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TESEKKUR



OZET

Hepatit B Hastalarinda HBV RNA’nin Tam ve Tedavideki Onemi

Amag: Hepatit B tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de 6nemli bir saglik
sorunudur. Ciddi saglik sorunlarina, isgiicii kayiplarima ve ekonomik yiike neden
oldugundan, erken tam1 ve tedavi Onemlidir. Son zamanlarda yeni markerlar
kullanilmaya baglanmistir. Bunlardan biride serum HBV RNA’dir. Calismada hepatit
hastalarinin HBV RNA diizeyleri olciilerek hastaligin seyri, antiviral tedavi etkinliginin
Olciilmesi ve reaktivasyonlarin erken tesbiti amag¢lanmistir.

Materyal ve Metod: Bu calisma Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi’ne bagvuran 86 hepatit hastasi ile yapilmigtir.  Hastalardan alinan kan
ornekleri serumlarindan ayristirilmig, ¢alismanin yapilacagi zamana kadar -20°C’de
saklanmigstir. Toplanan hasta 6rneklerinde ticari kit kullanilarak niikleik asit izolasyonu
yapilmis, ardindan iki asamali real-time PCR yontemi ile HBV RNA arastirilmustir.

Bulgular: in house Real time PCR teknigi kullanarak dizayn ettigimiz
calismamizin sonucunda daha Once ticari kit kullanilarak HBsAg ve HBV DNA pozitif
olan hastalarin 22’si (% 25) pozitif, 10’u (% 12) negatif; HBsAg pozitif HBV DNA
negatif olan hastalarin 4’ii (% 5) pozitif, 28’1 (% 33) negatif bulunmustur. HBsAg ve
HBV DNA negatif grupta 2 (% 2) hasta pozitif, 20 (% 23) negatif tespit edilmistir.
Pozitif sonuglar tekrar edilmistir. Sonuglarin degerlendirilmesinde treshould degeri 0.02
olarak belirlenmistir.

Sonuglar: Iki asamali olarak yapmis oldugumuz calismamizdastandart tani
testlerine yakin sonuglar elde edilmesi, HBV DNA’s1 negatif gruptan 6 hastay1 pozitif
olarak belirlemesi yontemimizin Hepatit B’nin tan1 ve tedavisinde kullanilmak iizere
gelistirilmesi yoniinde Uimit verici olarak degerlendirilmistir. Rutin kullanimlar i¢in
yontemimizin tek basamakli dizayni i¢in ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: cccDNA, Hepatit B, HBV RNA, real time PCR

vii



ABSTRACT

Importance of HBV RNA in Diagnosis and Treatment in Hepatitis B Patients

Aim: Hepatitis B is an important health problem in our country as well as all
over the world. Early diagnosis and treatment is important because it causes serious
health problems, workforce losses and economic burden. Recently, new markers have
been used. One of them is HBV RNA. In this study, it was aimed to measure the course
of the disease, to measure the effectiveness of antiviral treatment and to detect
reactivations early by measuring the HBV RNA levels of hepatitis patients.

Material and Method: This study was conducted with 86 hepatitis patients who
applied to Sakarya University Medical Faculty Hospital. The blood samples taken from
the patients were separated from their serums and stored at -20°C until the time of the
study. Nucleic acid isolation was performed in the collected patient samples using a
commercial kit, and then HBV RNA was investigated by real-time PCR method.

Results: As a result of our study, which we designed using the in house Real
time PCR technique, 22 (25%) of the patients who were positive for HBsAg and HBV
DNA using a commercial kit, were positive and 10 (12%) were negative; Of the patients
with HBsAg positive and HBV DNA negative, 4 (5%) were positive and 28 (33%) were
negative. In the HBsAg and HBV DNA negative group, 2 (2%) patients were positive
and 20 (23%) were negative. Positive results were repeated. Our results, using the
Qiagen Rotor gene program, the treeshold value was determined as 0.02 on average and
calculated according to this value.

Conclusion: Obtaining results close to the standard diagnostic tests in our study,
which we conducted in two stages, and the positive determination of 6 patients from the
HBV DNA negative group were evaluated as promising for the development of our
method to be used in the diagnosis and treatment of Hepatitis B. Further studies are
needed for a one-step design of our method for routine uses.

Keywords: cccDNA, Hepatitis B, HBV RNA, real time PCR
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1. GIRIS

Hepatit B, oOzellikle gelismekte olan bolgelerde diinya capinda bir saglik
sorunudur. Dinya nufusunun tahminen Ugte biri Hepatit B Virst (HBV) ile enfektedir.
Bir hepatotropik virtis partikili olan hepatit B virionunun epidemiyolojisi, virolojisi,
dogal seyri ve tedavisi ile ilgili bilgiler konusunda,1970’lerden bu yana 6nemli
ilerlemeler kaydedilmistir (1).

HBYV, kismi ¢ift sarmal, sirkiiler deoksiriboniikleikasit (DNA)’i olan zarfli bir
virustur. Sadece insanda ve hepatositlerde enfeksiyon yapabilir. Hiicre icine girdikten
sonra zarf ve kapsidinden soyunup genomunu ¢ekirdegin igine sokar. Burada kismi ¢ift
sarmal olan genetik eleman kapali, kovalent, sirkiiler hale gelir. Bu yapidan viriisiin
antijenlerini  sentez ettiren messenger ribonukleikasit (MRNA)'lar yapilir. Bu
RNA'lardan biri HBV DNA sentezi i¢in sablon rolu gorir ve revers transkriptaz (RT)
enzimi araciligiyla virtisiin DNA's1 sentez edilir (2).

HBV, hematojen ve cinsel yolla bulasir. Karmasik bir mekanizmaya sahip viral-
konak etkilesimi sonucunda, kiside ya akut semptomatik bir hastalilk ya da
asemptomatik bir hastalik geligir. Hastalar enfeksiyonu atlattiktan sonra hepatit B yiizey
antikoru (anti-HBs) gelistirir; ancak kisi hepatit B ¢ekirdek antijenine (HBcAg) karst
antikora sahip oldugu siirece reaktivasyon riski devam etmektedir. Ciinki HBV
enfeksiyonu, Epstein-Barr  virlstu,  Sitomegaloviris ve  Herpes simpleks
virlistienfeksiyonlarima benzer sekilde tedavi edilemez bir hastalik olmaya devam
etmektedir. Alternatif olarak hasta, hepatit B ylizey antijeni (HBsAg) pozitifligi olan
kronik bir enfeksiyon durumu gelistirebilir. Enfeksiyonun ge¢ doneminde siroz ve
hastalarin % 15-30'unda ise hepatoselltler karsinom (Hepatocellular carcinoma=HCC)
gelisebilmektedir (3-6).

Bagisiklig1 normal olan erigskinlerde, HBV enfeksiyonlarinin yaklasik % 4'iinden
daha az1 kroniklesirken, perinatal olarak enfekte olmus bebeklerin % 90'ma yakini
kroniklesir (7). Bir - 5 yas arasinda HBV enfeksiyonuna yakalanan ¢ocuklarin % 30-
50'si kronik olarak enfekte olmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii'ne (DSO) gére, 2010 yili
sonunda % 75’lik bir kiiresel kapsama oraniyla, HBV asis1 179 iilkede rutin olarak
uygulanmaya baglanmistir. Bu kapsama oran1 Amerika Kitasi’nda % 89; Avrupa'da %
78; Afrika'da % 76 iken, Glineydogu Asya'da % 52°dir (8).



HBV, tim diinyada oldugu gibi, iilkemizde de ciddi ve Onemli saglik
problemidir. Yaklasik ii¢c milyon kisinin HBV enfekte oldugu bilinmektedir. Ulkemiz
hepatit B enfeksiyonu bakimindan endemik bir bolgedir. Bolgesel farklilik gostermekle
beraber, Avrupa hastalik kontrol-6nleme merkezinin (European Centre for Disease
Prevention and Control) HBV’ye iliskin raporunda belirttigi iizere; Tiirkiye’deki genel
popiilasyonda, HBsAg (+) seroprevelans1 % 2-8, HBV’yle karsilagsma prevelansi % 20-
60 seviyesindedir. Tiirkiye’nin batisinda % 3-4.5 gibi diisiik oranda HBsAg pozitiflik
bildirilirken, giineydogu ve dogu anadoludaki sehirlerde % 8-14.3 diizeyinde yuksek
oranlar bildirilmistir. Yine ayni1 rapora gore; Avrupa’ya kiyasla genel popiilasyonda
HBYV prevelansi en yiiksek iilkelerden biri Tiirkiye’dir. Tedavi edilmediginde siroz ve
karaciger kanserine neden olabilen HBV, Insan immiinyetmezlik viriisii (HIV)’den, yiiz
kat daha bulasicidir. Hastaligin asemptomatik de seyredebiliyor olmasi dolayisiyla
bazen uzun siire fark edilememesine sebep olabilmektedir. Ciddi saglik problemleri,
isglicii kayiplart ve ekonomik kiilfete sebep olan bu hastalikla miicadelede, erken tani-
tedavinin yaninda hastaliktan korunmaya yonelik alinacak tedbirlerin artirilmasi ve
yayginlastirilmasi gerekmektedir (9-11).

HBYV enfeksiyonu, diinya genelindeki iilkelerin ¢ogunlugunda olan rutin agilama
calismalar1 sayesinde yeni vaka insidansinda diisiis saglanmasina ragmen, halen ciddi
morbidite ve mortalite etkeni olarak yerini korumaya devam etmektedir. Hastaligin
morbidite ve mortalitesi; hastanin viral replikasyonu siirekliligine, karaciger kanseri ve
siroz gelisimi ile yakindan iliskilidir. Her y1l bir milyona yakin kisi, HBV ile baglantili
son evre karaciger hastaliklart ve HCC nedeniyle yasamini yitirmektedir (11).

Hastalik akut olarak baslar ve ilerleyen zamanda kronik hastaliga sebep
olabilmektedir. Akut hepatit B (AHB) enfeksiyonu birkac hafta ve/veya ay surer; bu
stire zarfinda hastalar iyilesebildigi gibi, fulminan yetmezlik veya kronik tasiyiciliga da
sebep olabilmektedir. Kronik hepatit B (KHB) ise ¢ok degisken bir spektruma sahip
olup, inaktif tasiyicilik da dahil olmak iizere siroz ve HCC’ye kadar bir dizi klinik
tabloya neden olabilir. HBV enfeksiyonunun dogal seyrini viriis ve konaga ait
faktorlerin yaninda, hepatit C ile D viriislerinin varlig, alkol tiiketimi ve antiviral tedavi
etkinligi gibi bir¢ok faktor etkilemektedir. Yapilan calismalarda tedavi edilmeyen
KHB’li hastalarda tani sonrasi bes yil i¢cindeki donemde; siroz gelisme ihtimali % 8-20,
kompanse sirozdan dekompanseye geg¢is % 20 olarak bulunmus olup, dekompanse

sirozlularda bes yillik sag kalim % 14-35 olarak tespit edilmistir (11).



Hepatit B tedavisinde; esas ama¢ HBV enfeksiyonunu tamamen eradike etmek
olmasma ragmen, viriisiin hepatosit niikleusunda yerlesmesi vecovalently closed
circular DNA(cccDNA )olusturmasi sebebiyle giiniimiiz kosullarinda tedavide kullanilan
ilaclarla bu hedefe varmak mumkin gérinmemektedir. Bu yizden tedaviden beklenen
basarili sonug, HBsAg serokonversiyonunun saglanmasi ve hastaligin ortadan
kaldirilmasidir. Fakat bu sonuca ulagsmak ne yazikki az sayida hastada miimkiin
olmaktadir (12).

Kronik HBV enfeksiyonunun mevcut tedavi stratejileri, serumdaki HBV
DNA'min baskilanmasiyla viral replikasyonu biiyiik dl¢lide inhibe ettigini gosterir.
Halen arastirilmakta olan terapdtik ajanlar cccDNA iizerinde daha giiclii bir etkiye
sahiptir ve potansiyel olarak daha efektiftir ve bu nedenle cccDNA aktivitesini gdsteren
serum biyobelirteglerine ihtiya¢ vardir. Bu belirtegler ideal olarak tedaviye baglamadan
once veya tedavi sirasinda erken donemde giivenilir bir yanit tahmini ve ayrica hali
hazirda mevcut olan tedavilerin kisisellestirilmesine yardimci olur (13).

HBV enfeksiyonunun biyomarkerlari hastaligin 6nlenmesinde, tani1 ve tedavi
yonetiminde énemlidir. Cogunlukla HBV enfeksiyonunun uygulanabilir biyobelirtegleri
arasinda serum HBsAg, hepatit e antijeni (HBeAg), farkli HBV antijenlerine karsi
olusan c¢esitli antikorlar ve HBV DNA seviyeleri yer alir. Ek olarak, son The European
Association for the Study of the Liver (EASL) klinikleri kurallarinda yeni bir
biyobelirteg olarak dolasimdaki HBV RNA 6nerilmistir. Kronik HBV enfeksiyonu olan
hastalarda serum HBV RNA'sinin saptanabilecegi rapor edilmistir. Klinikte serum HBV
RNA seviyeleri, niikleozid analogu (NA) veya peginterferon (PeglFN) ile tedavi edilen
hastalardaki HBeAg kaybi ile giiclii bir korelasyona sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica
serum HBV RNA seviyesi, antiviral direngli mutasyonlarin olusumu ve KHB
hastalarinda antiviral tedavi kesilmesinden sonraki reaktivasyonlarin belirlenmesi i¢in
degerli bir erken belirleyicidir. Serum HBV RNA, HBV enfeksiyonunun yeni bir
biyolojik isareti olmakla birlikte antiviral tedavileri optimize etmek icin faydalidir ve
Polimeraz Zincir Reaksiyonlari (PCR) teknikleri kullanilarak serumda tespit edilebilir
ve nicelendirilebilir (11,14-17).

1996'da Kock ve arkadaslari, HBV RNA'nin serbest viriliste bulundugunu ilk kez
gosterdiler ve sonraki bir dizi ¢alisma, serumdaki HBV RNA diizeylerinin virolojik
yanit (VR) ve prognozla iliskili oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, farkli KHB
hastalarinda serum HBV RNA degisikliklerinin &zellikleri hala tam olarak



aciklanamamaktadir.  HBV ~ RNA'min  HBeAg serokonversiyonunu  gdsterip
gostermeyecegi hala tartigmalidir (18).

Biz bu ¢alismamizda, bir y1l siireyle Sakarya Universitesi Hastanesi’ne basvuran
Hepatit B hastalarinin, HBV RNA diizeylerini Real Time PCR yontemi ile Olcerek
hastaligin seyri, antiviral tedavi etkinliginin dl¢lilmesi ve reaktivasyonlarin erken tesbit
edilmesini amacliyoruz. Bdylece tedavi siirecinin yeniden gézden gecirilmesi miimkiin
olacaktir.

Son yillarda hedefe yonelik monoklonal antikor igeren akilli ilaglarin kullanima
girmesi hepatositlerde latent formda kalan hepatit B’ye ait cccDNA nin tekrar aktif hale
gelmesini sitlimile ettiginin anlagilmasi, reaktivasyonu erken donemde tespit edecek
yeni yontemlerin bulunmasini zorunlu hale getirmistir.

