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Son yillarda molekiiler biyoloji konusundaki gelismelere paralel olarak vi-
ral hepatite yol agan etkenlerin listesine yeni ilaveler olmakta; tani ve teda-
vi olanaklarinin geligtirilmesi sonucu, bu hastaligin 6nemi ve yayginligi da-
ha iyi anlagilmaktadir. Cesitli mikroorganizmalarin viral hepatite yol agtig1
bilinmektedir. Ancak 2000’li yillara gelindiginde, baglica hedefleri karaci-
ger olan ve hepatotrop viriisler olarak tanimlanan bir grup etkenin, gergek
viral hepatit viriisleri olarak ayrica ele alinmalar: uygun olacaktir. Alfabe-
nin harfleri ile isimlerindirilen bu viriisler, sirasiyla: hepatit A viriisii
(HAV), hepatit B viriisii (HBV), hepatit C viriisii (HCV), hepatit D viriisii
(HDV), hepatit E viriisii (HEV), hepatit G viriisii (HGV), transfusion trans-
mitted virus (TTV) ve nihayet kisaca SEN (SEN-V) olarak gosterilen etken-
lerdir. Her ne kadar, karacigeri ana hedef organ olarak segmeleri ortak 6zel-
likleri ise de; bu viriislerin bulag yollar1, olusturduklar: hastaliklarin inkii-
basyon stireleri, replikasyon semalar1 ya da viicutta kalig siireleri gibi bir
dizi 6zellikleri agisindan birbirlerinden farkliliklar gosterdikleri bilinmek-
tedir. Bazilar tilkemizde de yaygin olarak bulunan bu etkenleri su sekilde
gruplandirmak olasidir:

* HAV ve HEV: Ozellikle oral fekal yoldan bulasan ve kroniklesmeye yol ag-
mayan etkenler,

* HBV, HCV ve HDV: Baglica parenteral yoldan bulagan ve kronik hepatite
neden olan etkenler,

* HGV, TTV ve SENV: Ozellikle parenteral yoldan bulastiklar1 saptanmis
olan, ancak tek baglarina viral hepatite yol agtiklar1 kesinlik kazanmamisg
olan etkenler.

Bu yazida, kronik hepatite yol agtiklar1 kesin olarak bilinen HBV, HCV ve
HDV infeksiyonlarimin laboratuvar tanisi ele alinacaktir.

Kuramsal olarak, bir kronik viral hepatit olgusunun etyolojik tanisi, infek-
te hepatositlerin yikiminmi gergeklestiren sitotoksik T lenfositlerinin, hangi
etkene 6zgiil olduklarinin belirlenmesi ile yapilmalidir. Ancak pratik uygu-
lanabilirligi olmayan bu islem yerine rutin incelemelerde, standardize edil-
mig virolojik tan1 yontemlerinden yararlanilir. Bu arada viriisiin kendisinin
veya cesitli antijenik gostergelerinin saptanmasinmin her zaman karacigerde-
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ki yikimdan sorumlu olanin belirlenmesi demek olmadigini; indirekt gos-
tergeler olarak tanimlanan konagin antiviral immiin yamitinin (antikorlar)
tan1 igin daha spesifik bir bulgu oldugunu unutmamaniz gerekir. Ozellikle
spesifik viral antijenlere kars: olusan ve viriislin eliminasyonunda rol oy-
nadiklar1 bilinen IgM sinifi antikorlarin, uygun tani araglari olarak deger-
lendirilmeleri olasidir.

1. Kronik hepatit B tamist: Ulkemizdeki yayginlig1 ve kronik karaciger has-
talarinda rastlanma siklig1 g6zoéniine alindiginda, dogal olarak ilk ele alin-
mas1 gereken etken HBV’dir. Nitekim yapilan tarama galigsmalar1 gézoniine
alindiginda, bolgesel farkliliklara gore toplumumuzda ortalama %4-8 ara-
sinda HBsAg pozitifliginin varligi belirlenmis; kronik hepatitlerin %45’in-
de; karaciger sirozlu hastalarin ise %35’inde HBV’nin etken oldugu hesap-
lanmigtir. Yine tlkemizdeki galisma sonuglarina bakilarak her yi1l HBeAg
(+) kronik hepatit olgularinin %12’sinde; anti-HBe (+) olgularin ise %15-
20’sinde siroz gelistigi; kronik hepatit B’lilerin %0.2-0.7’sinde, karaciger si-
rozlularinin ise %0.2-7.8’inde hepatoseliiler karsinoma olustugu belirlen-
misgtir.

