16.28 (range 17-93) years. In our study, sole anti-HBs posi-
tivity due to HBV vaccination, was detected in 89 (44.3%) patients. One hundred (50%) patients were
found positive in terms of HBV infection and 40 (20%) were positive for HCV infection, while 24 (12%)
patients had HBV and HCV co-infections. Eighty-five (42.3%) patients had no HBV and HCV infection.
Among the 5 (2.5%) patients who were HBsAg positive, four were also HBV DNA positive. Occult HBV
infection was detected in 1 (0.5%) patient. Anti-HCV and HCV RNA were found positive in 37 (18.4%)
and in 24 (12%) patients, respectively. Among the HCV-RNA positive patients, 3 (12.5%) were anti-HCV
negative. ALT and AST levels were found normal in all of the HBV DNA positive patients, and 62.5%
(15/24) of HCV RNA positive patients. All of the HBV isolates were identifed as genotype D and HCV
isolates as genotype 1b. No statistically significant correlation was detected between the HBV infection
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and patients’ age, duration of hemodialysis and elevation of serum transaminase levels (p> 0.05). On the
other hand, HCV infection was seen to increase with age (p= 0.047). HCV infection showed a statistically
significant increase with the duration of hemodialysis. HCV infection risk was increased in patients who
were under hemodialysis for > 25 months (p< 0.001, OR: 0224, 95% Cl= 0089-0562). There was also
a statistically significant correlation between the presence of HCV infection (anti-HCV and/or HCV RNA
positive) and high levels of serum transaminases (p< 0.001). However, in two of the three cases who
were anti-HCV negative and HCV RNA positive, serum transaminase levels were normal while the viral
loads were high. Therefore to follow-up HCV infection in the hemodialysis patients, anti-HCV and serum
transaminase levels may not be sufficient alone and these patients should be evaluated periodically for
HCV RNA. In addition, the detection of occult HBV infection in one of the study patients, indicated that
HBV DNA should also be investigated at regular intervals in the hemodialysis patients.

Key words: Hemodialysis; hepatitis B; hepatitis C; HBV; HCV; occult infection; genotype.

GiRisg

Hemodiyaliz (HD) hastalari, kronik bobrek yetmezligi nedeniyle immiin stpresif
olduklari i¢in enfeksiyonlara karsi duyarliliklari artmigtir’. Bu olgular, 6zellikle kan yoluyla
bulasan enfeksiyonlar acisindan ytiksek risk altindadirlar ve bu yolla bulasan hepatit B ve
hepatit C viruslarina (sirastyla HBV ve HCV) bagli karaciger hastaliklari, 5nemli mortalite
ve morbiditeye neden olmaktadir'2. Hemodiyaliz hastalarinda gelisen immiin siipresyon
nedeniyle, HBV ve HCV enfeksiyonlarinin tanisinda antijen ve antikor tayinine yonelik
testlerin yaninda, molekiiler yontemlerle HBV DNA ve HCV RNA'nin da arastirilmasi
gerektigi belirtiimektedir®. Ayrica, bu hastalarda okiilt (gizli) HBV enfeksiyonu da reak-
tivasyonla sonuglanabilir ve potansiyel bulas yolu oldugu icin énemlidir®. Alinan tim
onlemlere karsin, HD hastalarinda nozokomiyal HBV ve HCV enfeksiyonlarinin gelisebi-
lecegi de bildirilmektedir®. Bu calismada, kronik HD hastalarinda HBV ve HCV enfeksi-
yonlarinin serolojik ve molekiler yontemlerle arastiriimasi, ayrica okiilt HBV enfeksiyonu
oraninin ve viral genotiplerin belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylanan bu calismada,
2006 yilina ait veriler retrospektif olarak degerlendirildi. Calismaya, Antalya ili icerisin-
de, U¢ ayrt merkezde HD yapilan toplam 201 son dénem bdbrek hastasi dahil edildi.
Olgularin aydinlatiimis onamlar alindiktan sonra, HBV asi bilgisi kaydedildi ve alinan kan
ornekleri uygun kosullarda laboratuvara ulastirildi.