Hepatit B hastalarinda antiviral tedavinin etkinligi cesitli yontemlerle takip
edilmektedir. HBV RNA, erken donemde sentez edildiginden tedavi etkinligi ve
reaktivasyonlarin daha erken fark edilmesine imkan saglamaktadir. Dolayisyla kiiresel
captaki hasta sayis1 ve tedavide kullanilan ila¢ maliyeti g6z 6niinde bulunduruldugunda,
Hepatit B hastalarinda HBV RNA’y1 6lgerek, tan1 ve tedavideki gidisati erken tespit

etmeyi ve bunun sonucunda diinya ekonomisine katki sunmay1 hedeflemekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Viral hepatit farkli zaman ve cografyalarda degisik sekillerde isimlendirilmistir.
Baslicalar1 sunlardir: Bulasic1 sarilik, kamp veya asker sariligi, kataral sarilik, infektif
sarilik, epidemik sarilik, post vaksinal sarilik, transfiisyon sariligi, kisa inkiibasyonlu
sarilik, uzun inkiibasyonlu sarilik, Hepatit Tip A-Tip B, Akut Viral Hepatit A ve B (19).
Sarilik, Roma ve Yunanlilarca kétii olarak tanimlanmis, muhtemelen leptospiroz ve
sitma gibi salginlarla karistirilmistir. Taninmasi orta ¢aglart bulmustur (20).

1942’de Amerika ordusundaki askerlere, insan plazmasiyla kontamine sari
humma asis1 uygulandiktan sonra, 56 bin kisinin hepatit oldugu biyiik bir salgin
meydana gelmistir. Buna dayanarak 1947°de Mac Callum iki hepatit arasindaki ayrimi
ilk defa onermistir. Hepatit A, cocuklara digkiyla kontamine su, yiyecek ve icecekle
bulasip kroniklesmezken; Hepatit B, genelde kan veya serum nakli ya da kisiden kisiye
inokilasyonla bulasir ve kroniklesir (21).

1963’te Blumberg ve ark. Avustralyali yerlinin serumunda, simdilerde HBSAg
diye bilinen Australya antijenini (AuAg) tespitiyle, viriis hepatitleri tarihinde yepyeni
bir doneme girilmistir. 1970’de Dane ve ark. HBV’yi elektron mikroskobu ile
incelemis, 3 farkli partikiil bulmuslardir. Enfeksiy6z partikiillere ‘Dane partikiilii’ismi
verilmistir (22).

1971°de Shalom Hirschman, saflastirilmis AuAg preparatlarinda, tipki DNA
polimeraz ve retrovirusler gibi RT enziminin bulundugunu tespit etmesiyle, HBV
genomunun teshisi miimkiin olmustur. 1973°te William S. Robinson, HBV’nin endojen
polimeraz aktiviteye sahip oldugunu ve 1974’te de bu aktivitenin viral DNA kaynakli
oldugunu gostermistir (20,21).

Son asirdaki gelismelerle viriisiin tani-tedavisi ve virlisten korunmada c¢ok fazla
yol kat edilmistir. Nitekim HBV’den korunmada 1981°den bu yana plazma kokenli
asilar kullanilmaya baslanmig, 1986’dan beri daha giivenilir olan rekombinant as1

kullanilmaktadir (23).

2.2. Epidemiyoloji

Diinya genelinde yaklasik iki milyar kisinin HBV ile karsilasmis oldugu,
yaklasik 350-400 milyon KHB enfeksiyonu vakasi oldugu, her sene yaklasik bir milyon



kisinin HBV kaynakli hastaliklar nedeniyle yasamini yitirdigi tahmin edilmektedir (24).
HBV’nin kiiresel yaygmnligi hepatit C virsinin 2 kati, HIV’in 7 kati olarak
bilinmektedir (25). Hastalik prevalansi cografi bolgeler arasinda % 1-20 arasinda
degisir. Ornegin; Alaska Eskimolari, Asya Pasifik adalarinda yasayanlar, Avustralya
aborijinleri ve Hint alt kitasi, Sahra alt1 Afrika ve Orta Asya bdlgelerinde daha yiiksek
bir oran vardir. Vietnam gibi bazi yerlerde bu oran % 30'a kadar ¢ikmaktadir. Bu tiir
varyasyon, iyatrojenik bulagsma dahil olmak iizere bulasma seklindeki farkliliklar ve
enfeksiyonun bulastigi donemde hastanin yasi ile iligkilidir.

Yasam boyu HBV enfeksiyonu riski, diisiik prevalanshi bolgelerde % 20'den
azdir (< % 2; genelde % 0.1-2). Prevalansin yiiksek oldugu bolgelerde (> %8, genelde
% 10-20), baskin bulasma sekli perinatal olup, hastalik erken ¢ocukluk déneminde
anneden bebege dikey olarak bulasir. HBV ile enfekte olan bireylerin yaklagik % 45',

yasam boyu enfeksiyon riski % 60'in iizerinde olan yiiksek prevalansli bolgelerde yasar

(7).

- High 2 8%
Intermediate 2%-7%

: Low < 29

Sekil 2.1. Global HBsAg Seroprevalansi (Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi’nden.
Seyahate Bagli Bulasic1 Hastaliklar Hepatit B)

Yiiksek endemik bolgelerde uygulanan asilama programlari, HBV enfeksiyonu
prevalansim1  azaltmistir. Tayvan'da HBV  seroprevalanst 1984'te  (asilama
programlarindan 6nce) % 10 iken, program sonrast 1994'te % 1'in altina diismistiir ve
ayn1 donemde HCC insidans1 da % 0.52'den % 0.13'e gerilemistir (3).

Tiim diinyada ise asilama programi oncesinde (1980 - 2000) 5 yas alti KHB
enfekte ¢cocuklarin oran1 % 4.7 iken, program sonrasi 2015’te % 1.3’e diismiistiir (25).

Endemisite oranlarindaki degigkenlik enfeksiyonun edinim yasi ve sekliyle de

yakindan iliskilidir. Immiin sistemi normal kisilerde akut enfeksiyon olarak karsimiza



cikar ve subklinik seyir, ikterik veya fulminan hepatite varan ¢esitli klinik tablolarla
seyredebilmektedir. Akuttan kronige doniis, enfeksiyonu edinim sekli ve yasi ile
degiskenlik gostermektedir; eriskin yas grubunda % 5 olarak, yenidogan grubunda
perinatal temasla baglantili olarak % 90, 1-5 yas araliginda ise % 20-50 civarindadir.
Yiiksek endemisite bolgelerinde HBV kaynakli HCC insidansi oldukga yiiksektir.
Yiizbinde >20 vaka ile HCC oran1 en yiiksek iilkeler Gliney Asya ve Sahraalt1 Afrika
ulkeleridir (26,27).
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Sekil 2.2. Diinyada HBV Prevalansi, DSO, 2015

Turkiye'de Hepatit B

Iki bin dokuz yilinda, 18 yas ve iizeri kisilerde yapilan bir ¢alismada, iilkemizde
HBsAg pozitifligi % 4 ve Hepatit B ¢ekirdek antikoru (anti-HBc) pozitifligi % 30.6
bulunmustur (28). Tirkiye’de 1999-2009 arasinda yapilan arastirmalarin yas ve bolge
baglaminda degerlendirildigi bir sistematik derlemede, HBsAg pozitifliginin %
4.60ldugu ve yaklasik 3.3 milyon kisinin kronik HBV ile enfekte oldugu gosterilmistir.
En diistik prevalansin % 2.8’lik bir oran ile 0-14 yas grubunda, en yliksek prevalansin
ise % 6.3 oran ile 25-34 yas grubunda oldugu saptanmistir (29).

Tiirk Kizilay1r Kan Merkezlerindeki kan bagis¢ilarindan toplanan veriler 1s181inda
HBsAg pozitifligi; 1985 yilinda % 6.7, 1988’de % 5.3, 1992°de ise % 4.7 olarak
ortalama % 5.1 iken, 2012°de % 0.6 olarak tespit edilmistir (30,31). Bu oran
diisiikliiglintin sebebi, 1997 senesinden itibaren inaktif HBV tasiyicisi kisilerden kan
alinmamasinin  katkis1 oldugu soylenebilir. Ulkemizde bolgesel olarak HBsAg
pozitifligi degerlendirildiginde, dogu ve giineydogu anadolu bolgelerindeki oran diger

bolgelere gore nispeten daha yiiksek bulunmaktadir (31).



Ulkemizdeki HBV prevelans: Sekil 3°de goriildiigii iizere; Trakya'da yaklasik %
3.7, Marmarada % 4.4, Bat1 Karadeniz'de % 4.5, Dogu Karadeniz'de % 7, I¢ Anadolu'da
% 4.9, Dogu Anadolu'da % 8.9, Akdeniz'de % 7.9 ve Gilineydogu Anadolu'da % 12-
18°dir (30).

Sekil 2.3. Tiirkiye’de Hepatit B Prevelans1 (30)

Tiirkiye’de  HBV  prevelansinin topluma dayali arastirilmasini ilk defa
TurkKaraciger Arastirmalari Dernegi yapmustir. 5471 kisiyle yapilan c¢alismada
HBsAg(+) % 4.0, anti-HBs (+) % 32,anti-HBc total (+) % 30.6 bulunmus, HBSAg (+)
hastalarda hepatit B antikoru (anti-HBe) (+)oran1 da % 92.1 olarak tespit edilmistir (32).

HBYV Genotiplerinin Epidemiyolojik Dagilimi

Genetik cesitliligin yiizde 8’den fazla olmasiyla tanimlanan genotiplere gore, son
olarak Vietnam ve Japonya’da izole edilen 1 ve J genotipleri de eklenerek, mevcut
genotip sayist (A-J) onu bulmustur. Bu genotipler farkli cografi dagilim gostermektedir.
Turkiye’de genotip D baskindir. Genotipler ile HBeAg seroklirensi, enfeksiyonun dogal
seyri, prognoz, interferon tedavisine yanit, karaciger hasari ve kanseri arasinda ciddi bir
iliski vardir. Genotipler arasinda énemli patolojik farkliliklar goriiliir. A ve D genotipine
sahip kisilerde akut enfeksiyon sonrasi kroniklesme daha sik gozlenmektedir. Kronik
enfekte C ve D genotipli kisiler, A ve B genotipine kiyasla daha yiiksek oranda
karaciger hasar1 ve HCC’ye ilerlerken, Cve D genotipli kisilerde interferon tedavi

yanitlari nispeten diigikk bulundugu bildirilmistir (33).



Sekil 2.4. Diinyada HBV Genotip Dagilimi1 (Kramvis A, Kew M, Francois G. Hepatitis
B Genotypes. Vaccine; 23: 2409- 2423,2005)

2.3. HBV Bulasma Yollari

HBYV, enfekte viicut salgilariyla temas sonucu sadece insandan insana
bulagmaktadir. Bulasmada kan en 6nemli faktor olarak karsimiza cikarken; tiikiiriik ve
semen de onemli materyallerdir. HBV nin dort ana bulagsma sekli vardir: enfekte kan ya
da viicut salgilariyla parenteral/perkitan temas, cinsel temas, enfekte anneden yeni
dogana bulas (perinatal-vertikal), enfekte kisilerle aseksiiel yakin temas (horizontal).
Yakin tarthte HBV’nin saglik uygulamalariyla bulasi oldukca sik rastlanir hale
gelmigtir. Nozokomiyal bulas denen bu bulagsma, hem saglik ¢alisanlar1 hem de hastalar
icin dnemli risk faktortdur (31).

HBV bulasinda mevsim ve yas etkenleri rol almaz. Fekal-oral bulagma
olmadigindan, yayilmada su ve gidalar 6nemli degildir. Oral bulasma sadece hasarli
mukozaya enfekte kan temasiyla gergeklesebilir. G6z ve biitiinliigii hasarlanmis deri de
virlis gegisinde onemlidir (34).

Viral hepatitleri 6nleme komitesi, 1993’te HBV’yi mesleki bir hastalik olarak
kabul etmis; isverenlerin kan ve enfeksiyoz materyalle ¢alisan saglik personelinin HBV
asisini sart kosmustur. Ulkemizde Saglik Bakanlig: tarafindan yapilan son diizenlemeler
neticesinde; HBV risk grubundaki saglik c¢alisanlarinin ise baslamadan once HBV
serolojilerine bakilip {icretsiz asilanmasi ve riskli temas sonrasi calistigt kurumca

takipleri yapilmaktadir (35).



2.4. Hepatit B Klinigi

Evre 1: immiin tolerans: Saglhikli eriskinlerde yaklasik 2-4 hafta siiren bu evre

inkiibasyon periyodunu temsil eder. Yenidoganlar i¢in bu dénemin siiresi genellikle
onlarca yildir. Aminotransferaz seviyelerinde ¢ok az veya hi¢ yukselme ve hastalik
belirtisi olmamasina ragmen aktif viral replikasyonun devam ettigi bilinmektedir.

Evre 2: Immiin sistemin aktive olmasi/ Immiin klirens: immiin temizleme evresi

olarak da bilinen immdin aktif evrede, sitopatik etkiye sahip bir inflamatuar reaksiyon
meydana gelir. HBeAg serumda tanimlanabilir ve enfeksiyonu atlatan bazi hastalarda
HBV DNA seviyelerinde bir diigiis goriiliir. Akut enfeksiyonu olan hastalarda bu
evrenin siiresi yaklagik 3-4 haftadir (semptomatik donem). Kronik enfeksiyonu olan
hastalarda siroz gelismeden, immiin klirens olugsmadan, HCC gelismeden veya kronik
HBeAg-negatif varyant ortaya ¢ikmadan 6nce 10 y1l veya daha fazla bir siire gegebilir.
Evre 3: Inaktif kronik enfeksiyon: Ugiincii evrede, inaktif kronik enfeksiyon

evresi, konak¢lr immiin sistemi, enfekte hepatositleri ve HBV'yi hedef alabilir. Viral
replikasyon diisiiktiir veya serumda artik Olgiillemez ve anti-HBe saptanabilir.
Aminotransferaz seviyeleri referans araligi i¢indedir. Viral genomun konagin hepatosit
genomuna entegrasyonunun gerceklesmesi, biiyiik olasilikla bu evrede olur. HBsAg
hala serumda gorulebilir.

Evre 4: Kronik hastalik: Kronik HBeAg-negatif hastaligin ortaya ¢ikisi, inaktif

kronik enfeksiyon evresinden (evre 3) veya dogrudan immiin aktif/klirens asamasindan
(evre 2) meydana gelebilir.

Evre 5: lyilesme: Besinci evrede, DNA veya HBsAg tetkikleriyle viriis kanda

tespit edilemez ve ¢esitli viral antijenlere karsi antikorlar liretilmistir. Asagida HBV

enfeksiyonunun serolojik seyri gosterilmektedir (36).
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Sekil 2.5. HBV Enfeksiyonu Serolojik Seyri: Diiz ¢ubuklar, kendi kendini sinirlayan
akut HBV enfeksiyonunda seropozitiflik siiresini gosterir. Sivri ¢cubuklar, HBV DNA ve
HBeAg kronik enfeksiyon sirasinda saptanamaz hale gelebilecegini gostermektedir.
Akut hepatit evresinden sonra veya kronik enfeksiyon sirasinda, yalnizca anti-HBc’ye
kars1 gelisen IgG antikorlar1 tahmin edilebilir sekilde saptanabilir. Anti-HBs, genellikle
akut HBV enfeksiyonunun bitisinden sonra saptanabilir ancak zamanla kaybolabilir.

2.5. Prognoz

ABD'de yilda en az 5000 kisi, diinya ¢apinda yilda tahmini 1 milyon kisi, KHB
hastaligindan 6lmektedir (37).

Pozitif prognostik faktorler: Hepatit B ¢ antijenini kaybetmis ve HBV DNA
saptanamayan hastalarda, daha yavas hastalik progresyonu, komplikasyon olmadan
uzun siireli sagkalim, HCC ve siroz oraninda azalma ve dekompansasyondan sonra
klinik ve biyokimyasal iyilesme klinik iyilesme belirtileridir.