HBV’nin yol agtig1 kronik viral hepatitlerin tanisinda en 6nemli kriter, se-
rumda HBsAg'nin saptanmasidir. Klasik olarak bu antijenin yanisira, olgu-
larin biiytik bélimiiniin serumlarinda HBV-DNA ve HBeAg’ye rastlamak,
ayrica karaciger dokusunda HBcAg saptamak olasidir. Ancak kronik hepa-
tit B olgularinda, hastalik tablosunun seyri bir yandan viral replikasyonun,
Ote yandan olusacak immiin yanitin diizeyine bagl olarak, farklilik goste-
rebilir. Hastalarin biiyiik b6liimiinde, serumda HBeAg ve HBV-DNA varlig1
ile karakterize olan viral replikasyonun devamhligy, aktif infeksiyonunun
stiregeldiginin kanitidir. Bu tip olgularda belirli bir agamada spontan remis-
yon veya tedavinin etkinligi sonucunda, HBV-DNA’nin kaybolmasi ve HBe-
Ag/Anti-HBe serokonversiyonunun ortaya ¢ikmasi sézkonusu olabilir. Bu
durumda inaktif karaciger hastalig1 ya da nonreplikatif faz (eski terminolo-
jiye gore saglikli HBsAg tasiyicilar1) asamasindan bahsetmek miimkiindiir.
Bazi olgularda ise, gliniimiizde molekiiler diizeyde tanimlanmasi kesin ola-
rak yapilmis olan ve HBeAg sentezlemeyen HBV varyantlar: etken olabilir;
ve HBV-DNA varhigina anti-HBe’nin eglik etmesi sozkonusudur. Bu tip ol-
gularin spontan nonreplikatif faza gegme olasiliklar1 daha diigiiktiir. Kronik
hepatit B olgularinin en belirgin 6zelligi, HBsAg’'nin serumda 20 haftay1
agan bir siire boyunca saptanabilir olmasidir. Bu arada bazi endemik bélge-
lerde, kronik hepatit ve/veya siroz tanisi1 almis ancak HBsAg (-) bulunan ol-
gularin %30-40’1nda HBV-DNA'nin saptanmis olmasi, HBsAg negatif kro-
nik hepatit B olgularinin varligina isaret etmektedir. Bu tip olgularda a de-
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terminant bolgesi iginde veya diginda (6rnegin X geninde) meydana gelebi-
lecek mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan yeni HBV suglarina ait HBsAg'nin,
ticari kitlerle saptanamadig anlasilmaktadir. Ote yandan kronik hepatit B
olgularinin da anti-HBs antikorlarini sentezlendigi; bu durumda olusacak
HBsAg/anti-HBs immiinkomplekslerinin, HBsAg’'nin saptanmasini engelle-
yecegi de ileri siiriilmiistiir. Rutinde kullanmilan ve antijen fazlaliginda, sen-
tezlenen spesifik antikorlar1 saptayamayan ticari kitler yerine, aragtirma
amaciyla hazirlanmig ve duyarliligy yiiksek reaktiflerden yararlanildiginda,
kronik olgularin hemen tamaminda spesifik antijenlerinin varliginda bile
anti-HBe ya da anti-HBs antikorlarinin saptanmasi olasidir.

Kronik hepatit B olgularinda, HBsAg'nin yanisira anti-HBc antikorlarinin
pozitif bulunmasi olagandir. Ancak baz: olgularda; ya selektif immiin yanit
defektine bagl olarak; ya delesyon tiirii mutasyona ugramis viral proteinle-
rin sézkonusu olmasi nedeniyle; ya da kisitli sayida olguda saptandig: sek-
liyle, agir1 oranda sentezlenen HBcAg ile komplekslesmesine bagli olarak
anti-HBc’nin saptanamamasi sézkonusudur. Anti-HBc konusuna deginir-
ken IgM sinifi kor antikorlarinin (anti-HBc-IgM) ayr olarak ele alinmas: uy-
gun olacaktir. Duyarh teknikler kullanildiginda tiim akut olgularin yanisi-
ra bir kisim tagiyic1 da, hatta iyilesmig kimi olgularda anti-HBs’nin yanisi-
ra pozitif bulunabilen bu gostergeye ait farkli degerlendirmeler bulunmak-
tadir. Akut-kronik hepatit B olgularinin ayriminda, anti-HBc-IgM titresinin
ya da farkli g6kme sabitesine (7S-19S) ait olanlarin ayriminin yararl olabi-
lecegi savunulmus ise de, glintimiizde bu tip yaklagimlarin gok kabul gor-
medigini biliyoruz. Ote yandan, bu géstergenin (anti-HBc-IgM) kantitatif ta-
yininin tedaviye alinacak hastalarin segiminde ve tedavinin etkinligini iz-
lemede 6nemli oldugunu savunan arastiricilarin yanisira, HBV-DNA mikta-
r1 ile bu gosterge arasinda bir paralellik olmadigini saptayarak karsit gorii-
sii ileri siirenler de bulunmakta olup, heniiz kantitatif anti-HBc-IgM tayini-
nin degeri netlegsmemistir.