Serumlarda HBsAg, anti-HBs, anti-HBc total ve anti-HCV varligi ELISA yontemi (Roche
Modular Analytics E170 Assay, Almanya ve Abbott AxSYM, ABD) ile Uretici firmalarin
onerileri dogrultusunda arastirildi. HBV DNA ve HCV RNA varligi, BioRobot EZ1 System
(Qiagen, ABD) ile EZ1 Virus Mini Kit (Qiagen, ABD) kullanilarak Gretici firmanin onerileri
dogrultusunda, plazma orneklerinden ekstrakte edildi ve ardindan HBV DNA (RealArt
HBV RG RT PCR, Qiagen, Almanya) ve HCV RNA (RealArt HCV RG RT PCR, Qiagen,
Almanya) gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile (RotorGene 3000,
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Corbett Research, Avustralya) lretici firmanin 6nerileri dogrultusunda calisildi. Uretici
firma tarafindan, HBV DNA kitinin analitik duyarliigi 3.8 1U/ml, linearitesi 1.1 - > 4 x
10% 1U/ml; HCV RNA kitinin ise analitik duyarlihgi 34 IU/ml, linearitesi 65 - 1 x 10° 1U/
ml arasinda verilmektedir.

HBV DNA pozitif olgularin PCR urinlerine, genotipin belirlenmesi amaciyla, pre-S
gen bolgesi icin DNA dizi analizi (Beckman Coulter DNA Sequencer, ABD) uyguland;
belirlenen diziler ayni bélge icin yayimlanan GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
genbank/) verileri ile karsilastinldi. HCV genotiplendirmesi icin NS5B, E1 ve 5’UTR
bolgelerine yonelik primerler kullanilarak yapilan PCR sonrasi elde edilen Uriinlere dizi
analizi (ABI 3100 Genetic Analyzer, Perkin-Elmer Applied Biosciences, ABD) uygulandi
ve veriler MEGA 4.0.2 programi kullanilarak incelendi. Hasta serumlarinda AST ve ALT
dizeyleri spektrofotometrik yontemle (Roche Modular System, Almanya) kantitatif ola-
rak saptand.

Asili olanlar hari¢ tutularak en az bir HBV gostergesi (HBsAg, anti-HBc total, HBV
DNA) porzitifligi HBV enfeksiyonu; en az bir HCV gostergesi (anti-HCV, HCV RNA)
pozitifligi HCV enfeksiyonu; HBsAg negatif olgularda HBV DNA pozitifligi ise okiilt HBV
enfeksiyonu olarak kabul edildi.

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 18.0 programi kullanildi. Veriler arasinda karsi-
lastirma yaparken Mann-Whitney U, Pearson ki-kare ve Fisher’s exact testleri; risk analizi
icin ise Pearson ki-kare testlerinden yararlanildi. p degeri < 0.05 olan sonuclar anlamli
kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya alinan 201 olgunun 80 (%40)’i kadin, 121 (%60)’i erkek olup, yas ortala-
masi 51.16 + 16.28 (aralik 17-93) yil olarak hesaplanmistir. Hastalarin 89’unda (%44.3)
HBV agilamasina bagli olarak salt anti-HBs pozitifli§i bulunmaktadir. Yiiz (%50) olguda
HBV, 40 (%20) olguda HCV enfeksiyonu saptanmis; 24 (%12) olguda ise HBV ve HCV
koenfeksiyonu belirlenmistir. Serum transaminaz diizeylerine gore belirlenen 26 serolojik
profil grubu Tablo I'de gosterilmistir.

HBsAg pozitif bulunan 5 (%2.5) hastanin timiinde serum transaminaz duzeyleri
normal olup, 4’inde HBV DNA pozitifligi saptanmistir (Tablo I). Diger taraftan HBV
DNA varligi saptanan 5 (%2.5) hastanin 2'sinde ¢ok dustik diizeyde pozitiflik izlenmis
(sirasiyla 1 ve 2 1U/ml), ilkinde salt anti-HBc pozitifli§i belirlenerek okiilt HBV enfeksiyonu
(%0.5) olarak degerlendirilmis, ikincisinde ise HBsAg, anti-HBs ve anti-HBc pozitif olarak
saptanmistir. Plazma HBV DNA diizeyi 7.8 x 108 IU/ml, 3.7 x 108 IlU/ml ve 1.6 x 10* U/
ml olan, sirasiyla Gglincl, dordiinci ve besinci hastalarda HBsAg ve anti-HBc pozitiftir.