KHB enfeksiyonu, diinya ¢apinda HCC vakalarmin yaklasik % 50'sinin
gelisiminde major katkiyr yapmaktadir. Calismalar, viral replikasyonu gosteren HBV
DNA seviyesinin, diger viral faktorlerden bagimsiz olarak siroz ve HCC igin gugli bir
prediktor oldugunu gostermektedir (38). Bat1 Avrupa'da sirozu olan hastalarin yaklasik
% 9'u, ortalama 73 aylik takipte HBV nedeniyle HCC gelistirir. Siroz tanis1 konduktan
5 yil sonra HCC gelisme olasilig1 % 6, dekompansasyon olasiligi ise % 23'tiir.

Tiirkiye’de siroz, kronik karaciger hastaligi ve HCC vakalarinin ¢ogunlugu (%
50-70) viral hepatitlere baglidir. Ulkemizde yapilan genis bir kohort calismasinda tiim

HCC’li vakalarin % 83’{iniin kronik viral hepatit zemininde gelistigi gosterilmistir (39).
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Karsinogenez igin 6nemli risk faktorleri; ileri yas, aflatoksinlere maruz kalma,
alkol, hepatit C (HCV) ve hepatit D (HDV) virlsu ile koenfeksiyon, hastanin bagisiklik
durumu, genotip, kor ve prekor mutasyonlar, siroz, trombositopenidir.

Zamanla surekli artan yiksek serum viral yika (yani viral replikasyon), HCC
gelisimini 6ngérmede en gilivenilir gostergedir. HBsAg veya HBV DNA yoklugunda
anti-HBc varlig1 bile, HCC riskinin artmasiyla énemli 6lgiide iliskilidir, ancak bu gibi
durumlarda siroz olmadik¢ca HCC siirveyansimnin yapilmasi i¢in herhangi bir Oneri
yoktur.

Farklt HBV genotipleri ile iligkili belirgin mutasyonlar, HCC gelisme riskinde
artis ile iliskilendirilmistir. Genotip C, HCC ile yakindan iliskilidir; bu, sirozlu ve
genotip C'li 50 yasindan biiyiik hastalarda daha yiiksek kor ve prekor mutasyon
insidansi ile iliskili goriinmektedir. Genotip B ise geng, sirotik olmayan hastalarda ve
cerrahi sonrasi niikks durumunda HCC gelisimi ile iliskilidir (40).

AHB enfeksiyonu esnasinda farkl: tipte antijenlere (HBsAg, HBeAg ve HBcAg)
kars1 hiicresel ve sivisal bagisiklik yaniti olusur. Enfeksiyonun sonlandirilmasinda
hiicresel tip bagisiklik yanit1 dnemlidir. Karacigerdeki patoloji ve hasar, viriisiin direkt
sitopatik etkisiyle degil, enfeksiyon sirasindaki bagisiklik yaniti sonucu olusur.
Hastaligin tedavisinde eksojen kaynakli interferon etkili olmasina ragmen, dogal
enfeksiyonda endojen interferon Uretimi tespit edilmemistir. Buna ilave olarak,
bagisiklik yanitinin her zaman koruyucu oldugu sdylenemez. Bazi durumlarda immiin
aracili karaciger hasarini artirmasi ile otoimmiinitenin olugmasina yardim etmektedir.
Baz1 vakalarda dogrudan hepatosit membran antijenine karsi otoimmiin reaksiyon
gostererek ilerleyici karaciger hasarina neden olabilir. Ayrica immiin kompleksler
damar duvarlarindaki agir hasarla karakterize glomeriilonefrit, poliarteritis nodosa ve
infantil papuler akrodermatit denen sendromlarin patogenezinde énemlidir (41).

Kronik HBV enfeksiyonlarinda olusan karaciger hasari ¢ogunlukla immiin
sistem ve HBV ile enfekte hepatositlerin etkilesimiyle yakindan iliskilidir. Interferon
alfa/ beta/ gama ve timor nekroz faktor o gibi antiviral sitokinler virls eradikasyonunda
onemli vazife Ustlenirken, sitotoksit T lenfositlerinin enfekte hepatositleri ortadan
kaldirmasi viriisiin temizlenmesine yardimci olurken ayni zaman da karaciger hasarina
da katki saglamaktadir (42). Akut kendini sinirlayan HBV enfeksiyonu gozlenen
bireylerde; virusun kor, polimeraz ve ylizey antijenleri de dahil bir¢ok viral epitopuna
poliklonal ve multispesifik hiicre aktivasyonu goézlenmektedir. Bu yanitta, MHC class 2

bagimli CD4 yardimci T lenfositleri ve CD8 sitotoksik T lenfositleri rol Gstlenir. Akut
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enfeksiyonda tip I yardimci T yanit1 etkin olurken, interlokin-2 ve interferon gamanin
da yardimiyla enfekte hepatositlerin ortadan kaldirilip, organizma viriisten
temizlenmeye c¢alisilir. Boylece iyilesme saglanmaktadir. Kronik HBV durumunda
perifer sitotoksik T lenfosit yanit1 az veya etkisizdir. KHB goriilen bireylerde interkdlin
4/5/10 salgilanmasi sonucu tip II yardimer T lenfosit yaniti 6ne ¢ikmakta ve viriis
sitotoksik T lenfositleriyle temizlenmezken hiimoral yanith bagisiklik meydana gelir.
Hiicresel sitotoksik yanit, viriisii temizlemekte yetersiz kalmaktadir (43).

Akut HBV enfeksiyonu gecirip iyilesen kisilerde karacigerin HBV’den tamamen
temizlendigi sanilmaktaydi. Ancak yiiksek duyarlikli HBV DNA 6l¢iim yontemlerini
kesfiyle viral antijen, spesifik sitotoksik T hiicrelerin ve antikorun kaybolmasina
ragmen, klinik iyilesmeden yillar sonra bile karaciger ve serumda HBV genomuna
rastlanmistir. Akut HBV gegirip iyilesmis fakat sonraki zaman diliminde immiinsiipresif
veya kanser tedavisine maruz kalmis ¢ogu hastada alevlenme bildirilmistir. Tiim bunlar
gostermistir ki; akut enfeksiyon sonrasi HBV eradikasyonu tam olamamaktadir.
HBV’nin hepatositlerde stirekliligini saglayan molekiil cccDNA’dir ve antiiviral tedavi
sonrast olusan reaktivasyonlardan sorumludur. Kisacas1 kordaki cccDNA replikasyona
kaynak olusturur vemevcut tedaviler bunun slipresyonunda yeterli degildir (44).

Gerek primer enfeksiyon gerekse de asilamadan sonra, HBV’nin o antijenik
determinantina kars1 meydana gelen antikorlar tiim subtiplere ¢apraz bir koruma saglar.
Fakat basarili bir agilamanin akabinde anti-HBs pozitifligi gelisen kimi hastalar daha
sonra HBV’yle enfekte olabilmektedir. Bu tip vakalarda viriisiin o determinantinda,
asinin indiikledigi notralizan antikorlarin tutundugu epitopta mutasyon oldugu
bilinmektedir. Bu sayede mutant viriis olusan antikorlarla notralize olamaz. Mutasyon
hepatositlere baglanmay1 etkilemediginden, bu virlisler normal viriisler gibi replike
olmaya devam ederler (41).

HBYV prekor mutantlari

Prekor boélgesindeki nokta ya da ¢er¢eve kaydirma mutasyonlar1 sonucu defektif
veya degismis prekor varyantlar1 meydana gelmektedir. interferona cevap vermeyen
agir karaciger hastalig1 olan vakalarin ¢ogunda prekor varyantlari saptanmistir. Bu tespit
prekor varyantlarin patojenitesinin, dogal viriise kiyasla fazla olabilecegini

diistindiirmektedir (41).
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2.6. Hepatit B Tamsi

HBVenfeksiyonu siiphesi olan bir hastay1 degerlendirirken, ila¢ hepatotoksisitesi
gibi siroz ve karaciger yetmezligine yol agabilecek diger viral hepatitleri ve etiyolojileri
de goz 6niinde bulundurmak gerekir. Ek olarak, bu hastaligin baslica bulasi cinsel yolla
oldugundan, HIV veya cinsel yolla bulasan diger hastaliklarla enfeksiyon olasilig1 da
g6z oOnlinde bulundurulmahidir. Ayirici tanida; alkolik hepatit, otoimmin hepatit,
kolanjit, siroz, ilaca bagh karaciger hasari, hemokromatoz, hepatit A, hepatit C, hepatit
D, hepatit E, HCC ve Wilson hastaligi 6nemlidir.

2.6.1. Laboratuvar Tam

Hepatit B tanis1 cogunlukla serolojik testlerle konur.

Serolojik testler, HBsAg, anti-HBs, HBcAg, anti-HBc IgM ve anti-HBc IgG,
HBeAg ve anti-HBe’dir.

HBsAg: HBV yiizeyindeki proteindir. Serolojik tanidaki en 6nemli belirtegdir.
Genelde ELISA yontemiyle tespit edilir. HBsAg (+) olmasi bulastiricilik belirtisidir.
Klinik semptomlarbelirmeden 6nce serumda tespit edilir. Serumda tespit edildikten 4
hafta sonra, Klinik hepatit tablosu goriiliir. Akut HBV’de 2-6 ay arasinda kaybolur ve
antikor olusuncaya kadar gegen doneme pencere donemi denir. HBsAg (+) 6 aydan
uzun surerse kronik hepatit belirtisidir.

Anti-HBs: HBV enfeksiyonunda iyilesme ve bagigikligin gostergesidir; ayrica
basarili agsilamanin da gostergesidir.

Total Hepatit B Kor Antikoru (anti-HBc Total): HBcAg’nin serumda tespiti
oldukca zordur; bu sebeple kor bdlgesiyle ilgili pratik 6neme sahip tek belirte¢ anti-
HBc’dir. Bilhassa iyilesen akut vakalarda ve pencere ddneminde enfeksiyonun tek
isareti budur. Uzun siire kalicidir. Akut donemde anti-HBc IgM tipi antikorlarin varlig
onemli olup, akut hastaliktan iki y1l sonra dahi % 20 oraninda tespit edilebilir. Hayat
boyu pozitif kalir. Pozitifligi ge¢irilmis ya da aktif hastaligiisaret eder (45).

Anti-HBc IgM: Pozitif olmasi yakin zamandaki gecirilmis (<6 ay)
enfeksiyonun, gostergesidir. Akut enfeksiyondaki ilk gelisen antikordur ve enfeksiyonu
takiben 6-8 hafta i¢inde olusur.

HBeAg: Niukleokapsid genine ait antijendir. Akut ve kronik durumda
bulunabilir. Viriisiin replikasyonunu, enfekte kisilerde viral yiikiin fazla oldugunu

gosterir. Akut vakalarda HBsAg ile ayni1 donemde belirir ve ondan once kaybolur.
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Pozitifligi serumda HBV DNA varligina isarettir ki aktif viral replikasyon gostergesidir.
Anti-HBe olugmasi iyilesmeye gidisin kanitidir. Fakat son zamanlarda PCR ¢aligmalari
ile anti-HBe (+) vakalarda % 80 HBV DNA gosterilnesi ya da HBeAg (+) vakalarda
HBV DNA bulunmamasi bilgilerin degismesine sebep olmustur (46,47).

2.6.2. Molekiiler Tam

HBV enfeksiyonunda replikasyon gostergesi HBV DNA’nin  gosterilmesi
glinlimiizde 6nem kazanmistir. Bu amagla hibridizasyon ve niikleik asit amplikasyon
yontemleri kullanilmaktadir.

a. Hibridizasyon Yontemleri: Hibridizasyon, birbiriyle uyumlu sifreli iki
molekiiliin spesifik olarak birlesmesi demektir. HBV DNA’nin serumda
gosterilmesinde kullanilan likit faz hibridizasyon yonteminde duyarlilik
siirt 1.6-5 pg/ml (1 pg/ml yaklasik 10° kopya/mL’ye esdeger),slot
hibridasyonda ise 10-500 pg/ml’dir. Duyarliligin diisiik olmas1 nedeniyle
teshis ve tedavi takibinde kullanimi1 sinirlidir.

b. Nukleik Asit Amplifikasyon Ydntemleri (PCR): PCR tarihte bilinen en
eski amplifikasyon yontemlerindendir. Bu yontem, kisaca in vitro ortamda
DNA’nin  hedef bolgesinin ¢ogaltilmasi, ¢ogaltilan bdlgenin jel
elektroforezde yliriitiiliip saptanmasidir. Sonuglar IU/ ml olarak verilir. TU
olan deger, bes ile ¢arpilarak kopya/ml’e ¢evrilir.

AHB’de HBV DNA, kanda HBsAg tespit edilemeden oOnce pozitiflesirken,
iyilesen vakalarda da HBsAg’den once kaybolur. Akut HBV tanisinda rutinde HBV
DNA bakilmas1 gerekli olmayip, serolojik testler yeterli olurken bazi durumlarda tanida
yetersiz kalabilmektedir. Hepatit tanisinda kullanilan bu molekiiler tan1 yontemleri,
HBV DNA diizeyi, HBV genotip tayini ve mutasyonlarin tespiti, tedavi etkinliinin
izlenmesi ve serolojik testlerle tam1 koymada yetersiz kalman bazi durumlarda
klinisyene yardimci olur. Bilhassa seronegatif bireylerden bulasan HBV vakalarindaki
tek belirtecin HBV DNA olmasi;; HBsAg (-) olup transaminazlar1 yiiksek olan
donorlerin % 9’luk kisminda HBV DNA tespit edilmesi bu konunun 6nemini ortaya
koymustur. Bu bulgular 15181nda HBsAg (-) olan kanlarin kullanildig1 transfiizyonlar
sonras1 alicilarda goriilen ve agiklanamayan posttransfiizyonel HBV enfeksiyonunun
nedenini ortaya koymaktadir (48). Nikleik asit amplifikasyonu (PCR vb.) ve
hibridizasyon temelli olan teknikler arasinda duyarlilik ve kantitasyon araligi

bakimindan farkliliklar vardir. Niikleik asit amplifikasyonunda yakalama sinir1 10-100
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kopya/ml, kantitasyon aralig: iist smir1 10° kopya/ml iken, hibridizasyon tekniginde ise
yakalama siir1 10*-> kopya/ml ve kantitasyon araligi 3-4 log’dur. Real-time PCR’da
her iki yontemin avantajlar birlestirilerek, yakalama smir1 10-100 kopya/ml’ye kadar
inebilirken, kantitasyon iist sinir1 da 10°-1° kopya/ml’ye varabilmektedir (49-50).

HBV DNA kullanim alanlari:

1. Erken tani: Kanda HBsAg’den 3-5 hafta 6nce pozitiflesir. Ozellikle kan
bankaciliginda 6nemlidir.

2. Tedavi karar1 verilmesi: Hastaligin evrelendirilmesinde kullanilan
gostergelerden biridir. HBV DNA kanda >10*-> kopya/ml ve yiiksek ALT
olmasi KHB ve tedavi baglama kriteridir.

3. Tedavi yanit1 izlemi: Tedavi siirerken tedavi Oncesi viral ylike kiyasla, en
az bir logaritma azalma beklenir.

4. Antiviral ila¢ direnci saptanmasi: Tedavi slirerken HBV DNA miktarinda
bir ay ara ile iki defa bir logaritma artig olmasi, antiviral tedaviye direng
gelistigini gosterir.

5. Hastanin bulastiricilik seviyesinin tahmin edilmesi: Bulasicilik viral yikle
dogru orantilidir (51).

Son yillarda oOzellikle de rutin laboratuarlarda, mikrobiyolojik tan1 amach
otomatik sistemler kullanima girmistir. HBV DNA’nin saptanmasinda en 6zgiil ve
duyarli yontem PCR’dir. Bu yontemle eser miktarlardaki HBV DNA (10-50 kopya/mL)
bile tespit edilebilmektedir. Kantitatif HBV DNA, serumdaki HBV miktarin1 yani viral
yuk Olcer (47).