HBeAg/anti-HBe sisteminin kronik hepatit B olgularindaki anlami, son yil-
larda belirlenmis olan mutant suglar kavrami ile biiyiik degisime ugramis-
tir. Ozellikle HBeAg negatif kronik hepatit olgularinda yogun viral replikas-
yonun ve karaciger yikiminmin belirlenmis olmasi; ayrica bu tip olgularda
fulminan hepatite rastlanilmasi, s6zkonusu durumun molekiiler diizeyde
incelenmesini zorunlu kilmig; HBV infeksiyonlarinda sikga rastlanilan pre-
kor, kor promoter ve diger gen bolgelerindeki mutasyonlar ile agiklanmaya
calisilan bu durumun, kronik viral hepatit patogenezindeki 6nemi son yil-
larda daha iyi anlagilmigtir. Bu arada, spontan olarak ya da kemoterapi ve-
ya immiinsiipresyon uygulanmasi durumunda kronik infeksiyonun reakti-
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ve olabildigi; anti-HBe — HBeAg seklindeki klasik yoénden farkli yénde bir
serokonversiyonun, HBV-DNA titresinde artis ile birlikte ortaya ¢ikabilece-
gi bildirilmisgtir.

Kronik hepatit B olgularinda aktif replikasyonunun kesin gostergesi sayi-
lan; ayrica bu tip hastalara uygulanan tedavi semalarinin etkinligini 6l¢me-
de en onemli kriter olarak kabul edilen HBV-DNA arastirmalarinda, mole-
kiiler biyoloji tekniklerinden yararlanilir. Klasik hibridizasyon uygulamala-
rinda 10-500 pg/mL (108 genom) miktarinda HBV-DNA saptanirken; ampli-
fikasyon agamas1 olan PCR veya benzeri gogaltma uygulamalar: sonucunda,
saptanabilirlik sinir1 10-50 genom diizeyine inmektedir. Giiniimiizde
HBsAg, HBeAg ya da anti-HBc-IgM gibi gostergelerin referans standartlar
kullanarak miktar tayinlerini yapmak miimkiinse de, bu tiir uygulamalar
yaygin olarak kullanilmamaktadir. Bu nedenle HBV-DNA miktar tayini, vi-
remi diizeyini belirlemede tek altin standart yontem olarak kabul gérmek-
tedir. Molekiiler hibridizasyon (6rnegin: Digene Hybrid-Capture teknigi) ya
da PCR (Amplicor) veya b.DNA (Quantiplex HBV-DNA) gibi standardize
edilmis uygulamalar, laboratuvarlarin donanimlarina gore tercih edilerek
kullanilmaktadir. Bu arada, tedavi etkinligini 6l¢gmede daha basit ve ucuz
olan hibridizasyon yontemleri ile yetinilmeli mi, yoksa duyarligi gok artti-
ran kantitatif amplifikasyon yéntemlerinden yararlanilmali m1? sorusunun
yaniti1 hentiz kesinlik kazanmamigtir. PCR ile alinan HBV-DNA sonuglarini
degerlendirirken, gozardi edilmemesi gereken iki noktay: vurgulamak gere-
kir. Bunlardan biri her pozitif PCR sonucunun, replike olan genom varligi-
nin igareti olarak ele alinmamasi gergegidir. Yapilan calismalarda, replikas-
yonun sozkonusu olmadig1 hayvan modellerinde saptanan pozitifligin, par-
calanmig ve iglevini yitirmis DNA fragmentlerinden kaynaklanabilecegi
gosterilmis ve gergek replikasyon gostergesinin ara iirtin olan mRNA'nin ya
da kismen ¢ift zincirli olan HBV-DNA’sin1 replike olurken gegirdigi ilk asa-
ma olan tamamen ¢ift zincirli yapinin (ccc.DNA) belirlenmesi oldugu ileri
slirilmiisgtiir. Bu konuda ikinci unutulmamas: gereken nokta ise,
HBsAg'nin kaybolmasindan sonra da, kronik olgularin serum ve karaciger
dokularinda HBV-DNA’nin uzun siire varhigin1 koruyabilecegidir. Istanbul
Tip Fakiiltesindeki deneyimlerimiz dogrultusunda, 6zellikle tedavinin et-
kinligini izlemede, kantitatif hibridizasyon y6nteminin hem standardizas-
yon hem de maliyet agisindan amplifikasyon yontemlerine oranla daha uy-
gun oldugunu diistinmekteyiz.