Anti-HCV, 37 (%18.4) hastada pozitif bulunmustur. HCV RNA saptanan 24 (%12)
hastanin 3 (%12.5)'inde anti-HCV negatif olup, viral yiik 2.1 x 103 IU/ml, 2.4 x 103 1U/
ml ve 1.2 x 10° IU/ml olarak saptanmustir.
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Tablo I. Serum Transaminaz Diizeylerine Gore Olgularda Saptanan Serolojik Profiller

Transaminaz
diizeyleri Say1 Anti-HBs HBsAg Anti-HBc  HBV DNA  Anti-HCV  HCV RNA

Normal
Grup 1 12 - - - - - -
Grup 2 69 + - - - - -
Grup 3
Grup 4
Grup 5
Grup 6
Grup 7
Grup 8
Grup 9
Grup 10
Grup 11
Grup 12
Grup 13
Grup 14
Grup 15
Grup 16
Grup 17
Grup 18

[e))
N
+
'
+
'
'
'

S U VS N S Sy 7 A S Vo Y T S G Sy )
'
+

.
:
+
:

+ o+ 4+ o+ o+
+

Yiiksek
Grup 19

Grup 20
Grup 21

N W BN N
+
'
+
'
'
'

Grup 22
Grup 23 1 + - - - - +
Grup 24 1 - - + - - -
Grup 25 1 + - - - + -
Grup 26 2 + - + - + -

HBV DNA pozitif hastalarin timinde (%100), HCV RNA pozitif 24 olgunun 15
(%62.5)'inde AST ve ALT diizeyleri normaldir.

HBV enfeksiyonu ile hastalarin yaslari, HD siresi ve serum transaminaz yuksekligi
arasinda istatistiksel bir iliski bulunmamustir (sirasiyla; p= 0.320, p= 0.790 ve p= 0.669).
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HCV enfeksiyonunun ise yasla birlikte arttigi (p= 0.047) ve HD suresiyle istatistiksel olarak
anlaml bir iliski gosterdigi belirlenmistir (p< 0.001). HCV enfeksiyonu riskinin, > 25 ay
hemodiyalize girenlerde daha yuksek oldugu izlenmistir (p< 0.001, OR: 0.224, %95 Cl=
0.089-0.562). Hem anti-HCV hem de HCV RNA varligi ile serum transaminaz yuksekligi
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iligki saptanmistir (p< 0.001).

Genotiplendirme sonucunda, HBV izolatlari genotip D, HCV izolatlar ise genotip 1b
olarak tiplendirilmistir.

TARTISMA

Bu calismada, hemodiyaliz (HD) hastalarinda HBV ve HCV enfeksiyonlarinin gorilme
sikhigr sirastyla %50 ve %20 olarak saptanmis; HBsAg pozitifligi %2.5, HBV DNA pozitif-
ligi %2.5, anti-HCV pozitifligi %18.4, HCV RNA pozitifligi ise %12 olarak belirlenmistir.
HBV izolatlarinin timi genotip D, HCV izolatlarinin timii de genotip 1b olarak bulun-
mus, bu sonuglarin iilkemizin genotip profili ile uyumlu oldugu izlenmistir’-. Kaygusuz
ve arkadaslarinin® calismasinda, 20.000’den fazla HD hastasinda anti-HCV pozitifligi
%23.9 olarak bildirilmis; Tlrk Nefroloji Dernegi (TND) kayitlarina gore de Tirkiye gene-
linde HD hastalarinda anti-HCV pozitifligi 1997 yilinda %54.6, 2006 yilinda %15.9 ve
2011 yilinda %7.9 olarak rapor edilmistir'®'!. Akdeniz Universitesi Hastanesinde, 1997
yihnda, HD hastalarinda anti-HCV prevalansi, ikinci jenerasyon ELISA testi ile %62.7
olarak bulunmustur'2. Calismamizda saptanan %18.4'liik oran, TND’nin, 2006 yili icin
bildirdigi sonug ile benzerdir. Bununla birlikte, calisma grubumuzu olusturan Gic merkez-
den biri olan hastanemiz HD unitesinde, 2011 yilinda anti-HCV pozitifligi %5.3 olarak
saptanmistir (yayinlanmamis bulgu). Aradan gecen siire icinde izolasyon ve dezen-
feksiyon onlemlerinin daha etkin uygulanmasi ve anti-HCV ELISA testlerinde duyarlihk
ve 6zgulligu artinlmus ileri jenerasyon testlerin kullanilmasi, aradaki farki agiklayabilir.
Benzer olarak, Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Hemodiyaliz Unitesi’/nde 1990 yilinda
%48 olan anti-HCV pozitifliginin 2000 yilinda %19.1’e distiigi bildirilmektedir'3.
Arastirmacilar bunu anti-HCV pozitif makinelerin ayrilmasi, eritropoetin uygulamasiyla
kan transfuizyon ihtiyacinin azalmasi, enfeksiyon kontrol kurallarina siki uyum ve Ggunci
jenerasyon testlerin kullanimina baglamaktadirlar.