Real-Time Pcr (RT-PCR)

RT-PCR; PCR ¢ogaltimini goriinlir hale getiren ve floresan isaretli prob ve
boyalarin kullanildig1 yontemdir. Klasik PCR’da, DNA molekiiliiniin amplifikasyonu
ancak son PCR dongusunden sonra izlenebilirken, RT-PCR’da, DNA miktar1 PCR
sirasinda yani ¢ogaltilan molekiillerin sayisiyla orantili bir sekilde artan floresan boyalar
araciligiyla her dongiiden sonra 6lgtlebilmektedir (52).

Uriinlerin analizi reaksiyon sirasinda yapildig1 icin klasik PCR tekniginde ihtiyag
duyulan jel elektroforezi, DNA bantlarinin mor 6tesi 151k altinda goriintiillenmesi gibi
islemlere gerek duyulmamakta ve ¢ok sayida 6rnek ¢ok az bir kontaminasyon riskiyle

caligilabilmektedir (53).
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Reaksiyon boyunca floresandaki degisim cihaz tarafindan 6lgiilmekte ve floresan
miktarinin dongili sayisina gore grafigini ¢izilmektedir. Boylece tiim PCR reaksiyonu

boyunca Urun birikimini temsil eden bir amplifikasyon grafigi olusturulmaktadir (54).
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Sekil 2.6. Real-Time PCR amplifikasyon grafigi (54).

RT-PCR’da kullanilan prob sistemleri; hidrolizasyon problar, hibridizasyon
problar ve DNA’ya baglanan boyalar’dir (55).

Kantitatif HBsAg (QHBsAQ)

Son zamanlarda HBV konusundaki ¢aligsmalar gostermistir ki, HBV DNA (-)
olsa dahi viral aktivite ve replikasyon devam edebilmekte ve bu aktivasyon HBsAg’nin
kantitatif Olgiilmesiyle gosterilebilecegi tespit edilmistir. HBsAg, karaciger hiicre
cekirdegindeki viral cccDNA transkripsiyonuyla meydana gelen iki ayrt mRNA
translasyonuyla sentez edilir ve hepatit tedavisinde kullanilmakta olan antiviral
ilaclardan (revers transkriptaz inhibitorleri) etkilenmemektedir. Serum HBSAg
diizeyinin enfekte hiicre miktarinin gostergesi olabilecegi ve antijen miktarindaki
azalmanin immun yanith enfeksiyon kontroliiniin dolayli gostergesi olabilecegi
gosterilmistir. HBV’yle enfekte karaciger hiicreleri tarafindan kiiresel partikiiller ve
tibliler formlar halinde dolasima salinmaktadir. Bu sebeple gqHBsAg seviyesi,
hepatositteki cccDNA ve entegre DNA transkripsiyon aktivite miktarmi gostermektedir.
Tiim bunlara dayanarak, qHBsAg seviyesi hepatit hastalarinin tan1 ve tedavi izlem ve
takibinde yardimci bir parametre olarak kullanilabilir (56).

Piyasada iki ¢esidi bulunmaktadir. Her ikisi de serum o6rneklerine dillisyon
onermektedir ve IU/ml olarak sonu¢ vermektedir. Kitlerin sonuglar1 birbiriyle uyumlu
tespit edilmistir. qHBsAg tayini cccDNA arasindaki baglant1 acisindan da 6nem arz

etmektedir. cccDNA, viral sablon gorevi tistlenmesi ve KHB devamliligi saglamasi
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nedeniyle tedavi izleminde 6nemlidir. Lakin cccDNA izlemi invaziv islem oldugundan
antiviral tedavi esnasinda, tedavi yanitin1 degerlendirmede cccDNA’ya alternatif bir
marker olarak qHBsAg onerilmistir (57-58).

AHB ile KHB Akut Alevlenmesinin Ayirt Edici Immiinolojik Gostergeleri

KHB’de akut alevlenme sik karsilasilan bir durum olup, bazen hastaligin ilk
semptomu olabilir. Serum alanin amino transferaz (ALT), HBV DNA miktarinda artma,
nekroinflamatuvar aktivitenin artmasiyla karakterizedir. Akut alevlenme, HBeAg (+)
hastalarda daha fazladir. Buna karsin anti-HBe (+) ve izole anti-HBc 1gG (+) ve anti-
HBs (+) durumlarinda da rastlanabilir. Akut ya da asemptomatik olarak goriilebilir.
Bilhassa ikterik seyreden akut alevlenme, akut hepatit B’yi taklit edebilir. Cok zor olsa
da prognoz ve tedavi yaklasimi farkli olan bu iki klinik durumu birbirinden ayirt etmek
gerekir. Akut hepatit hastalarinin ¢ogu fulminan seyirliler hari¢ biiyiik oranda tedavi
gerektirmeden kendiliginden iyilesirken, akut alevlenmede hepatit dekompansasyon
gorulebilir ve tedavi gerekir (59).

Anti-HBc IgM: KHB’lerde anti-HBc IgM uzunca bir siire diisiik seviyede pozitif
olabilir. Bu sebeple testler cogu zaman nispeten daha yiiksek degerleri tespit edecek
sekilde hazirlanmistir. Fakat duyarliligl yiliksek testlerle pozitiflik gosterilebilir. KHB
akut alevlenmeye sahip hastalarin yaklagik 3/4’tinde nispeten daha diisiik anti-HBc IgM
tespit edilebilir ve bu antikorlar farkli molekiil agirliklarina sahip olabilir. Akut hepatit
B’de 19S anti-HBc IgM hakim iken; KHB akut alevlenmede 7S anti-HBc IgM daha
yaygindir. Bu farklilik iki durumun ayirt edilmesinde yarar saglayabilir (60-61).

2.7. Tedavi

KHB’deki antiviral tedavinin virlisiin replikasyonunu baskilama, karacigerdeki
enflamasyon ve fibrozisi azaltma, buna bagli olarak hastaligin ilerlemesini engelledigi
gosterilmistir. Buna ragmen, mevcut tedavilerin viriisiin tiimiiyle eradikasyonunda etkili
olamadigi; ve bu sebeple hangi hastanin tedaviye ihtiya¢ duydugu, hangi hastanin ise
tedavisiz takip edilecegi hala temel konulardir. Tiim diinyada, ulusal ve uluslararasi
farkli dernek ve kurulus tarafindan hekimlere kolaylik saglayan kilavuzlar
olusturulmustur. En sik kullanilanlar; AASLD (13), EASL (11) ve Asian Pacific
Association for the Study of the Liver (APASL) (62) derneklerine ait kilavuzlardir.

Kronik HBV'nin progresyonu icin risk faktorleri; strekli yiksek HBV DNA
seviyeleri ve baz1 hastalarda yiiksek ALT seviyeleri, ayrica HBV genotip C ve D

enfeksiyonlarinda sik goriilen kor ve prekor mutasyonlarin varligi, erkek cinsiyet, ileri
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yas, ailede HCC 0ykusu, alkol ve sigara kullanimi, ylksek alfa feto protein, HCV, HDV
veya HIV ile koenfeksiyondur (63).

Prognozun iyilestirilmesi icin, viral yiikii baskilayan ve immiinoterapotik
miidahalelerle hastanin immiin yanitini artiran sinerjik bir yaklagima ihtiyag¢ vardir (27).
HCC'nin Onlenmesi igin genellikle pegile interferon veya niikleoz(t)id analoglarinin
(NA) kullanildig1 antiviral tedavi uygulanir (38). HBV enfeksiyonu kendi kendini
sinirlayabilir veya kronik olabilir. Akut hepatit B'li kisiler i¢in 6zel bir tedavi mevcut
degildir; tedavi destekleyicidir. Hepatik nekroimflamasyon riskini artirmasi sebebiyle
kesinlikle interferon verilmemelidir (64). Su anda kronik aktif hepatit B hastalig1 kanitt
olan hastalar igin tedavi Onerilmektedir (anormal aminotransferaz seviyeleri, pozitif
HBYV DNA bulgulari, pozitif veya negatif HBeAg).

Tedavinin hedefi HBeAg (-) ve HBeAg (+)  hastalarda degiskenlik
gostermektedir. HBV DNA miktari, pozitif hastalarda negatif olanlardan daha
yuksektir. HBeAg (-) hastalarda tedavi uzun zaman siireceginden, antiviral ilaglarin gii¢
ve diren¢ riski pozitif olanlardan daha Onemlidir. KHB’li hastanin tedaviye aday
olabilmesi i¢in minimum 6 ay HBsAg (+) olmali ve HBeAg ile anti-HBeAg durumu
belirlenmelidir. HBeAg pozitif ve negatif hastalarda tedavi sonlandirmada en ideal
Olcut, anti-HBs serkonversiyonsuz veya serokonversiyonlu uzun vadeli HBsAg

kaybidir. Pozitif olanlarda ayrica iyilesme belirtisidir (11,13).

2.7.1. Farmakolojik Tedavi

Su anda PEG-IFN-a, entekavir (ETV) ve tenofovir disoproksil fumarat (TDF),
hepatit B hastaliginin tedavisinde birinci basamak ajanlardir.Bunlar, bu hastalik i¢in
diinya ¢apinda onaylanmis ana tedavi ilaglaridir, ancak devam eden calismalarda,
emtrisitabin (FTC) ile kombinasyon halinde tenofovir disoproksil gibi yeni ila¢
tiirleriarastirilmaktadir.Kapsidasyon inhibitorleri, giris inhibitorleri, TLR7 (Toll Like
Receptor 7) agonistleri ve terapotik asilarin tiimii gelistirme asamasindadir.

2009 yilinda, kronik HBV enfeksiyonunun tedavisi igin klevudin ile yapilan
uluslararasi faz III denemeleri, ¢ok yiiksek bir miyopati riski nedeniyle durdurulmustur
(65). Lamivudin (3TC), telbivudin ve adefovir eskiye dayali tedavi ajanlaridir. Bu
ajanlar, su anda ikinci veya {igiincli basamak tedavi veya “tercih edilmeyen” tedavi

olarak kabul edilmektedir (66).
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Onaylanmis antiviral tedaviler
Asagidaki ilaglar, eriskin ve/veya pediatrik hastalarda KHB tedavisinde
onaylanmus ilaglardir (b6brek fonksiyon bozuklugu durumunda doz ayarlanmali) (67).
Tercih edilen ajanlar
e PEG-IFN-alfa-2a (erigskinler) veya IFN-alfa-2b (cocuklar): Eriskin dozu
haftalik 180 pg; pediatrik doz ( >1 yas): 6 milyon IU/m 2 haftada (¢ kez
e Entekavir: Eriskin dozu: Ginlik 0.5 mg (lamivudin/telbivudin almamig
kisiler) veya 1 mg (lamivudin/telbivudin deneyimi olan veya dekompanse
sirozu olanlar); pediatrik doz (>2 yas): Agirlik bazinda 10-30 kg'a kadar; 30
kg"in tizerindeki ¢ocuklar igin giinde 0.5 mg kullanin
e  Tenofovir dipivoksil fumarat: Eriskin ve pediatrik (>12 yas) doz: giinde 300
mg
e Tenofovir alafenamid: Yalnizca eriskin dozu: giinde 25 mg; pediatrik doz
yok
Tercih edilmeyen ajanlar
e  Adefovir: Erigkin ve pediatrik doz (>12 yas): giinde 10 mg
e Lamivudin: Eriskin dozu: giinde 100 mg; pediatrik doz (>2 yas): giinde 3
mg/kg (maksimum: 100 mg)
e  Telbivudin: Yalnizca eriskin dozu: giinde 600 mg; pediatrik doz yok
Interferon alfa
Interferonlar, antiviral, antiproliferatif ve immunomodilator etkileri olan
proteinlerdir. Yayimlanmis raporlar, 4 ay boyunca 5 milyon U/giin veya haftada 3 kez 10
milyon U subkutan IFN-a tedavisinden sonra, HBV DNA duzeylerinin ve HBeAg'nin
hastalarin %30-40"inda saptanamaz hale geldigini gostermektedir (68). Ayrica hastalarin
%10's HBsAg’den anti-HBs serokonversiyon gosterir. Hastalarin %5-10'unda tedavi
tamamlandiktan sonra niikks goriilir. Gegici bir "alevlenme” (yani, tedavinin
baslangicinda artan serum ALT seviyeleri) tanimlanabilir ve bu, aktive edilmis sitolitik
T hicrelerinin enfekte hepatositler izerindeki etkisini gosterir.
Yiiksek aminotransferaz seviyeleri, diisiik viral yik ve vahsi tip virls ile
enfeksiyon, IFN-o tedavisine yanit igin iyi prognostik faktorlerdir. Bununla birlikte,
Asyali hastalar ve prekor mutant virtsi olan hastalar, IFN-a tedavisine klinik yanit

vermeme egilimindedir.
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Pegile Interferon Alfa

Pegile interferonlarin etki mekanizmasi standart olanla aynmi olup, yarilanma
Oomrii uzatilmistir. Standart interferonlardan daha giigliidiir. Yapilan ¢aligsmalar
gostermistir ki, PeglFN-o, HBeAg (+) hasta grubunda genotip A’da tedavi yanit1 ¢ok
yiiksek iken, genotip D’de en diisiiktiir. Ulkemizde D genotip baskin oldugundan
interferona diisiik yanitin nedeni ortaya ¢ikmaktadir (69).

Pegile interferon, yiiksek etkinlik ve siirli kullanim imkani sayesinde
konvansiyonel interferonlarin yerini almistir. Pegile formunda tedavi yanit hizi yiiksek
olmasina ragmen, uzun vadeli izlemde relaps hizi da yiiksek bulunmustur. Tedavi
kararinda kullanimin faydali olacag diisiiniilen hastalarda kullanilmalidir. Yas, genotip
ve tedavi bagi ile sonu viral yiike gore virolojik yanit tahmin edilebilir. HBV DNA
2000-20000 IU/ml ve karaciger biyopsisinde inflamasyon ve fibrozu tespit edilen geng
hastalarda tavsiye edilmektedir (11).

Lamivudin

Bir NA olan 3TC, viral polimerazi inhibe eder. IFN-a'ya tedavi yanitt olmayan
hastalarda (6rnegin, precore mutant viriis ile enfekte olmus hastalar) etkilidir. Bununla
birlikte, alternatif tedaviler ortaya ¢iktik¢a hepatit B tedavisindeki rolii azalmaktadir, bu
nedenle bu ajan bir Uglinct basamak tedavidir ve tercih edilmez.

Adefovir disindaki diger ajanlar, viral replikasyonun baskilanmasinda 3TC'den
tstiindiir. Bu tedavinin bir baska dezavantaji, yiiksek ila¢ direnci orani olmasidir
(70).Bununla birlikte, diger oral tedavilere kiyasla 3TC'nin maliyeti daha diistiktiir.

Viral ylikii 10* pg/mL'den az olan hastalarda HBeAg serokonversiyon oraninin 2
yillik tedaviden sonra % 27, 3 yil sonra % 40 ve 4 yillik tedaviden sonra % 47'ye
yiikseldigi gosterilmistir. Lamivudin ile tedavinin, HBV reaktivasyonu nedeniyle
dekompanse hastalig1 olan hastalarin durumunu dramatik bir sekilde iyilestirdigi de
gosterilmistir. HIV/HBV koenfeksiyonu olan, antiretroviral tedavi icin uygun olan ve
daha az ciddi karaciger hasari olanlar, karaciger hasar1 diizelene kadar antiretroviral
tedaviyi ertelemelidir (71). Dire¢ gelisimi kolay olmasina ragmen hamilelerde ilk
tercihtir.