2. Kronik hepatit C tanisi: HBV infeksiyonlarinda kullanilanlara oranla C
hepatinin tanisinda yararlanilan testlerin sayis1 daha azdir. Yaygin olarak
taramalarda kullanilan test anti-HCV aragtirmasi olup, bu gostergenin sap-
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tanmas1 HCV ile temasin kanitidir. Ancak, serokonversiyon siiresinin uzun
ve degisken olmasi, immiinsiiprese hastalarda antikor yanitinin gergekles-
memesi ve 6zellikle olgularin biiyiik bolimiinde spesifik antikor varligin-
da da replikasyonun devam etmesi, HCV-RNA aragtirmasini gerekli kilmak-
tadir. Serolojik testler arasinda bir dénem iizerinde durulan anti-HCV-IgM
testinin ek bir bilgi saglamadigl, buna karsin HCV-kapsid antijenini ELISA
ile arastirmanin yararh olabilecegi ve bu testin dniimiizdeki giinlerde kul-
lanima girecegi bilinmektedir. Bu arada, dogrulama testi olarak tanimlanan
ve kisaca RIBA olarak bilinen immiinoblot yonteminin artik 6nemini yitir-
digi, HCV’nin farkh antijenlerine kars1 olusacak spesifik antikorlar1 ayr ay-
r1 gosteren bu testin, yeterli duyarliliga sahip olmamasi nedeniyle degerini
kaybettigi goriillmektedir.

HCV ile ilgili molekiiler biyoloji teknikleri yaygin olarak kullanilmaktadir.
PCR esasina dayanan (COBAS Amplicor) amplifikasyon testleri ile HCV-
RNA varligim saptamak, boylece vireminin belirlenmesinin yanisira, kon-
jenital HCV infeksiyonu tanisina gitmek, transaminazlar: normal seyreden
olgularda viral replikasyonu gostermek, immiinsiiprese olgularin yanisira
hemodiyaliz ve transplantasyon hastalarinda etyolojisi bilinmeyen kronik
hepatit olgularinin tanisini koymak olasidir. S6zkonusu testin duyarhilig:
100 kopye/mL diizeyine inmis olup, tedaviye alinacak olgularin belirlen-
mesinde de yarar biiytiktiir. Bu arada 6zellikle tedavinin etkinligini izleme-
de kantitatif HCV-RNA yontemine bagvurmak gereklidir ve bu amagla
b.DNA (Quantiplex HCV-RNA 2.0, Bayer Diagnostics) ya da kantitatif PCR
Amplicor HCV Monitor (Roche Diagnostic Systems) testlerinden yararlani-
Lir.

HCV infeksiyonlarinda molekiiler biyoloji testlerinin bir diger uygulama
alani suglarin genotiplendirilmesidir. Boylece tedaviye direngli/duyarh ol-
gular1 belirlemek ve tedavi siiresini saptamak olasidir. Ornegin Istanbul Tip
Fakiiltesinde incelenen 300 olgunun %69'unda, interferona yamt oram
diisiik olan 1b serotipinin varlig1 bu teknik ile saptanmigtir.

3. Kronik hepatit D tamisi: Sadece HBV’nin varliginda replike olabilen
HDV’nin, koinfeksiyonlarin %3-10"unda, siiperinfeksiyonlarin ise %90’1n-
da kronik hepatite yol agtig1 bildirilmistir. Kronik delta hepatitlerin tanisz,
HBsAg’ye eslik eden anti-HDV antikorlarimin varhig: ile gergeklesir. Ayrica
molekiiler biyoloji teknikleri ile (Northern-Blot hibridizasyonu; PCR) se-
rumda HDV-RNA'nin veya immiinfloresans ya da immiinperoksidaz boya-
malari ile hepatositlerde HDV-antijeninin gosterilmesi taniy1 dogrular. HDV
konusunda gelistirilen ELISA kitleri ile anti-HDV-IgM ve HDV-Ag gosterge-
lerinin aragtirilmasi kuramsal olarak 6nemli, ancak pratikte yarar1 ¢ok faz-
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la g6zlenmeyen yontemler olarak degerlendirilmektedir. Bazi aragtirici
gruplar: anti-HDV titresinin kriter olarak kullanim ile akut/gegirilmis HDV
infeksiyonlar1 ayriminin yapilabilecegini, bazilar1 ise anti-HDV-IgM’nin
kronik infeksiyon gostergesi oldugunu ileri siirmiislerse de, bu tip uygula-
malarin standardize edilmedigini biliyoruz. Belirtilen tiim bu testler arasin-
da HDV-DNA’simin serumda 10-100 genomu saptayabilecek duyarliliktaki
RT-PCR uyarinca aragtirilmasi, tiim diger tekniklerden daha kesin bir tani
yontemi olarak ele alinabilir. Uygun primerler segilerek yalanci negatifligin
onlenebildigi PCR teknigi ile serumda HDV-RNA'nin saptanmas: aktif he-
patit D infeksiyonunun en kesin kamtidir. Ote yandan bu yéntem ile kro-
nik delta hepatitinin izlenmesi ve antiviral tedaviye yanitin belirlenmesi
olasidir.
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