Hemodiyaliz hastalarinda HCV takibinde, serumda ELISA ile anti-HCV arastinimakta,
pozitif sonug alindiginda molekiler yontemlerle HCV RNA varligi ve miktari degerlendi-
rilmektedir. HD hastalarinda HCV RNA ve anti-HCV pozitifligi her zaman birlikte degildir.
Bozdayi ve arkadaslar' 2002 yiinda HD hastalarinda anti-HCV prevalansini %43.6
olarak bulmuslar; anti-HCV negatif lic olguda HCV RNA pozitifligi bildirerek, anti-HCV
ve HCV RNA'nIn birlikte calisiimasini 6nermislerdir. Calismamizda HCV enfeksiyonunun;
yas, HD siresi ve serum transaminaz yulksekligi ile iliskili oldugu bulunmus; iki yildan
uzun HD uygulamasinin, HCV enfeksiyonu riskini artirdigi belirlenmistir. Bu bulgu baska
calismalarla da desteklenmektedir'®. Kronik HCV enfeksiyonu olan HD hastalarinda tran-
saminaz diizeyleri normal olabilir'. Anti-HCV pozitif, HCV RNA negatif olan hastalarda
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bu durum gecirilmis HCV enfeksiyonuna bagli olabilecegi gibi, kronik HCV enfeksiyonu
nedeniyle de olusabilir. Caismamizda HCV RNA saptanan anti-HCV negatif (¢ olgudan
ikisinde transaminaz diizeyleri normal olmakla birlikte viral ytk ytksektir. Bu nedenle HD
hastalarinda HCV enfeksiyonu takibinde belirli araliklarla HCV RNA arastinimalidir.

Turkiye genelinde HD hastalarinda HBsAg pozitifligi, TND kayitlarina gére 1997
yihinda %11.1, 2006 yilinda %6.8 ve 2011 yilinda %4.3'tiir'®"". Ulkemizde yapilan
calismalarda®'¢ HD hastalarinda HBsAg pozitifligi yaklasik %8 oraninda bildirilirken, yurt
disi calismalarda'>1718 9%1.4-4.5 olarak rapor edilmektedir. Bizim calismamizda HBsAg
pozitifligi, TND’nin 2006 yilinda bildirdigi orandan daha diisiik (%2.5) saptanmis;
Unitemizde 2011 yilinda bu oran %1.3 olarak tespit edilmistir (yayinlanmamis bulgu).
Calismamizda HBV enfeksiyonunun yas ve HD siiresi ile anlamli bir iliskisi bulunmamuistir.
Burada ilk akla gelen HBV asi uygulamasinin etkinligi ve enfeksiyon kontrol 6nlemleridir.
Yapilan calismalarda bizim bulgumuzla benzer olarak HD hastalarinda HBV enfeksiyonu
ile serum transaminaz degerleri arasinda net bir iliski bulunamamistir'.

Okiilt HBV enfeksiyonu tanisinda, HBV DNA'sinin karaciger veya kan orneklerinde
PCR ile arastinlmasi altin standart olarak kabul edilmektedir*. invazif bir islem olan
karaciger biyopsisi tim olgulara uygulanamadigindan, okilt HBV enfeksiyonu ile ilgili
veriler genellikle serolojik arastirmalardan elde edilmektedir. Calisma gruplari ve testlerin
duyarliliklarindaki farkliliklar nedeniyle lilkemizde ve yurtdisinda farkli prevalans oranlari
s6z konusudur'®-23,

Sonug olarak, kronik HD hastalarinda HBV ve HCV enfeksiyonlarinin molekiler yon-
temlerle arastirilmasi, rutin testlerle negatif bulunan olgularin saptanmasinda temel
o6neme sahiptir. Bu hastalarda HBV ve HCV enfeksiyonlarinin seyri ve epidemiyolojisi
hakkinda degisen bilgilere ulasmak acisindan, farkli yillara ait verilerin sunulmasi yararli
olacaktir.
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