Entekavir

Entekavir, hepatit B tedavisinde birinci basamak ajandir (70). Bu ilag, daha 6nce
NA ile tedavi Oykisu olmayan hastalarda % 1.2 direng¢ oraniyla, giiglii bir viral

polimeraz guanozin analog inhibitoradur.
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Entekavir, 3TC'ye direncli hepatit B tedavisinde diger ajanlardan daha az role
sahip olmasina ragmen, bu ajanla tedavinin avantajlar1 arasinda gii¢lii antiviral aktivite
ve disiik ilag direng oran1 bulunur (70).

a-) HBeAg-pozitif hastalar: HBeAg pozitif populasyonla ilgili olarak, 48 hafta

boyunca 100 mg 3TC alan hastalara kiyasla daha 6nce NA almamis hastalarda 0.5 mg
entekavir uygulamasi karsilastirildiginda, 3TC grubunun % 62'sinde histolojik iyilesme
gorilurken, entekavir grubunda bu oran % 72 olarak bulunmustur. Lamivudinile tedavi
edilen hastalarin % 36’sinda, entekavir ile tedavi edilen hastalarinsa % 67'sinde
serumda saptanamayan HBV DNA seviyeleri bildirilmistir (72).

b-) HBeAg-negatif hastalar: HBeAg negatif bir popiilasyonda, 48 hafta boyunca

100 mg 3TC alan hastalarla karsilastirildiginda, daha 6nce NA almamis hastalarda 0.5
mg entekavir uygulamasi, 3TC grubunun % 61'inde histolojik iyilesme goriiliirken,
entekavir grubunda bu oran % 71 olarak bulunmustur. Lamivudinile tedavi edilen
hastalarin % 72’sinde, entekavir ile tedavi edilen hastalarinsa % 90'inda serumda
saptanamayan HBV DNA seviyeleri bildirilmistir (72).

Adefovir dipivoxil

Adenozin monofosfatin niikleozid analogudur, adefovirin oral kullanilan 6n
formudur. Revers transkritaz ve DNA polimeraz inhibitoridur. Terminal zinciri
olusturan DNA’ya entegre olur. Calismalar gostermistir ki; sadece vahsi tip virusleri
degil, lamivudin rezistans HBV mutantlarina da etkindir. Oral biyoyararlanimi iyidir ve
tek doz kullanim yeterlidir. HBeAg (+) vakalarda; plasebo ile kiyaslandiginda ALT
normallesmesi, histolojik iyilesme ve HBV DNA siipresyonu istatiksel bakimdan
anlamli bulunmus ve bir yillik tedavi neticesinde serokonversiyonun % 12 seviyesinde
oldugu faz 3 calismalar ile kanitlanmistir (73). HBeAg (-) vakalarda, 10mg/giin olarak
48 hafta uygulandiginda, % 51 DNA negatifligi, % 64 histolojik cevap ve % 72 ALT
normallesmesi tespit edilmistir. Dezavantajlart ise potansiyel nefrotoksik ve renal
yetmezlikte doz azaltilmasi gereksinimidir (74).

Tenofovir

Adefovir gibi siklik olmayan NA’dir. Nefrotoksisitesi daha az oldugundan, daha
yiiksek dozda (300 mg) kullanilma imkani saglar. Boylece daha gii¢lii antiviral etki
saglamaktadir (75). HBeAg (+) vakalarda 300mg/giin olarak 48 haftanin sonunda % 3
HBsAg kaybi, % 21 HBeAg serokonversiyonu, % 68 ALT normalizasyonu, % 74
histolojik cevap ve % 76 oraninda HBV DNA negatifligi tespit edilmistir. HBeAg(-)
vakalardaki ayni siiredeki oranlar ise; % 21 HBeAg serokonversiyonu, % 68 ALT
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normalizasyonu, % 72 histolojik cevap ve % 93 saptanamayan HBV DNA tespit
edilirken, tim hastalarda HBsAg tespit edilmeye devam etmistir. Tenofovir; hem vahsi
tip, hem de lamivudin ve entekavir rezistans suslara etkilidir. Dezavantajlari ise; bobrek

yetmezligi, Fankoni sendromu, osteomalazi ve kemik dansitesinde azalmadir (76).

2.7.2. Cerrahi Tedavi

Ortotopik karaciger transplantasyonu (Orthotopic Liver Transplantation=OLT),
fulminan karaciger yetmezIligi olan ve iyilesmeyen hastalarda ve hepatit B hastaligina
bagli son donem karaciger hastalifi olan hastalarda tercih edilen tedavi yontemidir.
OLT doénemi sirasinda ve sonrasinda hepatit B immiinoglobulin (HBIG), OLT 6ncesi ve
sonrasi donemlerde lamivudin veya adefovir uygulanmasi, hepatit B rekiirrensini
onemli Ol¢lide azaltir. Mevcut standart uygulamada, HBIG ve tenofovir disoproksil

fumarat veya entekavir kullanilir.

2.8. Asillama ve Korunma

Kronik hepatit B'yi tedavi etmek i¢in sinirhi sayida ilag kullanilabilse de, asilama
guvenli ve etkili bir énleme stratejisidir (77). Endemik bolgelerde yaygin hepatit B
asilama programlar1 devam etmekte ve yiiz giildiiriicii sonuglar elde edilmektedir.
Hepatit B asis1 (HepB), mayadan iiretilen rekombinant HBsAg’den olusur. Ug doz
enjeksiyonla, asilanmig bireylerin yaklasik % 95'inde 10 IU/mL'den daha yiiksek anti-
HBs seviyelerine ulasilabilir. Tek doz as1 5-10 yilda bir tekrarlanmalidir.

HBYV Temasinda Yapilmasi Gerekenler

HBsAg (+) bireyden (-) bireye deri- mukoza ile bulasmasinda ilk 48 ssatte 0.06
ml/kg im. HBIG uygulanip, asiya baslanmalidir. Bu durumda dogan gebelerin
bebeklerine dogumu takiben 6-12 saatte 0.5 ml HBIG ve as1 uygulanmalidir. Hepatit
oldugu bilinen bireylerle cinsel temas halinde 14 giin icinde HBIG ve as1 baslanmalidir.

HBIG: Pasif yoldan anti-HBs olusumunu saglar. Standart dozlar1 3-6 ay gecici
bagisiklik saglar. Esas temas sonrasi profilakside asiyla beraber kullanilir. Primer olarak
tek basina asilamaya yanit vermeyenlerde HBV temasinda koruma amaclh kullanilir.
Yuksek konsantrasyonda anti-HBs i¢eren dondr plazmasindan hazirlanmaktadir. Plazma
cesitli yonlerden taranir ve son iiriin eldesinde virlisler inaktive edilerek kullanilir.
Yetiskin dozu 0.06 ml/kg’dir ve asiyla beraber ayni zamanda farkli bolgeden im
uygulanir. Deltoid ve gluteal bélgeler en uygun yerlerdir (78,79).
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Viral Reaktivasyon

HBYV, serum antikorlarinin varligina ragmen akut hepatitten klinik olarak
iyilestikten sonra on yillar boyunca kanda kalabilir. immiinosupresif sartlar veya ilaclar,
latent olan HBV'nin alevlenmesine veya reaktivasyonuna neden olabilir. Ek olarak,
genetik faktorler (Ornegin, genetik mutasyonlar), anti-HBc yanitin1 etkileyerek
reaktivasyon riskini etkileyebilir (59).

Immiinosupresif ilaglarla tedavi ve sonrasinda birka¢ ay hastalarin yakin
izlenmesi uygundur. Hepatit B reaktivasyonu meydana gelirse, ajanin durdurulmasi ve
antiviral tedavinin baglatilmasi gerekir. AASLD ve NIH dahil olmak {izere ¢esitli ulusal
kuruluslar, antineoplastik veya immiinosupresif tedavi gOrecek olan inaktif HBsAg
tastyicilarinda profilaktik antiviral tedavinin kullanilmasini 6nermektedir (13,59).

Hepatit B reaktivasyonu riskini artirabilecek ilaglar:

1. Anti-CD20 antikorlart: Ofatumumab, rituksimab

2. Antineoplastik ajanlar (metotreksat dahil)

3. Glukokortikoidler, 6zellikle aniden kesildiginde

4. Interlokin reseptdr antagonistleri: Ustekinumab, anakinra, tocilizumab

5. Nukleoz(t)id tedavisi, immun rekonstitisyon sendromu veya anti-HBV

oOzellikli antiviral tedavinin kesilmesi nedeniyle

6. T-hicre regulatori: Abatacept

7. TNF inhibitorleri: Infliximab, etanercept, adalimumab, certolizumab pegol,

golimumab

2.9. Serumda HBV RNA

HBV enfeksiyonunun onlenmesinde, tani ve tedavi yonetiminde 6nemli olan
biyobelirtegler, HBsAg, HBeAg, farkli HBV antijenlerine kars1 olusan ¢esitli antikorlar
ve HBV DNA’dir. Serum HBV RNA's1, viral enfeksiyonun kaliciligr ve viral rebound
ile iliskili olabilen kapsUllenmis pregenomik RNA (pgRNA)’dir (80). Kronik HBV
enfeksiyonu olan hastalarda HBV DNA’ya ek olarak, serumda goriilebilen HBV
RNA’nin, pgRNA iceren virionlardan seruma gectigi ve cccDNA transkripsiyon
aktivitesini gosterdigi tahmin edilmektedir (81-83).

HBV'nin yasam dongiisinde, HBV mRNA'nin olusumu i¢in cccDNA'nin
transkripsiyonu, HBV replikasyonunun baslangic asamasidir ve bu, enfeksiyonun
stirekliliginde 6nemli bir rol oynar. Bu nedenle cccDNA, HBV enfeksiyonunun ve viral

in vivo replikasyonun dogrudan bir gostergesidir. cccDNA'nin saptanmasi invaziv bir
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prosediir olan biyopsiye bagli oldugundan, intrahepatik cccDNA'nin aktivitesini
yansitan bazi serum biyobelirteglerinin bulunmasi ¢ok degerlidir (84). ccCDNA, viral
replikasyon sirasinda 5 farklt RNA'ya kopyalanir. Bu transkriptlerden biri olan pgRNA,
yalnizca viral DNA'nin transkripsiyonunun tersine ¢evrilmesi i¢in sablon gorevi
gormekle kalmaz, ayni zamanda HBV'nin kor proteini ve polimeraz1 i¢in de kodlayict
bir mRNA'dir (85). Son zamanlarda, HBV RNA'nin serumda da saptanabilecegini
diisiindiiren ¢alismalarin sayisi artmaktadir. Dolasimdaki HBV RNA, HBV pgRNA'dir
ve HBV enfeksiyonu, tedavisi ve prognozu icin yeni bir serum biyobelirteci olarak
kullanilabilecegi gosterilmistir (86-88).

HBV RNA Ol¢uimi

Ilk kez, Kock ve arkadaslar1 (89) 1996 yilinda tamamlayict DNA
(complementary DNA=cDNA) uclarinin hizli amplifikasyonu (rapid amplification of
complementary DNA (cDNA)-ends=RACE) yontemiyle kronik HBV enfeksiyonu olan
hastalarin serumunda HBV RNA'y1 basariyla tespit etmistir. Kronik HBV enfeksiyonu
olan hasta serumundan HBV RNA'nin ekstraksiyonundan sonra cDNA'y1 olusturmak
icin Ozel bir sabitlenmis diziye sahip spesifik primer kullanilmis olup, HBV RNA
amplifikasyonunun 6zgiilligiinii yiiksek tutmak icin cDNA, PCR yontemiyle HBV'ye
Ozgl ileri primer ve Ozel sabitlenmis diziyle ayni olan revers primer kullanilarak
amplifiye edilmistir. O zamandan beri, kronik HBV enfeksiyonu olan hastalarda
intrahepatik ve serum HBV RNA'y1 saptamak i¢in benzer yontemler kullanilmistir (89-
90). Revers transkripsiyon i¢in tasarlanmis benzersiz primerler kullanan Kairat ve
arkadaslar1 (91) daha sonra serum 3' fIRNA(full-length polyadenylated HBV RNA) ve
3' internal kesilmis poliadenile edilmis HBV RNA'y1 spesifik olarak 6l¢gmek i¢cin RACE
tabanli RT-qPCR gelistirmistir. HBV-spesifik primerlere sahip geleneksel RT-gPCR
yontemi, intrahepatik ve serum HBV RNA'sin1 6l¢mek i¢in de kullanilmis ancak; RT-
gPCR'den 6nce DNA kontaminasyonunu dnlemek icin ekstrakte edilen niikleik asitlerin
DNase | 0n tedavisi gerekli goriilmistiir (87,88). Son zamanlarda, Wang ve digerleri
tarafindan serum HBV RNA'sin1 6lgmek i¢in HBV spesifik primerler ile siiper duyarl
damlacik dijital PCR yontemi kullanilmaktadir (86).

HBV RNA'y1 saptamak ve 6lgmek icin birgok yontem kullanilabilir. HBV RNA
tespiti i¢in yaygin olarak kabul edilen standartlagtirilmis yontem mevcut olmadigindan,
daha dogru ve giivenilir bir HBV RNA tespiti ve niceleme teknigi gelistirmek i¢in daha

fazla caligmaya ihtiyag oldugu goriinmektedir.
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3. MATERYAL VE METOD

Calismamiz i¢in gerekli olan kan Ornekleri, 3. basamak tedavi kurumu olan
Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Egitim Arastirma Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji ve
Enfeksiyon Hastaliklar1 Anabilim Dali’na bagvuran Hepatit Btanisi almis veya Hepatit
B siiphesi olan hastalarindan toplanmistir. Hasta o6rnekleri alinmadan once “Hasta bilgi
formu”olusturulmus ve bilgiler bu forma uygun olarak kayit edilmistir. ‘Hepatit B
hastalarinda HBV RNA’nin tan1 ve tedavideki onemi’ konusuyla arastirma projesi
olarak sunulan c¢alismamiz i¢in, Malatya Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan
24.07.2019 tarih ve 2019/147 numarali etik kurul onay1 alinmistir. Tez c¢alismamiz,
Inonii Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan TDK-2019-1926

proje numarasi ile desteklenmistir.

3.1. Hasta Grubu ve Yontem

Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon
Hastaliklar1 Anabilim Dali’na bagvuran HBsAg ve HBV DNA pozitif 13 erkek ve 19
kadin; HBsAg pozitif HBV DNA negatif 17 erkek ve 15 kadin; HBsAg ve HBV DNA
negatif 14 erkek ve 8 kadin olmak iizere toplam 86 hepatit hastasindan Aralik 2019-
Ocak 2021 tarihleri arasinda kan Ornegi toplanmigtir. Hastalarin demografik bilgileri,
HBsAg ve HBV DNA miktar1 hazirlanan hasta bilgi formlarina islenmistir. Hastalardan
aliman kan ornekleri serumlarindan ayristirilmis ve her 6rnek i¢in iki eppendorf tiipe
ImL konularak, ¢aligmanin yapilacagi zamana kadar -20°C’de saklanmistir. Toplanan
hasta 6rneklerinde Qi Aamp®MinElute®Virus Spin Kit (Qiagen, Germany) kullanilarak
niikleik asit izolasyonu yapilmis, ardindan real-time PCR yontemi ile indnii Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvarinda QIAGEN Rotor Gene
PCR cihazinda HBV RNA arastirilmistir.
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Sekil 3.1. Hasta Numuneleri

3.2. Demirbas Malzemeler

e Hiz ayarli vorteks (VelpScientifica, Europe)

e Laminarairflow (Modkim, Turkiye)

e Subanyosu (Memmert, Almanya)

e Buzdolab1 (Argelik, Tiirkiye)

e  Mikropipetler (Eppendorf, Almanya)

e  Santrifiij cthaz1 (Eppendorf, Almanya)

e PCR cihaz1 Qiagen (Rotor Gene, Almanya)

e Elektronik hassas terazi (Denver, Kanada)

e  Elektroforez cihazi1 (Cleaver Scientific, Ingiltere)

e  Mikrodalga firmi (Argelik, Tiirkiye)
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Sekil 3.2. PCR Cihaz

3.3. Sarf Malzemeler

Enjektor

Filtreli pipet ucu (10,20,100,200,1000u1’lik)
Amplifikasyon karigimi1

Niikleik asit izolasyon kiti, QiAamp®MinElute®Virus Spin Kit (Qiagen,
Germany)

Primer setleri

ProbFAM boyast ile isaretli
M-MuLVReverseTranskriptaz enzimi
Eppendorf tipler ( 1500, 500, 200 pl’lik)
Kan tupu

Etanol (%96)

Agaroz jel

10 X TBE stok soliisyon tampon

Etidyum bromar
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e Blue dye (jel loading)

¢ Aliiminyum folyo kagit

HBV RNA’nin arastirilmasi icin Inonii Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Arastirma Laboratuvarinda dnce RNA izolasyonu yapildi. Ardindan Wang J. ve ark.
tarafindan kullanilan prob ve primerler kullanilarak iki asamali RT-PCR ile 6nce cDNA
elde edildi. Elde edilen cDNA kalip olarak kullanilarak RT- PCR islemi HBV RNA ‘nin

serumdaki varlig1 arastirildi.

™ MinElute® Virus
SQUASE Bty e (50
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Sekil 3.3. Niikleik Asit izolasyon Kiti

3.4. Serum Orneklerinden RNA izolasyonu

Serum orneklerinden nikleik asit izolasyonu (RNA) icin
QiAamp®MinElute®Virus Spin Kit (Qiagen, Germany) kullanilmistir. Ekstraksiyon

islemi tiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda asagidaki gibi yapilmistir:
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10.

11.

12.

13.

14.

Numaralandirilan santrifiij tiiplerinin her birine 25 pl Qiagen proteaz
pipetlendi.

Her bir tiipe kendi numunesinden 200 pl serum eklendi.

200 pl Buffer AL (28 pg/ml tasiyict RNA igerir) eklenip, 15 sn pulse-
vorteks yapildi.

56 °C’de su banyosunda 15 dk inkiibe edildi

Tiplerin kapaginin i¢ kismindaki damlalar1 gidermek icin, tiiplerin kapagi
acilmadan spin quick yapildi.

Tiiplere 250 ul etanol (%96) eklendi, kapagi kapatildi ve 15 sn pulse-vorteks
yapildi. Oda sicakliginda (15-25°C) 5 dk bekletildi.

Tekrar spin quick yapildi.

Tiim lizat jant1 1slatmadan QIAampMinElute kolonuna dikkatice pipetlendi.
Kapagi  kapatilip  6000xg’de (8000 rpm) 1dk santrifiijlendi.
QIAampMinElute kolonu 2ml’lik temiz toplama tiipiine yerlestirildi ve
sliziintliyli igeren alttaki toplama tiipii atildi.

Kolon kapagi dikkatlice agilip, kenari islatmadan 500 ul Buffer AWI
eklendi ve kapagi kapatildi. 8000 rpm’de 1 dk santrifiijlendi.
QIAampMinElute kolonu 2ml’lik temiz toplama tiipiine yerlestirildi ve
sliziintiiyll igeren alttaki toplama tiipii atild1.

Kolon kapagi dikkatlice agilip, kenar1 islatmadan 500 pl Buffer AW2
eklendi ve kapagr kapatildi. 8000 rpm’de 1 dk santrifiijlendi.
QIAampMinElute kolonu 2ml’lik temiz toplama tlipiine yerlestirildi ve
sliziintiiyll igeren alttaki toplama tiipii atild1.

Kolon kapagi dikkatlice acilip, kenar1 1slatmadan 500 pl etanol (% 96)
eklendi ve kapagi kapatildi. 8000 rpm’de 1 dk santrifiijlendi. Siiziintiiyii
igeren alttaki toplama tiipii atild1.

QIAampMinElute kolonu 2ml’lik temiz toplama tlipiine yerlestirildi ve
membrani tamamen etanolden kurutmak i¢in tam hizda (14000 rpm’de) 3 dk
santrifujlendi.

QIAampMinElute kolonu 2ml’lik temiz toplama tiipline yerlestirildi, kapag:
acildi ve 56°C’de 3 dk inkiibe edildi. Bu adim kalan siviyr tamamen
buharlagmasini saglar.

QIAampMinElute kolonu temiz bir 1.5 ml’lik mikrosantrifij tipune

yerlestirildi. Kolonun kapagi dikkatlice acildi. Zarin merkezine 100 pl

30



Buffer AVE eklendi. Kapag1 kapatildi ve oda sicakliginda yaklagik 5 dk
inkiibe edildi. 14000 rpm’de 1 dk santrifiijlendi. Elde edilen RNA’lar -20

°C’de ¢alisma zamanina kadar muhafaza edildi.

Sekil 3.4. Serum Orneklerinden Niikleik Asit izolasyonu
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Sekil 3.5. Numunelerden Nikleik Asit Ekstraksiyonu

Sekil 3.6. Lizatin Kolona YUklenmesi
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Sekil 3.7. Su Banyosunda inkiibasyon

Sekil 3.8. Elde edilen RNA’larin Caligma Zamanina Kadar Muhafazasi
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Primer ve Problarin Sulandirimi

Calismada kullanilacak primerler ve problar derin dondurucudan ¢ikarilip,
kapag1 ac¢ilmadan spinquick yapildi. Uretici firma tarafindan hazirlanan iiriin
sertifikasina gore distile su ile sulandirildi ve 1000 pmol stok ¢dzeltiden cesitli

konsantrasyonlarda sulandirimlar hazirlandi (100,20 ve 10 pmol) ve kullanilincaya
kadar derin dondurucuda -20 °C’de saklandi.
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Customer Num,

Order Numbeps
Order ID.

Sekil 3.9. Primerlerin Analiz Sertifikas1
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Sekil 3.10. Primer Analiz Sertifikas1
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Sekil 3.11. Prob Analiz Sertifikas1
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Sekil 3.12. Primer ve Prob Sulandirimi

3.5. RNA’dan Komplementer DNA (cDNA) Elde Edilmesi

RNA’dan komplementer DNA (cDNA) elde etmek i¢cin Wang J. Ve arkadaslari
tarafindan daha onceki c¢aligmalarinda kullanilan primer dizilimlerinin aynis1 kullanildi.
HBV spesifik RT primerinin dizisi 5'- ATT CTC AGA CCG TAG CAC ACG ACA
CCG AGA TTG AGA TCT TCT GCG AC-3' (Cl), rastgele dizi 5’-ATT CTC AGA
CCG TAG CAC ACG ACA C-3’ (C3) HBV'ye 6zgii dizinin CGA GAT TGA GAT
CTT CTG CGA C (C2) RT enzim olarak M-MuLVReverseTranscriptase (A1111-
1x5KU, 200U/ pl, Biomatik) kullanildi.
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Sekil 3.13. cDNA Elde Edilmesi Hazirlik Asamasi

Tablo 3.1. cDNA RT-PCR Bilesenleri

M-MuLVReverseTranscriptase 0.5l
Template 5ul



Sekil 3.14. cDNA Reaktanlar1

Omek basima; 12.5 ul C-2X, 1 pl C1, 1 pul C2, 1 pl C3, 0.5 pl RT enzim ve 4 pl
distile su olacak sekilde Ornek sayisi+1 mix hazirlandi. Tiplere 20 pl pipetlendi.

Uzerine total voliim 25 ul olacak sekilde 5 ul numune eklendi ve PCR cihazina kondu.
Py

Sekil 3.15. cDNA Eldesi igin PCR Cihazina Yerlestirilmesi
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Tablo 3.2. cDNA RT-PCR Dénguleri

1 1 95°C 3dk

Sekil 3.16. PCR Sonucu Elde Edilen cDNA Havuzu

3.6. HBV RNA Amplifikasyonu

Serum HBV RNA varliginin belirlenmesi Wang J. ve arkadaslarinin daha 6nceki
calismalarinda kullandiklar1 primer ve prob setleri kullanildi. Calisma “In house PCR”
olarak laboratuvarimiz sartlarinda optimize edildi. Calismada pozitif kontrol olarak
HBV Core DNA hedef dizilimlerini igeren standart plazmitler kullanildi. Plazmitlere
TA klonlama stratejisi kullanilarak HBV kor bdlgesini kodlayan DNA dizilimlerin
pGEM-TEasyVector (Promega, Madison, WI) kiti kullanilarak yerlestirilmesi ile elde
edilmistir. Amplifikasyon islemi Rotor Gene (Germany) cihazi ile yapilmistir. Primerler

ve probun dizileri su sekildedir; ileri primer 5'-AYA GAC CAT CAA ATG CCC-3'



(A1), reverse primer S’ATTCTCAGACCGTAGCACACGACAC-3" (A2) ve prob 5’

FamCTT ATC AAC ACT TCC GGA RAC TAC TGT TGT TAGAC-BHQ1-3".

Sekil 3.17. HBV RNA Amplifikasyonu Hazirlik Asamasi

Tablo 3.3. HBV RNA RT-PCR Bilesenleri

h

Reaktan Miktar
b-2x 125 ul
Al 1l
A2 1l
Prob 1l
Taq DNApol 0.5 ul
Distile su 4ul
Template (kalip cDNA) 5ul
Toplam 25 ul
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Sekil 3.18. HBV RNA Reaktanlari

Omek sayisi+1+2 pozitif kontrol igin mix hazirlandi. Tiiplere 20ul dagitildi.
Uzerine 5ul ¢cDNA eklendi. Pozitif kontrol (PK) tipki 6rnek gibi hazirlandi. PCR

cihazina kondu.
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Sekil 3.19. HBV RNA Amplifikasyonu

Tablo 3.4. HBV RNA RT-PCR Dongdileri

Adim Siklus Sicakhk Zaman
1 1 95-c 3dk
95-c 15 sn
2 40
60°c 30 sn

3.7. cDNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi

Elde ettigimiz ¢cDNA’nin varligini tespit etmek i¢in agaroz jel hazirlandi. Oda
sicakligindaki 100X TBE (Tris Borik asit, EDTA) stok ¢ozeltimizden 100 ml alinip,
tizerine 900 ml distile su eklenerek 1X TBE ¢ozeltisi hazirlandi. %1.5 agaroz jel
hazirland1 (2.25 gram kat1 agaroz jel hassas terazide tartildi, balon jojeye kondu, iizerine
hazirlamis oldugumuz 1X TBE’den 150 ml eklendi. Mikrodalgada berraklasana kadar
stk sik kontrol edilerek 1sitildi. Homojen hale gelen ¢ozeltiye 50 pl Etidyum bromiir

eklendi. Bu asamada dikkatli olunmali ve miimkiin oldugunca buhar1 solunmamalidir.
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Iyice karistirildiktan sonra jel kalibina dokiildii ve donmasi beklendi. Iyice donan jel

elektroforez tankina yerlestirildi ve iizerine kalan 850 ml 1X TBE tamponu eklendi.

Sekil 3.20. Elektroforez Asamasi

Bir miktar aliiminyum folyo kagit tizerine 6rnek sayist kadar 5ul jel loading
boyast kondu. Uzerine 10ul PCR sonucu elde edilen cDNA numuneleri eklendi.
Molekiler marker olarak 100bp DNA ladder (Promega, Madison, USA) kullanildu.
Kopurtmeden hafifce karismasi saglandi, 15 pl pipete alindi ve jeldeki kuyucuklara
sirastyla yiiklendi. Baglant1 kablolart takildi, 120 volt 400 mAmper’de yaklasik 1 saat

elektrik akim1 uygulandi. Siire sonunda jel alindi, UV altinda gozlendi.
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Hasta sayis1

HBsAg ve HBV DNA (+)

W kadin
H erkek

20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89
Yas Araligt

Sekil 3.21. HBsAg ve HBV DNA (+) Hasta Grubu

Hasta sayis1

HBsAg (+) HBV DNA (-)

M kadin
m erkek

20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89
Yag Araligi

Sekil 3.22. HBsAg (+), HBV DNA (-) Hasta Grubu
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HBsAg ve HBV DNA (-)

Hasta sayis1

W kadin

2 H erkek
o T T T T T T

20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89
Yas Araligt

Sekil 3.23. HBsAg ve HBV DNA (-) Hasta Grubu

3.8. istatistiksel Analiz

SPSS (24.0 versiyon) programi kullanilarak yapilmistir. Veriler say1 ve ylizde
olarak programa girilmistir. Gruplar aras1 farkliliklar ve degiskenler arasi iliskiler Ki-
kare ve Fisher Kesin Ki-kare testi ile analiz edilmistir. Sonuglarin degerlendirilmesinde

p<0.05 degeri anlaml kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

In house Real time PCR teknigi kullanarak dizayn ettigimiz ¢aligmamizin
sonucunda, daha oOnce ticari kit kullanilarak HBsAg ve HBV DNA pozitif
bulunangruptaki hastalarin 22’si (% 25) pozitif, 10’u (% 12) negatif olarak tespit
ettik(p< 0.05). HBsAg pozitif HBV DNA negatif olan gruptaki 4 (% 5) hastamiz pozitif
ve 28 (% 33) hastamiz negatif olarak bulunmustur (p< 0.05). Pozitif bulunan
hastalarimiz igin tekrar kontrol g¢aligsmasi yapilmis ve yine pozitif sonuglar elde
edilmistir. HBsAg ve HBV DNA negatif olan grupta ise 2 (% 2) hastamiz pozitif
bulunurken, 20 (% 23) hasta negatif olarak tespit edilmistir (p> 0.05). Pozitif sonuclar
tekrar edilmis ve yine pozitif sonug tespit edilmistir. Sonuclarimizi degerlendirirken
Qiagen Rotor gene programi kullanilmis olup, treeshold degeri ortalama 0.02 olarak
belirlenmis ve sonuglar bu degere gore hesaplanmistir. Amplifikasyon sirasinda besinci
siklustan 6nce ve 35. siklustan sonraki sonuglar degerlendirme disinda birakilmis ve
tekrar calisilacak gruba dahil edilmistir. Elde edilen PCR sonuglarimiz asagidaki
tablolarda gruplar halinde verilmistir.

PCR sonugclari

Tablo 4.1. HBsAg ve HBV DNA pozitif hasta grubu

Cinsiyet Pozitif Negatif P degeri
Kadin 13 6 <0.05
Erkek 9 4 <0.05

Tablo 4.2. HBsAg pozitif HBV DNA negatif hasta grubu

Cinsiyet Pozitif Negatif P degeri
Kadin 2 13 <0.05
Erkek 2 15 <0.05
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Tablo 4.3. HBsAg ve HBV DNA negatif hasta grubu

Kadmn 0 8

Sekil 4.1. cDNA Jel Elektroforezi



Sekil 4.2. cDNA Jel Elektroforezi
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Sekil 4.3. cDNA Jel Elektroforezi
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5. TARTISMA

HBV, 6zellikle bizim iilkemizin de aralarinda oldugu gelismekte olan bolgelerde
ciddi bir saglik sorunudur. Diinyadaki insanlarin yaklasik tigte biri Hepatit B virusuyla
enfektedir. Hepatotrop olan bu viriis partikiiliiniin epidemiyolojisi, virolojisi, dogal seyri
ve tedavisi ile ilgili bilgiler konusunda,1970’lerden bu yana Onemli ilerlemeler
kaydedilmistir (1).

HBYV, hematojen ve cinsel yolla bulasir. Karmagik bir mekanizmaya sahip viral-
konak etkilesimi sonucunda, akut fazda subklinik hepatitten ikterik hepatite, fulminan,
akut ve subakut hepatite kadar ve kronik fazda asemptomatik bir kronik enfeksiyon
durumundan kronik hepatit, siroz ve HCC’ye kadar degisen genis bir spektruma
sahiptir. Hastalar enfeksiyonu atlattiktan sonra anti-HBs gelistirir; ancak kisi HBcAg’ye
kars1 antikora sahip oldugu siirece reaktivasyon riski devam etmektedir (3).

HBV, hepadnaviriis familyasina mensup, hepatotrop, zarfli ve kismen c¢ift
sarmall1 (%70), kismen tek iplikli (% 30) sirkiiler fakat kovalent olarak kapali olmayan
ve bu yapisindan dolay1 rcDNA (relaxedcircular) olarak adlandirilan, ¢embersel DNA
genomlu ikozohedral bir niikleokapsid 6ziline sahip, 42 nm ¢apinda bir viriondur (92).
Sadece insanda ve karaciger hiicrelerinde enfeksiyon yapabilir. Hiicre icine girdikten
sonra zarf ve kapsidinden soyunup genomunu ¢ekirdegin i¢ine sokar. Burada kismi ¢ift
sarmal olan genetik yapisi kapali, kovalent, dairesel hale gelir. Bu yapidan viriisiin
antijenlerini sentez ettiren mRNA'lar yapilir. Bu RNA'lardan biri HBV DNA sentezi
icin sablon rolii goriir ve reverse transcriptase enzimi araciligiyla viriisiin DNA's1 sentez
edilir (2).

Hepatotropik olmasinin yaninda karaciger disindaki doku ve organlarda da
tutulum (kemik 1iligi, lenf bezleri, dalak, periferik kan mononiikleer hiicreleri, vb.)
gorilmektedir. Sadece 3.2 kilobaz baz ciftine sahip genom yapisi sebebiyle bilinen en
minik DNA viriisidiir. Elektron mikroskobunda incelendiginde; yaklasgik 42 nm
capinda, yuvarlak sekilde, merkezde cekirdek (kor), etrafta zarf (ylizey antijeni) bulunan
enfeksiydz virion (Dane partikili) ya da sadece zarf proteininden meydana gelen
nikleik asit ihtiva etmeyen enfeksiydz olmayan tibuler ve Kkiresel partikiller
bulunabilir (93). Bu partikiillerin tamaminin dis yiizeyinde, HBsAg eksprese
edilmektedir
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Saglikli immiin sisteme sahip bireylerin yaklasik % 5-10’u ve perinatal donemde
enfekte olan yenidoganlarin % 90’mnin viicudu viriisii temizlemede yetersiz kalir.
HBV’nin tasiyiciliginda, akut enfeksiyondan 6-12 ay ve daha uzun bir zaman dilimi
gecmesine ragmen HBsAg’nin serumda tespit edilmesi s6z konusudur. Kiiresel capta
yaklagik 350-400 milyon insan bu durumdadir. Kroniklesen vakalarda viral replikasyon
devam ederken, karaciger biyopsi numunelerinde bu replikatif {iriinler tespit edilebilir.
Serumda ise HBV DNA, HBsAg ve HBeAg tespit edilir. Patoloji, konagin enfekte
hepatositlere verdigi hiicresel bagisiklik yaniti ile olusur. Replikasyonun uzamasi siroz
ve HCC’ye neden olur. Viral genom replikasyonda bazen hepatosit kromozomal
DNA’ya entegre olabilir ve bunlar klonal olarak c¢ogalabilir. Enfekte hiicrelerin
hepatositlerden temizlenmesindeki en temel yol, hepatosit yizeyindeki viral kor
antijenlerini hedef segen sitotoksik T hiicre yanitidir. Bu yolun etkisiz olmasi
kroniklesmeye neden olur (41).

HBYV replikasyonu tamamen kendine 6zgilidiir. Hepatositlere tutunmayla baslar,
serbest virion salinimmna degin farkli asamalardan gecer. Genom replikasyonu,
PgRNA’dan revers transkripsiyonla rcDNA senteziyle olur.

Karacigerde olusan hasarin diizeyinin tespiti ve diger karaciger hastaliklarinin
ekarte edilmesi amaciyla tanida altin standart karaciger biyopsisi olmakla beraber,
islemin invaziv olmasi dolayisiyla komplikasyon riski mevcuttur. Bu sebeple, rutin
uygulamada hastalarin bu isleme c¢ok da goniilli olmadig: tespit edilmis ve bunun
yerine noninvaziv parametrelere ihtiya¢c duyulmaktadir. Bununla beraber giiniimiizde
KHB takipli hastalarda, prognozun belirlenmesinde ultrasonografi (USG), koagllasyon
testleri, karaciger enzimleri ve fibrozisin diizeyini gostern bazi serum parametreleri de
kullanilmaktadir (94,95).

HBYV enfeksiyonu, diinyada oliim sebepleri arasinda 15. sirada yer almaktadir.
Diinya genelinde uygulanan rutin agilama c¢alismalar1 sayesinde yeni vaka insidansinda
diisiis saglanmasina ragmen, halen ciddi morbidite ve mortalite etkeni olarak yerini
korumaktadir. Hastaligin morbidite ve mortalitesi; hastanin viral replikasyonu
stirekliligine, karaciger kanseri ve siroz gelisimi ile yakindan iligkilidir. Her yil bir
milyona yakin kisi, HBV ile baglantili son evre karaciger hastaliklar1 ve HCC nedeniyle
yasamini yitirmektedir (11).

HBV tedavisinde; esas ama¢ HBV enfeksiyonunu tamamen ortadan kaldirma
olmasina ragmen, viriisiin hepatosit niikleusunda yerlesmesi vecccDNAolusturmasi

sebebiyle mevcut tedavide kullanilan ilaglarla glinimizde bu hedefe varmak mimkin
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degildir. Bu yiizden tedaviden beklenen basarili sonug, HBsAg serokonversiyonunun
saglanmasi ve hastaligin ortadan kaldirilmasidir. Fakat bu sonuca ulagsmak ne yazikki
sOylendigi kadar kolay olmamaktadir (12).

HBV enfeksiyonunun biyobelirtegleri hastaligin O6nlenmesi, tan1 ve tedavi
yonetiminde Onemlidir. HBV enfeksiyonunun rutinde uygulanabilir biyobelirtecleri
arasinda serum HBsAg, HBeAg, farklt HBV antijenlerine karsi olusan gesitli antikorlar
ve HBV DNA seviyeleri yer alir. Son zamanlarda EASL klinikleri kurallarinda yeni bir
biyobelirteg olarak serumdaki HBV RNA onerilmistir.Kronik HBV enfeksiyonlu
hastalarda serum HBV RNA'sinin saptanabilecegi rapor edilmistir. Klinikte serum HBV
RNA seviyeleri, niikleozid analogu veya PeglFN ile tedavi edilen hastalardaki HBeAg
kaybr ile gliclii bir korelasyona sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica serum HBV RNA
seviyesi, antiviral direncli mutasyonlarin olusumu ve KHB hastalarinda antiviral tedavi
kesilmesinden sonraki reaktivasyonlarin belirlenmesi i¢in degerli bir erken
belirleyicidir. (11,14-17).

Hastanin enfektivite diizeyini degerlendirmek i¢cin HBV DNA miktarinin
belirlenmesi 6nemlidir ve HBeAg’nin varligi da belirlenmelidir. Aslinda, aktif viral
replikasyonun en iyi gostergesi serumda HBV DNA'nin varligidir. Serumdaki viral
genomun yani sira spesifik genotipleri, oral niikleozid ve niikleotid analoglarina direngli
mutantlar1 ve kor ve prekor mutasyonlar: saptamak icin hibridizasyon veya daha hassas
PCR teknikleri kullanilir. Pozitif bir sonug, yalnizca aktif hepatit olasiligini degil, ayni
zamanda virls aktif olarak ¢ogaldigi i¢in hastaligin ¢ok daha bulasici oldugunu da
gosterir (96).

KHB’nin ana nedeni persistan HBV enfeksiyonudur. Siirekli viriis replikasyonu,
KHB’nin esas 6zelligi olan karaciger iltihab1 ve sonugta fibrozis ile sonuglanacaktir.
HBV RNA’nin ters transkipsiyona sablon olusturmanin disindaki etkisi halen tam
olarak anlagilamamigtir. Patogenezde viral replikasyon kaynakli siirekli enflamasyon ve
karaciger hiicrelerinin kendini onarmasi sonucu hiicre dis1t matris proteinlerinin
birikmesi ve nihayetinde fibrozis gelisimi rol oynar (84).

KHB hastalarmin biiyiik kisminda, NA’larin uygulanmasiyla HBV DNA miktar1
potansiyel olarak azaldigindan bu kaynakli komplikasyonlar da azalir. Fakat, NA’lar
HBYV ters transkripsiyonunu inhibe eder, yani cccDNA etkilenmez. pgRNA olusumu ve
HBV proteinlerinin Gretimi uzun vadede devam edecektir. HBV replikasyonun esas

baslangici cccDNA’dir. Bunun tespiti ise karaciger biyopsisi ile olur. Intrahepatik
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cccDNA aktivitesini yansitan serum biyobelirtegleri, replikasyonu erken saptamada
kesin bilgi verecektir (84).

Giderek artan sayida c¢alisma, serum HBV RNA diizeyinin antiviral tedavi
etkinligini degerlendirmede faydali bir biyobelirte¢ olabilecegini gdstermistir. Huang ve
ark. NA tedavisi alan KHB hastalarinda, tedavinin 12. haftasindaki diisiik serum HBV
RNA seviseyinin ilk VR’yi 6ngorebilecegini gostermistir (97).

Hepatit B hastalarinda antiviral tedavinin etkinligi ¢esitli yontemlerle takip
edilmektedir. HBV DNA Real Time PCR giiniimiizde en yaygin olarak kullanilan test
olup, viriis replikasyona basladiktan pozitiflesmektedir. HBeAg’nin ELISA ile tespiti
tedavi basarisizligi ve ve bulastiriciligin fazla oldugunu gosteren bir belirtectir. Ancak
mutant suslarin varligi testin duyarliligini diistirmektedir. Bir diger gosterge olan HBV
RNA, erken donemde sentez edildiginden tedavi etkinligi ve reaktivasyonlarin daha
erken fark edilmesine imkan saglamaktadir. Dolayisiyla kiiresel ¢aptaki hasta sayisi ve
tedavide kullanilan ilag maliyeti g6z oniinde bulunduruldugunda, Hepatit B hastalarinda
HBV RNA’y1 Olgerek, tam1 ve tedavideki gidisati erken tespit etmeyi ve bunun
sonucunda diinya ekonomisine katki sunmay1 hedefledik.

HBV'nin yasam dongiisiinde, HBV mRNA'nin olusumu i¢in cccDNA'nin
transkripsiyonu, HBV replikasyonunun baslangi¢c asamasidir ve bu, enfeksiyonun
stirekliliginde 6nemli bir rol oynar. Bu nedenle cccDNA, HBV enfeksiyonunun ve viral
in vivo replikasyonun dogrudan bir gostergesidir. cccDNA'nin saptanmasi invaziv bir
prosediir olan biyopsiye bagli oldugundan, intrahepatik cccDNA'nin aktivitesini
yansitan bazi serum biyobelirteglerinin bulunmasi ¢ok degerlidir (83). cccDNA, viral
replikasyon sirasinda 5 farkli RNA'yakopyalanir. Bu transkriptlerden biri olan pgRNA,
yalnizca viral DNA'nmin transkripsiyonunun tersine c¢evrilmesi i¢in sablon gorevi
gormekle kalmaz, ayni zamanda HBV'nin kor proteini ve polimeraz1 i¢in de kodlayict
bir mRNA'dir (84). Son zamanlarda, HBV RNA'nin serumda da saptanabilecegini
diisiindiiren ¢aligsmalarin sayisi artmaktadir. Dolasimdaki HBV RNA, HBV pgRNA'dir
ve HBV enfeksiyonu, tedavisi ve prognozu igin yeni bir serum biyobelirteci olarak
kullanilabilecegi gosterilmistir (86-88).

HBV RNA, hem viral DNA revers transkripsiyon hem de viral protein sentezi
icin sablon gorevi géormenin yanisira, HBV ile iligkili hastaliklarin patogenezinde de
cok Onemli bir rol oynar. Son zamanlarda yapilan bir¢ok calisma, HBV RNA'nin
kendisinin, dogrudan ve dolayli yollarla HBV ile iligkili hastaliklarin ilerlemesine

katkida bulundugunu ortaya koymaktadir (98-101). NA'lar, HBV'nin revers
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transkripsiyonunu inhibe ederek antiviral etki g0sterir. Bu olayda cccDNA
etkilenmediginden ve cccDNA’nin transkripsiyonel aktivitesi devam ettigi i¢in, HBV
RNA'larinin olusumu da devam eder. Bu nedenle, baz1 kronik HBV enfeksiyonu olan
hastalarda, HBV DNA, anti-HBV ilaglar ile asir1 diisiik seviyede tutulsa bile, yine de
HBV ile ilgili ciddi komplikasyonlar meydana gelebilir (84). HBV RNA, viral
replikasyonda, siroz gelisiminde ve hepatokarsinogenezde 6nemli bir rol oynayabilir.

Ayrica, serum HBV RNA's1, anti-viral ilaglarin etkinligini degerlendirme ve NA
tedavisinin giivenli bir sekilde kesilmesini 6ngorme potansiyeline sahiptir. HBV
RNA'nin, NA tedavisi alan ve viral olarak baskilanmis hastalarda cccDNA aktivitesi
icin iyi bir belirte¢ olabilecegi gosterilmistir. Klinik olarak, HBV pgRNA virionu,
kronik HBV enfeksiyonu olan HBeAg pozitif hastalarda IFN alfa ve NA ile tedavi
altinda HBeAg kaybi acisindan ve NA tedavisinin giivenli bir sekilde kesilmesinin
izlenmesi icin potansiyel bir biyobelirtec olabilir (81).intrahepatik HBV pgRNA,
HCC'nin prognozunu degerlendirmek igin kullanilabilir. Bu nedenle, HBV RNA, kronik
HBV enfeksiyonu olan hastalarda HBV DNA igin yeni bir yardimci veya tamamlayict
biyobelirtec olabilir (84).

Calismamizda Wang J ve arkadaslari tarafindan dizayn edilen primer ve prob
setleri kullanilmistir. in house PCR ile iki asamali olarak gergeklestirdigimiz ¢alismanin
birinci agamasinda cDNA elde ettik. cDNA kalip olarak kullandigimiz ikinci asamada
HBV RNA’nin varlig1 kalitatif olarak arastirilmistir. Daha 6nce ticari kit kullanilarak
HBsAg ve HBV DNA pozitif olan hastalarin 22’sini (% 25) pozitif, 10 tanesini (% 12)
negatif olarak tespit ettik. HBsAg pozitif HBV DNA negatif olan grupta 4 (% 5)
hastamiz pozitif 28 (% 33) hastamiz negatif olarak bulunmustur. Pozitif bulunan
hastalarimiz i¢in tekrar kontrol ¢alismasi yapilmis ve yine pozitif sonug elde edilmistir.
HBsAg ve HBV DNA negatif olan grupta 2 (% 2) hastamiz pozitif, 20 (% 23) hasta
negatif olarak tespit edilmistir. Sonuglarimizi degerlendirirken Qiagen Rotor gene
programi1 kullanilmis treeshold degeri ortalama 0.02 olarak belirlenmis ve sonuglar bu
degere gore hesaplanmistir. Amplifikasyon sirasinda besinci siklustan Once ve
35.siklustan sonraki sonuglar degerlendirme disinda birakilmis ve tekrar c¢alisilacak
gruba alinmustir.

Calismamizda HBsAg ve HBV DNA pozitif olan grupta ve HBsAg pozitif- HBV
DNA negatif olan gruptaki hastalarda istatistiksel acidan anlamli sonuglar

bulunamamistir. Ancak HBsAg ve HBV DNA negatif olan grupta anlamli sonuglar (p>
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0.05) bulunmustur. Literatiirle benzer oranda buldugumuz bu sonucumuz tani ve tedavi
takibinde HBV RNA’nin bir biyobelirteg olabilecegini gostermektedir.

Wang ve arkadaslar1 serum HBV RNA seviyesinin intrahepatik HBV RNA
diizeyi ile korele oldugunu, serum HBV RNA miktarinin histolojik degisikliklerinin
siddetini yansittigini, oOzellikle NA tedavisi ile replikasyonu baskilanmis KHB
hastalarinda karaciger hastaliginin ilerlemesi ile iliskili oldugunu gdstermistir. Bu,
serum HBV RNA dizeyinin intrahepatik inflamasyon dercesiyle iliskili oldugu
anlamina gelir. Bilhassa serum HBV DNA’st NA tedavisi ile baskilanan KHB
hastalarinda hepatokarsinogenezisi yansitmak i¢in yeni bir biyobelirte¢ olarak
kullanilabilir (86).

Florian van Bommel ve arkadaslari tarafindan, hali hazirda kullanilan 6nerilere
gore tedaviye aday, kronik HBV enfeksiyonu olan 488 (366 HBeAg (+) ve 122 HBeAg
(-)) tedavi edilmemis (son 6 ay iginde antiviral tedavi almamig) bireyden alinan
numunelerde serum HBV RNA seviyeleri Ol¢iilmiistiir. HBV RNA seviyesi ile konakgi
ve diger biyobelirteclerin seviyeleri dahil viral faktorler arasindaki iliskinin
degerlendirildigi calismada; HBV RNA, HBV DNA ve serum ALT miktar1 ile kuvvetli
ve qHBsAg ile orta derecede korelasyon gosterdigi; HBV RNA diizeyi, HBeAg
durumu, ALT seviyeleri, bazal kor promotor(BCP) varyantlari ve HBV genotipi ile
bagimsiz olarak iliskilioldugu bulunmustur. Bu sebeple HBV RNA serum diizeylerinin
dogru yorumlanmasi igin bu faktorlerin dikkate alinmasi gerekmektedir. HBeAg (-)
hastalara kiyasla HBeAg (+) hastalarda muhtemelen cccDNA'nin daha yiksek
transkripsiyonel aktivitesinin bir ifadesi olan serum HBV RNA seviyeleri ile iliskili en
gucli faktor olarak HBeAg belirtecidir. HBV RNA'nin, HBVDNA seviyeleri ile
korelasyonu HBeAg pozitif ve negatif bireylerde benzer bulunmustur. HBV genotipi,
hem mutlak HBV RNA seviyeleri hem de HBV RNA'nin diger serum belirtecleri ile
korelasyonlari ile iliskilendirilmis olup, genotip D, en yiikksek HBV RNA seviyesi ile
ardindan B, A ve C genotipleri bulunmustur. Kronik HBV enfeksiyonu olan bireylerin
yasl1 ve cinsiyeti, HBV RNA serum diizeylerini etkilememistir (102).

Hao Luo ve arkadaslar tarafindan yapilan calismada, Eyliil 2006'dan Aralik
2007'ye kadar Pekin Universitesi Birinci Hastanesinin (Cin) Enfeksiyon Hastaliklar:
Boliimiinde uzun siireli ETV monoterapisi tanist alan ve tedavi edilen 61 kisi
degerlendirilmis. Ancak HIV ve HCV ile koenfekte bazi hastalar degerlendirme dis1
birakilmis ve sonugta daha once tedavi gormemis 30 kisi degerlendirilmistir. Serum

HBV RNA, iki zaman noktasinda 140 pL. serum numunelerinden izole edilmis ve daha
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sonra HBV'ye 6zgii primer ile cDNA'ya ters transkribe edilmis. Uriin, qRT-PCR ile
Ol¢iilmiis. KHB hastalarinda HBV RNA degisikliklerinin 6zellikleri, diger serolojik
belirteclerle iliskileri analiz edilmisve ek olarak HBeAg serokonversiyonunu tahmin
etmede HBV RNA'nin prediktif degeri hesaplanmistir. ETV tedavisi sirasinda bir VR
elde eden hastalarda serum HBV RNA'sinin azaldigimi (tersi de dogru), yani serum
HBV RNA'sinin hem VR hem de HBeAg serokonversiyonunu ongoérdiigiiniitespit
etmiglerdir. HBsAg ve HBV RNA zayif bir korelasyona sahipoldugu (r =0.265, P =
0.041) ve HBV DNA'nin ise HBV RNA ile korelasyonu (r = 0.242, P = 0.062) olmadigi
bulunmustur (103).

Florian van Bémmel ve arkadaslari tarafindan HBV RNA serum diizeylerinin
HBeAg serokonversiyonunu tahmin edip edemeyecegini arastirmak i¢in 76’s1 yalnizca
peginterferon alfa-2a ve 55’1 lamivudinle kombinasyon halinde tedavi edilen 131 hasta
(% 70 erkek, % 96 Asyali, % 35 HBV genotip B ve % 61 C) ile yapilan 2 biiyiik
randomize kontrollii ¢alismada; daha Once peginterferon alfa-2a ile tedavi edilen
HBeAg (+) hastalardan alinan serum Ornekleri geriye doniik olarak analiz edilmistir.
HBV RNA seviyeleri gRT-PCR ile 6l¢iilmiis. Tedavi 6ncesi HBV DNA, HBsAg,
HBeAg ve HBV RNA seviyeleri, tek basina veya 3-TC ile kombinasyon halinde
PeglFN alfa-2a ile tedavi edilen hastalar arasinda benzerdi. Bireysel biyobelirteclerin
tedaviden 24 hafta sonra HBeAg serokonversiyonunu tahmin etme yetenegi, alici
isletim ozellikleri analizleri ile degerlendirilmis ve medyan HBV RNA seviyeleri,
HBeAg serokonversiyonu olan hastalarda tim zamanlarda énemli 6l¢iide daha diisiik
bulunmus, 6zellikletedavinin 12. ve 24. haftalarindaki HBV RNA seviyeleri, HBeAg
serokonversiyonunu 6ngdrmede giiclii bir performans gostermistir. Bdylece serum HBV
RNA dulzeyinin, peginterferon alfa-2a ile tedavi edilen hastalarda HBeAg
serokonversiyonunun erken bir gostergesi oldugu tespit edilmistir (15).

HBV RNA hepatositleri enfekte edebiliyorsa, NA'larla uzun streli tedavi goren
hastalarda HBV DNA'nin baskilanmasi sirasinda bile cccDNA havuzunu koruyabilir.
Bu, bu hastalarin ¢ogunda gozlenen HBsAg diizeyindeki minimal diisiisii agiklayabilir.
Buna gore, Giersch ve ark. tarafindan yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, NA'larin
yani sira PegIFN alfa-2a ile tedavi sirasinda serum HBV RNA ve cccDNA arasinda
giiclii bir korelasyon gosterilmistir. Bu nedenle, serum HBV RNA, cccDNA aktivitesi
icin guvenilir bir serum belirtecini temsil edebilir ve serum HBV RNA seviyelerinin
izlenmesi, Ozellikle cccDNA eradikasyonunu amaglayan gelecekteki tedaviler igin

yararl bir ek belirteg olabilir (82).
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Son zamanlarda serum HBV RNA diizeyini tespit etmek igin ¢esitli RT-qPCR
tabanli nicel yontemler gelistirilmistir. Limothai ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada,
HBV enfeksiyonunun dogal seyrinde HBeAg durumuna gore hastalarin klinik
orneklerinde RT-ddPCR o6l¢imi ile RT-qPCR testinin performansi dogrudan
karsilastirilmis ve her iki yontemin de KHB'li hastalarin klinik 6rneklerinde yiiksek
derecede dogrusallik ve miikemmel kantitatif korelasyon sergiledigi gosterilmistir
(104).

HBeAg serokonversiyonu, KHB enfeksiyonlarinin tedavisine son vermede
onemli bir gostergedir. van Bommel F ve ark. KHB’li 62 hasta (50 hasta HBeAg
pozitif) ile yaptiklar1 ¢alismada polimeraz inhibitorii ile tedavi esnasinda serum HBV
RNA diizeyinin HBeAg serokonversiyonu tahmin etmede yardimci olup olmayacagini
arastirmigs ve serum HBV RNA seviyesinin, HBeAg-pozitif hastalarda polimeraz
inhibitdrii tedavisi sirasinda serolojik yanitin tahmin edilmesi i¢in yeni bir belirteg
olarak kullanilabilecegini gostermislerdir (104).

Bizim ¢alismamizda, tan1 ve tedavi agisindan HBsAg (+) iken HBV DNA pozitif
ve negatif olan iki grupta anlamli sonuglar tespit edilemedi. Ancak HBsAg ve HBV
DNA negatif olan grupta ise kayda deger sonuclar tespit edilmistir. Ticari kitle HBsAg
ve HBV DNA negatif olan grupta HBV RNA tespit etmemiz erken tani ve dolayisiyla
tedavi bakimindan ¢ok dnemlidir. Yas ve cinsiyet parametreleri HBV RNA seviyeleri
acisindan farklilik tespit edilmedi.

HBYV DNA’s1 pozitif olan 10 hastanin negatif sonu¢ vermesi standardize edilmis
ve ticari kit haline gtirilen HBV DNA yontemine kiyasla dezavantaj gibi goriilse de
HBYV DNA’s1 negatif 6 hastay1 pozitif olarak tespit edebilmistir.

Sonuglarin topluca degerlendirilmesi neticesinde yOntemimizin iki asamali
olmasi, zaman, maliyet ve laboratuvar is ylikii agisindan dezavantajlar1 dikkate alinarak,
yontemimizin tek basamakli (one step) dizayn edilmesi i¢in ileri ¢aligmalara gerektigi
gorulmektedir.

Literatiir taramast yapildiginda iilkemizde daha Once bdyle bir g¢alismanin
olmadigini, bizim ¢alismamizin bir ilk oldugunu ve bu anlamda literatiire 6nemli katki
saglayacagini diistinmekteyiz.

HBV RNA'y1 saptamak ve 6lgmek igin bir¢ok yontem kullanilabilir. HBV RNA
tespiti i¢in yaygin olarak kabul edilen standartlagtirilmis yontem mevcut olmadigindan,
daha dogru ve giivenilir bir HBV RNA tespiti ve niceleme teknigi gelistirmek i¢in daha

fazla calismaya ihtiya¢ oldugu goriinmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Hepatit B ¢ok farkli klinik tablolarda karsimiza g¢ikabilen, uzun vadede artan
mortalite ve morbite ile iligkili bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir. KHB
tedavisinde kullanilmakta olan tedavilerden hi¢biri giinlimiizde HBV’yi eradike etmeyi
basaramamaktadir. Bu yiizden HBV ile miicadeledeki en etkin ve giivenilir yol
asilamadir. Kullanimda olan asilar hem giivenilir ve etkin koruma saglarken, hem de
ucuz olduklarindan maliyet etkindir.

Hepatit B tan1 ve tedavi izleminde kullanilan serolojik gostergeler tek basina
yeterli olmayabilir. Giiniimiizde saglikli tasiyicilardaki bulastiricilik, antiviral tedavi
karar1 ve izlenmesi ve hastalik prognozu icin sik kullanilan parametre HBV DNA’dir.
Ancak tedavi kaynakli toplumda artan direng gelisimi mevcut olup, bu durumlarin erken
tespiti tedavi ve maliyet agisindan ¢ok dnemlidir.

HBV, DNA virilisii olmasina ragmen, RT enzimi kodlayip, RNA iizerinden
replike olur. Bu 6zelligi sayesinde serumda HBV RNA tespit edilip erken tani ve tedavi
mumkdin olabilir. Bu baglamda yaptigimiz ¢alismanin sonuglar sdyledir:

1. Ticari kitle HBV DNA’s1 pozitif olan 10 hasta negatif, negatif olan 6 kisi ise

pozitif bulunmustur.

2. Iki asamali olarak yapmis oldugumuz ¢alismamizda (birinci asama cDNA
eldesi, ikinci asama HBV-RNA’nin tespiti)standart tani testlerine yakin
sonuclar elde edilmesi, HBV DNA’s1 negatif gruptan 6 hastay1 pozitif
olarak belirlemesi yontemimizin Hepatit B’nin tan1 ve tedavi yonetiminde
kullamilmak  tizere  gelistirilmesi  yOniinde {imit verici  olarak
degerlendirilmistir.

3. Rutin kullanimlar i¢in yontemimizin tek basamakli dizayni igin ileri

calismalara ihtiya¢ vardir.
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EK 1. OZGECMIS

EKLER
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EK 2. ETIK KURUL ONAYI
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EK 3. HASTA TANIMA FORMU

I.Kimlik ve Adres Bilgileri:
1.Hastanin Adi-Soyadi:
2.Cinsiyeti: () Erkek () Kadin
3.Dogum Tarihi:

5.Adres:

6.Telefon:

7.Meslegi:

4. Medeni Durumu:

8.0grenim Durumu (Ogrenci ise Okul Ad1 ve smnifi):

II. Hastalik Tanis1 Bilgileri

Hastaligin baslama (ilk belirti) tarihi
Ao
Tani konma tarihi: .../..../....

Tan1y1 koyan kurum /hekim

Saglik Kurumuna bagvurma nedeni :

.......................................... Bagvuru  sirasindaki  yakinmalart:
Hastaneye yatirilmissa tarihi: .../cc./oc. |
Hastada sarilik oldu mu ?(yamit evet ise tiirii) |~ U
Evet () Hayir ()

Karaciger biyopsisi yapild1 mi1?

Evet () Hayir ()

I11.Risk Faktorleri

1.Hanede yasayan Kkisi sayist:

2.Ailede Kronik Hepatit Oykiisi: () Var () Yok

3.Ailede Siroz Oykiisi: () Var () Yok

4.Eslik Eden Baska Hastalik: () Vvar () Yok
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5.Toplu yasanan yerlerde (yuva,okulkisla vs.) bulundunuz mu/bulunuyor
musunuz?Oralarda hastaliga rastladiniz m1? Evet () Hayir ()

6. Ameliyat oldunuz mu? Evet () Hayir ()
7. As1 yaptirdiniz mi1? Kag kez ve ne zaman yaptirdiniz? ...
8. Hastaliktan 6 Hafta -6 ay onceki silre icinde;
1.Akut ya da kronik Hepatitli biriyle temas ettiniz mi? Evet () Hayir ()
Yanit “ Evet” ise temas bigimi
a) Hane halkindan cinsel es b) hane halkindan cinsel es dist c)Diger
2 .Hasta saglik ¢alisaniysa kanla yada kan iiriinleriyle temas1 var mi ?
Evet () Hayir ()
Yanit “evet” ise sikligi Sik (haftada birkackez) () Seyrek ()
3.Kan yada kan iirtinleri tranfiizyonu yada transplantasyon yapildi mi1?
Evet () Hayir ()
Yanit “evet” ise Nerede ?.................. Dondriin kimligi : Biliniyor () Bilinmiyor ()
I'V. Hastanin Takip ve Tedavisi
1.Hastaliginiz i¢in su anda ila¢ kullaniyor musunuz? Evet () Hayir ()
Yanit evet ise kullandigimiz ilaglarin isimleri ...

Hastaneye ne siklikta gidiyorSUNUZ?..........ccoviiiiiiiiiiiiii e
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